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Impacto para las aves granivoras del uso del insecticida
imidacloprid como curasemillas: el tordo musico (Agelaioides
badius) como modelo experimental.

RESUMEN

Los neonicotinoides son un grupo de insecticidas ampliamente utilizados como
curasemillas en la region pampeana y otras partes del mundo. Sin embargo, como es
frecuente que una proporcion de las semillas tratadas queden disponibles para ser
consumidas por las aves luego de la siembra, existe la posibilidad de que esta practica sea
dafiina para las aves granivoras. En este contexto, el objetivo general de la presente tesis
consistié en evaluar el riesgo, y las posibles consecuencias para las aves del uso del
insecticida neonicotinoide imidacloprid (IMI) como curasemillas en los cultivos
extensivos de la region pampeana. Para este fin se desarrollaron protocolos de
mantenimiento en cautiverio de manera de poder utilizar al tordo musico (Agelaioides
badius), una especie de ave paseriforme autdctona de la Argentina, como modelo

experimental.

En el Capitulo 1 se evalud el riesgo de que las semillas tratadas con IMI generen
efectos toxicos agudos. Se calcularon la dosis letal media (DLsg) de un formulado
comercial de IMI, y el consumo diario de semillas. A partir de los resultados se estimo
que la ingesta del 7-10% del consumo diario como semillas tratadas de sorgo, maiz,
girasol y alfalfa seria suficiente para que las aves alcancen la mortalidad, y que estas
semillas se encontrarian en un area menor a 60 m2 También se demostré que en un solo
evento de alimentacién (picoteo), un tordo musico podria ingerir las semillas necesarias
para alcanzar la mortalidad. Finalmente, en un estudio piloto, todos los tordos musico
alimentados con semillas tratadas con 3 g IMI/kg de semillas (una concentracién
promedio utilizada en el tratamiento de semillas), murieron entre los tres y cinco dias de
exposicion. Todas las lineas de evidencia examinadas fueron consistentes y concluyeron
que los tordos musico, y probablemente otras especies de aves pequefias, se encuentran

expuestos a un riesgo de intoxicacion aguda y de mortalidad.

Con el objetivo de caracterizar los efectos bioldgicos inducidos por el IMI, en

el Capitulo 2 se relaciono la presencia del IMI en los distintos tejidos del tordo musico



luego de una ingesta subaguda, con la respuesta temporal de parametros bioquimicos,
hematoldgicos y genotoxicos. Se observo que el IMI es rdpidamente absorbido (i.e. antes
de las 4 horas), y eliminado (i.e. a las 48 horas), y las mayores concentraciones se
detectaron en el plasma. Los tordos presentaron alteraciones comportamentales a partir
de los 30 minutos desde la administracion del IMI, y se observaron alteraciones en los
pardmetros hematoldgicos y bioquimicos, que perduraron luego de la eliminacion del IMI

del organismo.

Para simular un escenario como el que podria ocurrir en el ambiente, en el
Capitulo 3 se alimento a los tordos musico durante siete dias con semillas tratadas con
IMI con concentraciones que representan respectivamente al 2,5 y 15% de una
concentracion promedio (3 g IMI/kg semillas). La exposicion a semillas tratadas
desencadeno efectos subletales en las aves como: disminucién en la ingesta de alimento,
pérdida de peso corporal, alteraciones enzimaticas, y alteraciones comportamentales
relacionadas al uso de la jaula. Finalmente, en el Capitulo 4 se realiz6 un experimento de
exposicion cronica de 32 dias, a semillas tratadas utilizando el 1,8 y 15% de la
concentracion promedio (3 g IMI/kg semillas). En ambos tratamientos hubo mortalidad,
y para el tratamiento mas alto se determind una sobrevivencia del 40%. A lo largo del
experimento se observéd una disminucion en el consumo de semillas y del peso corporal
de las aves tratadas. Se observaron alteraciones comportamentales relacionadas a la
movilidad, que en las aves expuestas a las dosis mas bajas, aparecieron a partir de la
cuarta semana de exposicion. De manera complementaria, durante el periodo de
exposicion se realizaron pruebas de respuesta de las aves ante un potencial predador y de
escape, que se encontrd disminuida en las aves tratadas con la dosis mas alta. Finalmente,

se observaron alteraciones enzimaticas en las aves expuestas a semillas tratadas.

En conclusidn, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral indican que el uso
del IMI como curasemillas representa un riesgo de toxicidad tanto aguda como crénica
para las aves granivoras que habitan los agroecosistemas de la region Pampeana
Argentina. En vista de esta conclusion, se recomienda reconsiderar los usos permitidos

del insecticida neonicotinoide IMI en el pais.

Palabras clave: aves, neonicotinoides, curasemillas, imidacloprid,

contaminacion, agricultura.



Imidacloprid seed coating poses a risk of toxicity to small
farmland birds: the grayish baywing (Agelaioides badius) as
avian model for environmental toxicity testing.

ABSTRACT

Neonicotinoids are insecticides largely used in seed treatment in many countries,
included the Argentinean Pampa Region. Frequently, treated seeds are available after
sowing for birds to consume, representing a potential hazard for granivorous birds. In this
context, the main objective of this thesis was to assess the risk for birds of using the
neonicotinoid imidacloprid (IMI) as seed treatment in extensive crops of the Pampean
Region of Argentina. Whit that purpose, maintenance, and experimental protocols were
developed for the use of gayish baywing (Agelaioides badius), as a passeriform

experimental model native from Argentina.

In Chapter 1, the risk that imidacloprid seed coating poses acute toxicity for birds
was evaluated. Median lethal dose (LDsg) and food intake rate (FIR) were estimated for
grayish baywing. It was obtained that the consumption of 7-10% FIR as treated seeds
would be enough to achieve the LDso for sorghum, corn, sunflower and alfalfa, and that
a baywing would have to forage an area of field corresponding to less than 60 m2 to
obtain the number of seeds required to reach the LDsp. It was also shown that this number
of seeds is coherent with the amount of seeds ingested in a bout. In a pilot study, all
grayish baywings fed with millet seeds treated with 3 g IMI/kg died within three to five
days of exposure. All lines of evidence examined are consistent with the view that grayish
baywing, and probably other small farmland birds, are exposed to a risk of acute toxicity

and mortality.

In Chapter 2, to characterize the biological effects induced by a subacute
exposure of IMI, the IMI distribution in tissues was related to temporal responses of
biochemical, hematological, and genotoxic parameters. It was observed that IMI was
rapidly absorbed (i.e.4 hours) and eliminated (i.e. 48 hours), and the highest
concentrations were detected in plasma. Baywings showed intoxication signs and
behavioral alterations after 30 minutes post-dosing. Hematological and biochemical

parameters were also altered, and the effect lasted after IMI elimination.



To simulate a real scenario, in Chapter 3, grayish baywings were fed for seven
days with IMI treated seeds with 2,5 and 15 % of an extensively used concentration (3
gIMI/ kg seed). Birds fed with treated seeds presented lower FIR than control birds,
weight loss, enzymatic and behavioral alterations. Finally, in Chapter 4, chronic exposure
to treated seeds was conducted. Birds were fed with IMI treated seeds with 1,8 and 15 %
of an extensively used concentration (3 gIMI/ kg seed). In both treatments, delayed
mortality was observed, and the mean survival time for the high dose was 12,5 days.
Through exposure, birds presented lower FIR and body weight than control birds. Birds
treated with the high dose had lower escape reaction and lower response to predator

presence. Treated birds also presented altered the enzymatic parameters.

In conclusion, results obtained in this thesis indicate that IMI used as seed
treatment represents both acute and chronic toxicity for granivorous birds that inhabits
the Pampean Region agroecosystems. The possible impacts on bird species call for a
reconsideration of IMI seed coating practices currently approved in the Pampean Region

of Argentina.

Key words: birds, neonicotinoids, seed treatment, imidacloprid, contamintation,

agriculture.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. El proceso de agriculturizacion y su impacto sobre las aves.

Las actividades humanas han disparado el sexto evento de extincién masiva de la historia,
generando grandes cambios en la distribucion global de los organismos (Barnosky et al.,
2011; Ceballos et al., 2017, 2015). En las ultimas décadas, se ha reportado que todos los
grupos de aves se encuentran en declive, siendo la actividad agricola uno de los
principales factores responsables (Burns et al., 2016; Donald et al., 2006; Inger et al.,
2015; Rosenberg et al., 2019; WWF, 2018). El proceso de intensificacion agricola implica
la conversidén de ambientes naturales por agricultura, la pérdida de areas seminaturales
como margenes de cultivo, el aumento en la frecuencia de cosechas, el drenaje y la
irrigacion, las altas densidades de ganado, y el uso de fertilizantes y plaguicidas (Benton
et al., 2003; Dudley and Alexander, 2017; Foley et al., 2011, 2005). En consecuencia los
ambientes disminuyen su capacidad de soportar especies de aves, alterando la
composicion de las comunidades, contrayendo o expandiendo su area de distribucion, y
afectando su rol en los ecosistemas (Benton et al., 2003; Boatman et al., 2007; Calamari
et al., 2018; Gaston et al., 2018; Geiger et al., 2010; Krebs et al., 1999; Macchi et al.,
2020; Newton, 2004a; Powers and Jetz, 2019; Sekercioglu et al., 2019; Sica et al., 2020;
Stanton et al., 2018; Van Turnhout et al., 2010; Vickery et al., 2001).

Las aves poseen valor intrinseco y son la fuente de gran valor cultural, y debido a su rol
en los ecosistemas proveen numerosos servicios ecosistémicos (Cumming and
Maciejewski, 2017; Zoeller et al., 2020; Wenny et al., 2011; Whelan et al., 2015).
Servicios como la como la polinizacion, y el control de plagas pueden mejorar el
rendimiento de los cultivos (Mahendiran y Azeez, 2018), como sucede por ejemplo, en
las plantaciones de café que se cultivan en las areas de mayor biodiversidad (Chain-
Guadarrama et al., 2019; Milligan et al., 2016). Otro aporte de las aves al funcionamiento
de los ecosistemas es el saneamiento ambiental. Un estudio reportd recientemente que la
poblacion de jotes cabeza colorada (Cathartes aura), un ave carrofiera que migra a lo
largo de América, remueve al afio un promedio 1000 toneladas de materia organica, lo
gue en términos monetarios equivale a un servicio de méas de 500.000 USD (Grilli et al.,
2019). Por otro lado, las aves dispersan semillas y favorecen su germinacion,
contribuyendo al mantenimiento de las poblaciones de plantas de importancia cultural y

econdmica, como se demostrd para las poblaciones de ajies (Capsicum frutescens) en las
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Islas Marianas (Egerer et al., 2018). En la dispersion de semillas, ademas se debe resaltar
la importancia de las aves migratorias en las dispersiones de larga distancia (Viana et al.,
2016).

El uso de plaguicidas es uno de los factores que méas afecta negativamente a las
poblaciones de aves que habitan los agroecosistemas en el mundo (Chiron et al., 2014;
Mineau y Whiteside, 2013). En Europa, por ejemplo, se demostré que de los componentes
analizados, el uso de plaguicidas era el factor que mas afectaba a la aves, insectos y
plantas (Geiger et al., 2010; Hallmann et al., 2014). En América del Norte se report6 una
tendencia similar, donde el uso de plaguicidas fue el factor mas reportado como causa del
declive de las poblaciones de aves, seguido de la pérdida y alteraciones del habitat
(Stanton et al., 2018).

1.2. El efecto de los plaguicidas sobre las aves
La publicacion del libro “Primavera Silenciosa” de Rachel Carson (1962), puso el foco
en el efecto de los plaguicidas sobre las aves, y fue el punto de partida de numerosos
estudios que le siguieron. Los plaguicidas, al igual que cualquier otro contaminante
ambiental, pueden tener efectos directos e indirectos sobre las aves. Los efectos indirectos
consisten en las restricciones que sufre un ave, relacionadas al impacto que genera el
contaminante sobre su entorno, como una reduccion en la disponibilidad del alimento o
del habitat. En contraposicion, los efectos directos se refieren aaquellos que son ejercidos
por el plaguicida sobre los procesos fisioldgicos o bioquimicos debido a su toxicidad
(Figura 1.1) (Boatman et al., 2004; Newton, 2004a).
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Figura 1.1. Efecto de los plaguicidas sobre las aves que habitan los agroecosistemas.

Efectos indirectos

Se ha demostrado que para las aves granivoras, la pérdida de los rastrojos que son
guemados durante el otofio e invierno por herbicidas, ha contribuido a aumentar la
mortalidad invernal de estas aves y por tanto a reducir el tamafio de sus poblaciones
(Bright et al., 2008) .

Los herbicidas también, actdan reduciendo la abundancia o eliminando especies de
plantas silvestres que sirven de alimento para especies herbivoras o granivoras (Moreby
y Southway, 1999). Gibbons et al., (2006) en su trabajo, demostr6 que, en cultivos
genéticamente resistentes a herbicidas, el uso de herbicidas disminuy6 la disponibilidad
de semillas de malezas que son dieta de mas de 25 especies de aves que se encuentran en
declive poblacional. Ademas, los herbicidas tienen efectos negativos indirectos sobre la
abundancia de insectos al eliminar las plantas que les sirven de habitat y alimento
(Moreby y Southway, 1999; Taylor et al., 2006).

El uso de insecticidas y fungicidas, en cambio, impacta de manera directa reduciendo la
abundancia y diversidad de invertebrados que sirven de alimento para las aves
insectivoras y para muchas aves granivoras durante la época de cria, ya que las primeras
semanas los pichones solo se alimentan de invertebrados (Geiger et al., 2010; Stoate et
al., 2001; Pennington et al., 2018; Sotherton et al., 1987; Hart et al., 2006). Por ejemplo,
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se demostré para el escribano cerillo (Emberizia citrinella) que la aplicacion de
insecticidas no solo resulto en la disminucion del recurso alimenticio (artrépodos), sino
que se reflejo en un aumento de la frecuencia de los eventos de alimentacion de las aves;
y al mismo tiempo, se observé que la condicion corporal de los pichones presentaba una

correlacion negativa con el uso de insecticidas (Morris et al., 2005).

Efectos directos

Los plaguicidas pueden afectar directamente la salud de las aves debido a su toxicidad.
Los efectos pueden ser letales o subletales afectando la supervivencia y la reproduccién
de los individuos. El primer caso bien documentado es el de los insecticidas clorados
como el DDT, que se bioacumulan a lo largo de la cadena tréfica, y causa numerosos
efectos subletales como el adelgazamiento de las cascaras de los huevos, con la
consecuente disminucién de las poblaciones de aves rapaces (Newton y Wyllie, 1992).
Existen reportes de mortandad de aves causadas por el DDT, al igual que por los
ciclodienos, otro grupo de insecticidas clorados mas toxicos que el DDT (Newton et al.,
1992; Porter y Wiemeyer, 1969; Wurster et al., 1965).

Con el tiempo insecticidas como el DDT y los ciclodienos, fueron reemplazados por otros
menos persistentes como los organofosforados y carbamatos. Sin embargo, ambos
presentaban elevada toxicidad para los vertebrados, en especial para las aves y mamiferos,
causando alteraciones sobre el sistema nervioso y mortalidad (Goldstein et al., 1999a;
Kwon et al., 2004; Walker, 1983). Un caso emblematico sobre el efecto de los
organofosforados fue el del aguilucho langostero (Buteo swansoni). El aguilucho
langostero es un ave rapaz que migra desde América del Norte hacia Argentina durante
su periodo no reproductivo. La dieta de las aves durante su estancia en el sur se comprende
principalmente de artropodos, como langostas, libélulas y otros invertebrados (Hopper
1999). En los afios 1994 al ‘96 se registraron mas de 4000 casos de mortandad atribuidos
al insecticida monocrotofos utilizado para combatir las langostas (Goldstein et al., 1999a,
1999b)

Los piretroides, por otro lado, suelen tener menor toxicidad para las aves que para otros
vertebrados (i.e. anfibios y peces). Sin embargo, existen reportes sobre efectos subletales
en las aves como toxicidad hepatica, genotoxicidad, y se han detectado en huevos de aves

silvestres, lo que indica su acumulacion en los tejidos y transferencia parental (Corcellas
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etal., 2017; Khan et al., 2012; Sharaf et al., 2010). La resistencia de las especies plagas a
ciertos plaguicidas, asi como la preocupacion sobre los riesgos que poseian las viejas
generaciones de plaguicidas llevaron al desarrollo de nuevos insecticidas como los
neonicotinoides (Tassin De Montaigu y Goulson, 2020). El uso de los insecticidas
neonicotinoides ha sido cuestionado en los ultimos afios debido a su efecto sobre los

insectos polinizadores y las aves (Gibbons et al., 2015; Goulson, 2014).

Ademas de los insecticidas, los fungicidas también pueden tener efectos directos sobre
las aves. Se ha reportado que el tiram y el difenoconazole pueden provocar la muerte y
generar alteraciones bioquimicas (Fernandez-Vizcaino et al., 2020; Lopez-Antia et al.,
2013; Ortiz-Santaliestra et al., 2020). Finalmente, existe evidencia sobre la acumulacion
de las triazinas en las ave (Reindl et al., 2015), y aunque los efectos en las aves no son
concluyentes, en estudios de laboratorio, la exposicion a altas concentraciones genera
alteraciones bioquimicas y genotoxicas (Hussain et al., 2011). Incluso recientemente se
ha reportado que la exposicion de aves adultas al glifosato, uno de los herbicidas méas
utilizados, puede generar efectos en su descendencia, principalmente sobre el desarrollo
de los pichones y su capacidad antioxidante (Ruuskanen et al., 2020). De la misma forma,
el uso de rodenticidas mediante cebos tdxicos o granos tratados, ha tenido efectos
perjudiciales provocando eventos de intoxicacion en aves y mamiferos (Olea et al., 2009).

1.3. Los insecticidas neonicotinoides
En 1960, la nicotina, extraida de la hoja de tabaco, se reporté como el primer insecticida
derivado de un extracto vegetal. Los neonicotinoides, son insecticidas sintéticos que
surgen de modificaciones a la molécula de nicotina para optimizar su actividad insecticida
(Tomizawa and Casida, 2005). En 1991 salié al mercado el primer neonicotinoide
imidacloprid (IMI) producido por la empresa Nihom Bayer Agrochem (ahora Bayer Crop
Science), y mas tarde surgieron otras moléculas similares. Actualmente el grupo de los
neonicotinoides se compone por el imidacloprid, la clotianidina, el acetamirpid, el

tiametoxam, el nitepiram y el tiacloprid (Figura 1.2) (Jeschke y Nauen, 2008).
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Figura 1.2. Insecticidas neonicotinoides

Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicas de los neonicotinoides se presentan en la Tabla 1.1. Una
caracteristica que distingue a los neonicotinoides de la mayoria de los insecticidas es su
naturaleza sistémica. Los neonicotinoides son moléculas relativamente pequefias con
pesos moleculares varian entre 200 y 292, y la mayoria es altamente soluble en agua
(Bonmatin et al., 2015; Tomizawa and Casida, 2005). Estas caracteristicas permiten que
los neonicotinoides sean absorbidos por las plantas y transportados a los tejidos,
proveyéndolos de proteccion contra insectos plaga durante un periodo de tiempo.
Ninguno de los neonicotinoides posee alta presion de vapor, y en general los valores
varian 2,8x10°® y 0,002 mPa a 25°C. El bajo potencial de volatilizacion de los
neonicotinoides indica que cuando estos insecticidas son pulverizados, solo se
encontrarian presentes en su forma gaseosa durante un periodo corto de tiempo
(Bonmatin et al., 2015).

La persistencia de los neonicotinoides en el suelo varia segun la molécula (Tabla 1.1).
Los compuestos con una vida media menor a 30 dias se consideran no persistentes, como
es el caso del acetamiprid, nitempiram y tiacloprid. Mientras que el dinotefuran y
tiametoxam son moderadamente persistentes (vida media entre 30 y 100 dias); y la
clotianidina e imidacloprid son considerados persistentes. La degradacion por fotolisis

acuosa es rapida (menor a un dia), para todos los compuestos excepto para el tiametoxam
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que se considera que se degrada moderadamente rapido. EI acetamiprid se considera una

molécula estable y por lo tanto, su degradacion es lenta.

Tabla 1.1. Propiedades fisicas de los neonicotinoides.

o Vida Fotolisis
Coeficiente de )
media en acuosa?

Peso Solubilidad en particion )
Compuesto suelo (dias
Molecular agua (g/L) @ octanol/agua |
ene
(log Pow)
campo)
Acetamiprid 2227 2,95 (alta) 0,80 3 34
o 0,34 121.2 0,1
Clotianidina 2497 0,95
(moderada)

Dinotefuran 202,2 39,83 (alta) -0,55 75 0,2
Imidacloprid 255,7 0,61 (alta) 0,57 174 0,2
: : - (no -

Nitnempiram 270,7 >590 (alta) -0,66 ]
persistente)
) ) 0,185 8,1 Estable
Tiacloprid 252,7 1,26
(moderada)
Tiametoxam 291,7 4.1 (alta) -0,13 39 2,7

2 Solubilidad a 20° Cy pH 7

Usos de los neonicotinoides

Desde su aparicion en el mercado, los neonicotinoides se han transformado en una de las
clases méas utilizadas de insecticidas a escala mundial, junto a los organofosforados,
carbamatos, fenilpirazoles y piretroides (Jeschke et al., 2011). Debido a sus propiedades
sistémicas, los neonicotinoides pueden ser utilizados en maltiples cultivos y de diversas
formas. El uso de los neonicotinoides cubre cuatro dominios principales: proteccién de
cultivos y plantas ornamentales, control de plagas urbanas (cucarachas, hormigas,
moscas, etc.), aplicaciones veterinarias (proteccion contra ectoparasitos); y en la
acuicultura. EI mayor uso de neonicotinoides se da en la proteccion de cultivos, plantas

ornamentales y forestales (Simon-Delso et al., 2015).

Los neonicotinoides, ademas, pueden ser aplicados de diversas maneras. En agricultura,

horticultura y forestaciones, las principales formas de aplicacion son: aplicacion foliar,
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tratamiento de semillas (recubrimiento), peletizado de semillas, tratamiento de suelo,
aplicaciones granulares, inmersion de plantulas, quimigacion (aplicacion en agua de
riego), aplicacion sobre el suelo desnudo y surcos, inyecciones en troncos de arboles,
entre otras. El tratamiento de semillas y las aplicaciones en el suelo representan
aproximadamente el 60% del uso de los neonicotinoides a escala mundial (Jeschke et al.,
2011).

Modo de accion de los neonicotinoides

Todos los neonicotinoides acttan selectivamente sobre el sistema nervioso central de los
insectos, como agonistas de los receptores nicotinicos post sindpticos de acetilcolina
(nAcHRs). Los neonicotinoides son ligandos muy efectivos que actdan como falsos
neurotransmisores y sobre- activan los nAcHRS, que provocan la paralisis y muerte de

los insectos plaga (Tomizawa et al., 1999; Jeschke y Nauen, 2008).

Los neonicotinoides, junto a los piretroides, presentan un alto factor de selectividad por
los insectos versus los vertebrados, respecto a los anteriores organoclorados,
organofosforados y carbamatos (Tomizawa y Casida, 2005). Esta selectividad es
atribuible una mayor sensibilidad de los neonicotinoides por los nAcHRs de los insectos
respecto a los de los vertebrados. Sin embargo, algunos productos del metabolismo de los
neonicotinoides pueden resultar mas tdxicos para los vertebrados. Por ejemplo, el
desnitro-imidacloprid, un metabolito del imidacloprid, es mas activo sobre los nNAcCHRs

de los mamiferos que sobre los receptores de los insectos (Matsuda et al., 2020).

Persistencia de los neonicotinoides en el ambiente

El uso de los neonicotinoides ha sido ampliamente debatido debido, al riesgo ambiental
que poseen (Botias et al., 2015; Chagnon et al., 2015; Gibbons et al., 2015; Goulson,
2013; Wood y Goulson, 2017) y a su implicancia en el declive global de los polinizadores
(Pisa et al., 2014). En consecuencia, la Unién Europea suspendié en 2013 el uso de los
tres neonicotinoides mas utilizados: imidacloprid, clotianidina y tiametoxam, y a partir
del 2018 se prohibid su uso. Sin embargo, el uso de los neonicotinoides sigue vigente en
numerosas partes del mundo (Sgolastra et al., 2020).
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Cuando los neonicotinoides son utilizados como curasemillas, solo un 5% del ingrediente
activo permanece en la semilla, mientras el resto pasa al ambiente circundante (Figura
1.3) (Sur y Stork, 2003). Luego de tres décadas desde su aparicion, existen reportes sobre
la presencia de neonicotinoides en el suelo (Bonmatin et al., 2015, 2005; Schaafsma et
al., 2015; Limay-Rios et al., 2016;), cuerpos de agua ( Hladik et al., 2014; Anderson et
al., 2015; Morrissey et al., 2015; Humann-Guilleminot et al., 2019); e incluso en la
vegetacion silvestre que es capaz de acumular neonicotinoides a través de las raices y
traslocarlos al polen y néctar de las flores (Greatti et al., 2006; Krupke et al., 2012; Botias
etal., 2015).

| Bosques y '

arbustales
: ! Semilla tratada

@ ——>» ~1% Polvillo

Rt

Cultivo { =
\ uerpos
L ‘ 1’ de agua

I
~5
b

=94%
Suelo y agua subterranea

e

Figura 1.3. Distribucion de los neonicotinoides en el ambiente (Adaptado de Goulson,
2014).

1.4. La intensificacion agricola en Argentina
La Republica Argentina es uno de los principales paises productores de granos del mundo,
y ello se ve reflejado en el constante aumento de la superficie sembrada. En los ultimos
30 afios la superficie sembrada paso de 20 a casi 34 millones de hectéareas, y la produccién
de soja, maiz, trigo y girasol aument6 de 34 a 143 millones de toneladas (Boasso et al.,
2019; MAGYP, 2020). Sin embargo, el aumento de la superficie sesmbrada no fue parejo

para todos los cultivos, sino que se concentrd en la soja tolerante al herbicida glifosato,
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el primer cultivo genéticamente modificado (GM) aprobado en la Argentina (ArgenBio,
2020).

El cultivo de soja GM se sembro por primera vez en 1996, y desde ese momento el area
sembrada con cultivos GM (como maiz, algodén y girasol) ha ido en aumento. La
adopcion de los cultivos GM se complementd con el sistema de labranza de siembra
directa, que venia ocurriendo aceleradamente desde la década del 80 (Oesterheld, 2008).
La siembra directa disminuye la erosion de los suelos, facilita el doble cultivo en el mismo
afio (i.e. trigo y soja de segunda), disminuye la pérdida de agua por evapotranspiracion,
lo que favorece la eficacia de los fertilizantes. Sin embargo, el reemplazo de la labranza
tradicional por la siembra directa dependié exclusivamente del barbecho quimico post-
aplicacion de plaguicidas, que junto las variedades GM resistentes contribuyeron a
incrementar el rendimiento de los cultivos (INTA, 2011; Satorre, 2005). Actualmente,
mas del 90% de la superficie cultivable del territorio nacional se realiza bajo siembra
directa (Rainaudo, 2019) y mas del 90% de los principales cultivos sembrados son GM,
lo que convierte a la Argentina en el tercer productor mundial de cultivos GM después de
Estados Unidos y Brasil (ArgenBio, 2020).

El uso de cultivos GM y su paquete tecnoldgico asociado, también se vio reflejado en el
mercado de Productos Fitosanitarios, siendo los herbicidas el principal segmento del
mercado. En el afio 2014, el glifosato fue el principal herbicida comercializado
representando el 62% del total, aunque existe un incremento cada vez mayor del uso de
otros herbicidas distintos para aplicaciones vinculadas a la resistencia de malezas al
glifosato. El segundo segmento en importancia fue el de los insecticidas, y para el mismo
afio se comercializaron 17,6 millones de litros, seguidos en tercer lugar por los fungicidas
(CASAFE, 2014 estudio de mercado).

1.5. Contaminacion por plaguicidas en la region pampeana
Las Pampas constituyen el ecosistema de praderas mas importante de la Argentina y con
sus 540.000 km? de superficie, es una de las regiones mas alteradas por la intensificacion
agricola (Brown et al., 2006). Al igual que en el resto de la Argentina, la agricultura se
adecud a un paquete tecnologico simplificado y de alta productividad integrado por
cultivos transgénicos, siembra directa, mayor uso de fertilizantes y plaguicidas, y en

menor medida, agricultura de precision (Viglizzo y Jobbaghy, 2012). Durante la campafia

23



2018/19 la superficie de area sembrada en la region pampeana correspondio a 23,3
millones de hectéreas para los cultivos de verano, mientras que los cultivos de invierno

representaron una superficie de 4 millones de ha. (Figura 1.4) (Boasso et al., 2019).
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Figura 1.4. Principales cultivos de la regién pampeana durante la camparia 2018/19.

Entre el 2012 y 2013, se realizé un estudio en la provincia de Buenos Aires (que ocupa
aproximadamente el 57% de la region pampeana), con el fin de visualizar el impacto de
los agroquimicos utilizados normalmente en la regién. Para ello, se elaboré un indice de
agresividad potencial por cultivo que combinaba la clasificacidn de los plaguicidas segln
su toxicidad aguda (SENASA, 2012), y la cantidad aplicada. Los principales cultivos
extensivos de verano (maiz, girasol, soja), y de invierno (trigo, cebada, etc.) son los que
representaron mayor riesgo de toxicidad por uso de plaguicidas. Considerando el modelo
tecnoldgico predominante, los cultivos de verano resultaron mas peligrosos que los de
invierno, ya que utilizaron mayores cantidades y/o productos con mayor toxicidad que
los cultivos de invierno (Defensor del Pueblo de la Provincia de Buenos Aires y
Universidad Nacional de La Plata, 2015).

Debido a la vasta superficie cultivada de la region pampeana, el uso de plaguicidas genera
preocupacion por su persistencia y su impacto sobre la biodiversidad. Existen numerosos
estudios realizados en la region pampeana, donde se detecto la presencia de residuos de

plaguicidas en aguas superficiales y subterraneas al igual que en sedimentos, suelos, en
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agua de lluvia, e incluso en la biota (Alonso et al., 2018; Bonansea et al., 2013; Brodeur
et al., 2017; Castro Berman et al., 2018; Darder et al., 2016; De Geronimo et al., 2014;
Etchegoyen et al., 2017; Lupi et al., 2015; Pérez et al., 2021; Peruzzo et al., 2008; Primost
etal., 2017; Ronco et al., 2016).

1.6. Uso de aves en el proceso regulatorio de plaguicidas en Argentina
Los plaguicidas son quimicos toxicos disefiados especificamente para ser liberados en el
ambiente. Debido a los riesgos asociados al uso de plaguicidas, todos los paises cuentan
con leyes y regulaciones para controlar su produccién, comercializacion y uso. En
Argentina, el registro de plaguicidas esta regulado por el Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA), y para su aprobacion exige el testeo toxicoldgico
en aves (SENASA, 1999). Sin embargo, aunque los plaguicidas son muy utilizados en la
Argentina, no existen protocolos o guias nacionales para el testeo en aves. En su lugar, se
recomienda el uso de protocolos internacionales como los utilizados en Europa o Estados
Unidos. Estos estudios incluyen dos ensayos agudos de letalidad: una evaluacion de la
toxicidad aguda donde una sola dosis es administrada oralmente (OECD, 2016; USEPA,
2012a), y una evaluacion subaguda donde el plaguicida es administrado en distintas
concentraciones a través de la dieta durante 5 dias (USEPA, 2012b). La evaluacion de la
toxicidad aguda indica la sensibilidad de las especies de aves al plaguicida, mientras la
evaluacion subaguda provee una medida de la capacidad de las aves para hacer frente a
una dieta contaminada durante un periodo especifico. La falta de testeos en naves nativas
es una debilidad del proceso regulatorio, asi como la ausencia de testeos obligatorios en
aves paseriformes, que normalmente son mas sensibles que otros grupos de aves, y

representan aproximadamente el 60% de las especies de aves del mundo.

El uso de especies nativas para la evaluacion del riesgo de los plaguicidas es recomendada
debido a que provee mayor realismo ambiental (Furley et al., 2018). Idealmente, las
especies testeadas deben representar un amplio rango de sensibilidades, habitats y grupos
troficos, y deben ser econdmica, bioldgica y/o recreacionalmente importantes (USEPA,
1975). También es conveniente que las especies testeadas sean abundantes y ampliamente
distribuidas, dado que la probabilidad de que se encuentren expuestas a los plaguicidas
es mayor (USEPA, 1982). Otros factores a tener en cuenta en la seleccion de la especie
de estudio, es la facilidad de su mantenimiento en el laboratorio, y la cantidad de
informacidn disponible sobre esta especie. Sobre todo, la especie de estudio no debe
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encontrarse en estado amenazado o peligro de extincién (USEPA, 2012c). Aunque los
expertos generalmente recomiendan el uso de aves criadas en cautiverio, el uso de aves
silvestres se considera aceptable en el caso de las especies paseriformes, debido a la falta
de cria de ciertas especies, y a la escasa informacion disponible al respecto (Mineau et
al., 1996a; USEPA, 2014).

1.7. El tordo musico (Agelaiodes badius) como modelo experimental
El uso de ictéridos como modelo de ave paseriforme en estudios de laboratorio es
frecuente y existe informacion detallada sobre su mantenimiento (Avery et al., 1994,
1993; Fair et al., 2010; Wolfe and Kendall, 1998). En Argentina algunos de los ictéridos
mas comunes: el tordo renegrido (Molothrus bonaerensis,) tordo pico corto (Molothrus
rufoaxillaris) y el tordo masico (Agelaioides badius) han sido ampliamente estudiados
por su condicidn de parasito de cria: los tordos renegrido y pico corto; o de hospedador:
el tordo musico (De Marsico et al., 2010; Fiorini et al., 2009; Ursino et al., 2017, 2011).
Ademas existe informacion sobre su uso en estudios de laboratorio (Addy-Orduna et al.,
2011; Diaz et al., 2011), y recientemente se han propuesto como modelos experimentales

en evaluaciones ecotoxicoldgicas (Brodeur y Poliserpi, 2017).

Agelaiodes badius (Vieillot 1819), es una especie paseriforme que pertenece a la familia
Icteridae. Un tordo adulto tiene un largo aproximado de 18 cm y pesa entre 40 y 50 g.
Los tordos son monomorficos: machos y hembras tienen el mismo plumaje y no pueden
ser distinguidos (Lowther, 2010). Su coloracion es marron grisaceo con alas rufas, y las
zonas loral y alrededor de los ojos son oscuras o negras creando una “maéascara” (Figura

1.5A) (Narosky e Yzurieta, 2010).
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Figura 1.5. A) Tordo musico (Agelaioides badius), B) distribucion del tordo musico
(Adaptado de Birdlife International, 2021).

Los tordos masico son nativos de la zona centro-sur de Sudameérica y se encuentran en
la mitad norte de Argentina, asi como en Bolivia, Uruguay, Paraguay y en el centro-sur
de Brasil (Figura 1.5B) (BirdLife International, 2021). Se encuentran en ambientes
semiabiertos como arbustales y bosques abiertos, asi como en ambientes modificados por
la actividad humana siendo muy frecuentes en los campos de cultivo (Frutos et al., 2016;
Goijman et al., 2015). Debido a su amplia distribucién y abundancia, el tordo musico esta
clasificado como de “menor preocupacién” por la Unioén Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (UICN) (BirdLife International, 2021).

El tordo musico es una especie gregaria sedentaria que no presenta grandes movimientos
estacionales. Suele verse en parejas, o en grupos de hasta 30 individuos. (Lowther, 2010).
Durante la época no reproductiva ocurren los mayores desplazamientos, y es cuando los
tordos masicos forman bandadas y pueden alejarse de su territorio para alimentarse
(Fraga, 1991). Narosky e Yzurieta (2010), reportan que los tordos musicos también
forman bandadas mixtas con otros ictéridos, Zonotrichia capensis, Paroaria coronata, y
Sicalis flaveola, entre otros (Del Barco and Beltzer, 2005). Durante la época reproductiva,
el desplazamiento es bajo, y los adultos rara vez se alejan mas de 1000 metros del nido
(Jaramillo y Burke, 1999).

La época reproductiva del tordo musico comienza en diciembre y se puede extender hasta
marzo, cuando los volantones dejan el nido (De Marsico et al., 2010). Los tordos tienen
un sistema de cria social compuesto por varias parejas mondgamas, y ayudantes. Los
ayudantes suelen ser pichones nacidos el afio anterior, que colaboran con la alimentacion
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de los nuevos pichones, su acicalamiento, y con la deteccion y defensa contra predadores
0 parasitos de cria (Fraga, 1991). Los nidos del tordos mdsico son parasitados
principalmente por el tordo de pico corto (Molothrus rufoaxillaris), que es un parésito de
cria especialista, y por el tordo renegrido (Molothrus bonaerensis) (Brodeur y Poliserpi,
2017; De Marsico et al., 2010)

Los primeros registros sobre la alimentacion de los tordos musicos corresponden a
descripciones generales, donde se menciona que consume granos e insectos. A pesar de
ser una especie comun, existen pocos registros sobre la dieta del tordo musico. En un
estudio del contenido estomacal de 59 tordos se determing, de acuerdo al nimero,
volumen y frecuencia de los items alimentarios, que la principal categoria alimenticia
fueron las semillas, seguida de insectos, y en menor medida, otros organismos (Beltzer,
2005). En base al espectro de los items alimentarios, y a su importancia relativa, en el
mismo estudio se determind que la dieta basica del tordo musico es granivora-insectivora.
Ademas, se determind que en base a la composicién de la dieta, los tordos musico se

alimentan preferentemente en el suelo (Del Barco and Beltzer, 2005).

1.8. HIPOTESIS
El imidacloprid utilizado en el tratamiento de semillas de los cultivos extensivos de la
region pampeana representa un riesgo para las poblaciones las aves que se alimentan de
las semillas tratadas, mediante alteraciones en el comportamiento y en los procesos

fisiolégicos y bioquimicos.
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1.9. OBJETIVO GENERAL
El objetivo del presente trabajo consiste caracterizar los efectos toxicoldgicos del

insecticida imidacloprid en las aves para desarrollar indicadores de exposicién y efecto,

y evaluar el riesgo que representa para las aves silvestres el uso del imidacloprid como

curasemillas en los cultivos extensivos de granos.

Objetivos especificos

1-

2-

Desarrollar protocolos para uso del tordo musico (Agelaioidies badius)
como modelo experimental en evaluaciones ecotoxicoldgicas.

Generar datos de exposicion y efecto al imidaclopid con el el tordo musico
(Agelaioidies badius) y realizar una evaluacion de riesgo para estimar el
riesgo que posee el tratamiento de semillas con imidacloprid para las aves
paseriformes nativas de la Region Pampeana.

Caracterizar los efectos del imidacloprid en el tiempo luego de una ingesta
subaguda, mediante la evaluacion de la distribucion en distintos tejidos del
tordo musico (Agelaioides badius); y caracterizar los efectos bioldgicos
inducidos mediante la determinacion de parametros hematoldgicos,
genéticos, y bioquimicos a distintos tiempos desde la administracion del
imidacloprid

Caracterizar el efecto subcronico del imidacloprid ingerido a través de las
semillas en el tordo musico, mediante la evaluacion del consumo diario,
comportamiento, y parametros hematoldgicos, genéticos, y bioquimicos.
Caracterizar el efecto de una exposicion crénica a las semillas tratadas con
imidacloprid mediante la evaluacion del consumo diario, pruebas
comportamentales, y parametros hematoldgicos, genéticos, y bioguimicos
del tordo musico.

Identificar potenciales biomarcadores para el reconocimiento de la

exposicion subletal de las aves al imidacloprid en condiciones de campo.
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2. CAPITULO 1. Toxicidad aguda del insecticida imidacloprid para
las aves de los agroecosistemas: evaluacién de riesgo utilizando
datos del tordo musico (Agelaioides badius)!

2.1. INTRODUCCION
Los neonicotinoides son la clase de insecticidas mas utilizada en el mundo

debido a su alta especificidad para los insectos, persistencia y variabilidad de usos
(Jeschke y Nauen, 2008). Los neonicotinoides se aplican en los principales cultivos
extensivos como soja, trigo, arroz, maiz, sorgo, algoddn; asi como en otros cultivos como
hortalizas, frutales y forestales. El principal uso de los neonicotinoides es como
curasemilla, aunque también son utilizados en aplicaciones foliares, en inyecciones en el
suelo o troncos, y hasta como antiparasitarios (Jeschke et al., 2011; Wood y Goulson,
2017). El uso como curasemilla permite que los neonicotinoides solubles en agua, pasen
de la semilla a los tejidos de la planta durante la germinacion, brindandole proteccion en
contra de los insectos chupadores (Elbert et al., 2008; Simon-Delso et al., 2015). Debido
su amplio uso y persistencia, el uso a gran escala de los neonicotinoides ha resultado en
la contaminacién del ambiente. Los neonicotinoides llegan al suelo a través de las
aplicaciones directas, 0 mediante la siembra de semillas tratadas donde solo el 5% de la
sustancia activa pasa a la planta (Sur and Stork, 2003). Una vez en el suelo, la vida media
de algunos neonicotinoides puede exceder los 1000 dias, y la concentracion se acumula
si existen repetidas aplicaciones (Bonmatin et al., 2015, 2005; Schaafsma et al., 2015;
Limay-Rios et al., 2016;). Los eventos de lluvia lavan los neonicotinoides del suelo, que
escurren y alcanzan los cuerpos de agua cercanos a los campos de cultivo, llegando a
lagos, rios y al agua subterranea ( Hladik et al., 2014; Anderson et al., 2015; Morrissey
et al., 2015; Humann-Guilleminot et al., 2019). Incluso la vegetacion silvestre presente

en los campos de cultivo es capaz de acumular neonicotinoides a través de las raices y

! Capitulo publicado.

Poliserpi, M. B., Cristos, D. S., & Brodeur, J. C. (2020). Imidacloprid seed coating poses
a risk of acute toxicity to small farmland birds: A weight-of-evidence analysis using
data from the grayish baywing Agelaioides badius. Science of The Total
Environment, 142957. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.142957
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traslocarlos al polen y néctar de las flores (Greatti et al., 2006; Krupke et al., 2012; Botias
etal., 2015).

Los neonicotinoides actdan uniéndose a los receptores nicotinicos post-
sinapticos del sistema nervioso central, lo que causa la paralisis y la muerte de los insectos
blanco. Los neonicotinoides son altamente selectivos, y pueden ser hasta 450 veces mas
toxicos para los insectos que para los mamiferos (Jeschke and Nauen, 2008b; Tomizawa
and Casida, 2005). La diferencia de toxicidad entre insectos y mamiferos se debe a los
tipos de subunidades que componen los receptores post-sinapticos de cada grupo y a su
ubicacion en el sistema nervioso (Tomizawa et al., 1999; Tomizawa and Casida, 2005).
El imidacloprid (IMI) es el neonicotinoide mé&s usado y con mayor tiempo en el mercado
(Bass et al., 2015; Gibbons et al., 2015). A pesar de su selectividad por los insectos, la
toxicidad del IMI estéa clasificada como moderada a alta para las aves, moderada para los
mamiferos (ratas y ratones), y practicamente no tdxica para peces (con excepcion de la

trucha arcoiris) y anfibios (Gibbons et al., 2015).

Las aves se encuentran expuestas a los neonicotinoides directamente a través del
consumo de semillas tratadas que quedan disponibles en los lotes de cultivo, ya sea porque
las semillas no quedan bien enterradas, o debido a derrames que ocurren al momento de
la siembra (de Snoo and Luttik, 2004; Balfour et al., 2016; Lopez-Antia et al., 2016;
Millot et al., 2017; Roy et al., 2019). De hecho, se han reportado casos de mortandad de
aves silvestres por intoxicacion con neonicotinoides luego del consumo de semillas
tratadas (Berny et al., 1999; Millot et al., 2017; Botha et al., 2018).

La toxicidad aguda los plaguicidas se mide y compara a través de estudios en los
cuales las aves son forzadas a ingerir diversas concentraciones del plaguicida. En estos
estudios, la concentracion que causa la mortalidad de la mitad de la poblacién
experimental es registrada como la dosis letal media (DLso), y expresada como una
proporcion del peso corporal (pc) (Mineau y Palmer, 2013). Para calcular la DLso, existen
protocolos estandarizados como los de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (USEPA) y el Organismo para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OECD) (USEPA, 2012a; OECD, 2016). La Tabla 2.1 presenta los valores previamente
estimados de la DLso del IMI en distintas especies de aves. Las concentraciones
necesarias para alcanzar la letalidad varian segun la especie testeada con valores entre

13,9 y 238 mg IMI/kg pc para la perdiz gris y el anade real, respectivamente. Los datos
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de toxicidad aguda son esenciales para la realizacion de evaluaciones de riesgo ambiental
sobre las cuales se basa el proceso regulatorio de registro de los plaguicidas. Por ejemplo,
la USEPA requiere los datos de la LD50 de una especie de ave paseriforme, y de una
especie de ave acudtica o de un ave de caza, mientras que la OECD solo requiere datos
provenientes de una sola especie (USEPA, 2012b; OECD, 2016). Sin embargo, para
lograr un analisis preciso sobre el riesgo que puede implicar el IMI para las aves, es
necesario poder contar con un amplio nimero de datos, ya que si pocas especies son

testeadas, se corre el riesgo de subestimar el peligro (Mineau y Palmer, 2013).

En Ameérica Latina, la falta de testeo en especies nativas es una debilidad general
del proceso regulatorio (Furley et al., 2018). Lo mismo sucede con la ausencia de testeos
obligatorios en aves paseriformes que son mas sensibles que otros grupos de aves, y
representan aproximadamente el 60% de las especies de aves (Mineau et al., 1996; Nagy,
2005; Brodeur and Poliserpi, 2017). En Argentina, el uso de IMI esta aprobado para la
mayoria de los cultivos extensivos de la Regién Pampeana, y es ampliamente utilizado
como curasemillas (SENASA, 2020). Sin embargo, hasta el momento existe un solo
trabajo que estudié la toxicidad de una especie de ave nativa no paseriforme, la paloma
torcaza (Zenaida auriculata), y demostrd que el consumo de solo unos pocos granos de
sorgo tratados con IMI son suficientes para causar la mortalidad (Addy-Orduna et al.,
2019). En este contexto, y debido a que no existen datos de toxicidad disponibles para
ninguna especie de ave paseriforme de América Latina, el objetivo del presente estudio
fue estimar el riesgo que posee el tratamiento de semillas con IMI para las aves
paseriformes nativas de la Region Pampeana de Argentina. Como Argentina no posee un
esquema especifico de evaluacién de riesgo, se empled el esquema escalonado de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (EFSA, 2009) utilizando datos de
exposicion y efecto del IMI generados con el tordo musico (Agelaioidies badius), una

especie de ave paseriforme de América del Sur.
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aves. i.a.: ingrediente activo.

Tabla 2.1. Toxicidad aguda (DLso) del imidacloprid en distintas especies de

Nombre Nombre Familia IMI DLso 95% CV Referencia
coman cientifico testeado (mg/kg)
IMI de grado técnico
Canario Serinus Fringilidae Grado 25-50 Grau, 1994
canarius 94,8% i.a. MRID 43310403
en Durkin, 2015a
Gallina Gallus Phasianidae Grado 50 Siddiqui, 2004
gallus
Codorniz Coturnix Phasianidae Grado 31 22 -50 Grau, 1988
japonesa coturnix 95,3% i.a. MRID 43310401
en SERA, 2015
Codorniz Coturnix Phasianidae Grado 17,02 Rawi et al., 2019
japonesa coturnix 98% i.a.
Codorniz Coturnix Phasianidae Grado 15,98 Rawi et al., 2019
japonesa coturnix 98% i.a.,
) +PEG-600
Anade real Anas Anatidae Grado 283 Hancock, 1996
platyrynchos 96,6% i.a. en FAO, 2018
Codorniz Colinus Odontophoridae Grado 152 103 - 227 Toll, 1990
cotui virginianus 97,4% i.a. MRID 42055308
en Durkin, 2015a
Paloma Columba Columbidae Grado 25-50 Grau 1994
livia 98,4% i.a. MRID 43310404
en Durkin, 2015a
IMI en productos
formulados
Gallina Gallus Phasianidae Formulado 104,1 Kammon et al.,
gallus 17,8% 2010
Torcaza Zenaida Columbidae Formulado 59 39-82  Addy-Orduna et
auriculata Imida Nova al.,, 2019
60%
Tordo Agelaioides Icteridae Formulado 57,11 40,94 — Este estudio
musico badius Confidor 86,38
35%
Gorrion Passer Passeridae Formulado 41 24 - 260 Stafford 1991
domesticus granular MRID 42055309
2,5% i.a. en Durkin, 2015a
Codorniz Coturnix Phasianidae Formulado 28,7 lvanova et al.,
japonesa coturnix Confidor 2013
Desconocido
Perdiz gris  Perdix Phasianidae 13,9 Grolleau 1991 en
perdix Gibbons et al.,
2015
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2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Especie estudiada

El tordo musico (Agelaiodes badius) es una especie paseriforme que pertenece a
la familia Icteridae. Al ser una especie monomarfica, machos y hembras no se distinguen
entre si, aungue los machos tienden a ser ligeramente mas grandes. Un adulto de tordo
masico tiene un largo aproximado de 18 cm y un peso entre 40 y 50 g. Su coloracion es
marrén grisaceo con alas rufas, y la zona loral y alrededor de los 0jos es oscura 0 negra
creando una “mascara”. La punta de las plumas primarias, la zona interna de las
secundarias, la cola, y las patas y garras son negras (Narosky and Yzurieta, 2010). La
dieta del tordo musico se compone principalmente de semillas y frutos (80%), aunque
también consumen insectos en menor medida (Beltzer, 1988; Del Barco and Beltzer,
2005). Los tordos musico son nativos de la zona centro-sur de Sudameérica y se encuentran
en la mitad norte de Argentina, Bolivia, Uruguay, Paraguay y centro-sur de Brasil. Es una
especie sedentaria que no presenta movimientos estacionales, aunque en invierno los
movimientos locales resultan en un aumento del nimero de individuos por bandada.
Durante la época reproductiva (noviembre a marzo) los estudios de anillamiento indican
que los adultos rara vez se alejan mas de 1000 m del nido (Jaramillo and Burke, 1999).
Los tordos musico se encuentran en ambientes semiabiertos incluyendo arbustales y
bosques abiertos, asi como en ambientes modificados por la actividad humana siendo
muy frecuentes en los campos de cultivo (Frutos et al., 2016; Goijman et al., 2015;
Lowther, 2010). Debido a su amplia distribucion y abundancia, los tordos musico estan
clasificados como de “menor preocupacion” por la Unidén Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (UICN) (BirdLife International, 2020).

2.2.2. Capturay aclimatacion de las aves.
Adultos de tordo musico (Agelaioides badius) fueron capturados dentro de las
650 hectareas pertenecientes al Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria en la
localidad de Hurlingham, provincia de Buenos Aires, Argentina. La colecta de las aves
se realizé en el periodo de otofio- invierno del hemisferio Sur (entre abril y junio) para
evitar la época reproductiva. El método de captura consistié en la colocacién de trampas
con cebo de tipo “walk in” donde las aves ingresan caminando a la trampa en busca de

alimento y quedan atrapadas (Ralph et al., 1993).
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Se utilizé una trampa de forma circular recubierta de malla de alambre con un
didmetro de un metro y una altura de 15 cm. Las aves ingresan a la trampa por cuatro
tineles de 15 cm de altura exterior y de 10 cm de altura interior. Las dimensiones de los
tuneles permiten que los tordos ingresen erguidos, pero que deban bajar la cabeza para
salir, lo cual dificulta la salida de la trampa (Figura 2.1). Tres dias antes de colocar las
trampas, los sitios de captura fueron cebados diariamente para asegurar un alto numero
de visitas de los tordos masico al sitio de captura. Como cebo se utilizaron pedazos de
pan ya que, a diferencia de las semillas, es méas conspicuo y las aves lo detectan mas
rapido. Las trampas se colocaron diariamente hasta obtener la cantidad de tordos deseada.
Mientras la trampa estuvo activa, se la monitored cada 15-20 minutos de manera de poder
retirar rapidamente a los individuos atrapados y asi disminuir el estrés asociado al

confinamiento (Brodeur y Poliserpi, 2017).

Una vez capturadas, las aves fueron inmediatamente transportadas al laboratorio
para su aclimatacion. Dado que los tordos musicos son aves sociales, se los colocé de a
dos o tres individuos en jaulas de 60x40x40 cm. Las aves estuvieron aclimatadas al
cautiverio bajo condiciones ambientales estables y durante un periodo no menor a 30 dias
antes de empezar los experimentos (USEPA, 2012a; OECD, 2016). Durante la
aclimatacion, los tordos fueron mantenidos a una temperatura de 23 £ 2 °C y con un
fotoperiodo de 10:14 horas luz: oscuridad, correspondiente al periodo invernal. Las aves
en aclimatacion fueron alimentadas ad libitum con agua potable y una mezcla comercial
de semillas vitaminadas para canarios (Ibis, Nor S.A., Argentina). Todas las capturas de
aves fueron realizadas con el permiso de la Direccién de Flora y Fauna de la provincia de
Buenos Aires (permiso #22500-38407/17).
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Figura 2.1. Trampa tipo walk in utilizada para capturar individuos de tordo

masico (Agelaioides badius).

2.2.3. Sustancias utilizadas

Para la determinacion de la DLso se utiliz6 el formulado comercial Confidor 35
sc® y para el tratamiento de semillas se utilizd Confidor OD®, ambos de la empresa
Bayer®. Se utilizaron distintos formulados comerciales por la falta de disponibilidad en
el mercado. Ambos productos Confidor® son suspensiones concentradas que contienen
IMI (N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramida, CAS. Nro.
13826-41-3), al 35% Confidor 35 sc® y al 20% el Confidor OD® 20%; en una mezcla

patentada de surfactantes, emulsionantes y otros aditivos de composicion reservada.

2.2.4. Determinacion de la dosis letal media de un formulado de IMI (DLso)
Dos dias antes de la administracion del imidacloprid, los tordos fueron
identificados individualmente y ubicados cada uno en un sector de 30x40x40 cm de su
jaula que fue creado posicionando un carton opaco en el plano medio de la jaula. Se retird
el alimento y el agua cinco horas antes del inicio del experimento. Antes de dosificar a
las aves se prepard una solucion madre de IMI al 25% diluyendo Confidor® en el
volumen adecuado de agua. Seis alicuotas de esta solucion madre fueron disueltas en
metanol al 50% y almacenadas a -20°C hasta la verificacion analitica de la concentracion
de IMI durante las semanas siguientes.

Cada tordo fue colocado en una bolsa de algodon y pesado con una exactitud de
+ 1g por medio de una balanza de resorte marca Pesola®. El volumen de solucion madre
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necesario para alcanzar la dosis de IMI requerida fue calculado en base al peso exacto de
cada ave, y diluido en agua hasta un volumen final de 500 puL de manera que todos los
individuos recibieran el mismo volumen de liquido. A las soluciones preparadas se les
agrego colorante alimentario color rojo, con el fin de controlar casos de regurgitacion que

serian conspicuos en el papel blanco colocado en la base de las jaulas.

Las soluciones de IMI (o de agua en el caso de las aves control) fueron
administradas mediante una sonda gastrica de 2 mm embebida en vaselina liquida y unida
aunajeringade 1 mL. La administracion de IMI nunca llevé més de 10 minutos. Una vez
tratadas, las aves fueron devueltas rapidamente a su jaula de manera de minimizar el
estrés generado por la manipulacion (Brodeur y Poliserpi, 2017). Los tordos fueron
nuevamente provistos con agua y comida ad libitum tres horas después de la
administracion de IMI. Se examind a las aves con una frecuencia de 30 minutos durante
3 horas después de la dosificacion y luego dos veces al dia durante 3 dias. En cada
oportunidad se registraron la mortalidad y distintos aspectos generales del
comportamiento como el aspecto general del plumaje, la postura, temblores, y el
equilibrio al caminar o percharse, entre otros. Al finalizar el experimento las aves fueron
eutanasiadas en una camara de didxido de carbono y decapitadas, de acuerdo con las guias
institucionales (CICUAE) e internacionales de bienestar animal (Fair et al., 2010). Todos
los procedimientos y protocolos que involucraron animales vivos fueron aprobados por
el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de experimentacion (CICUAE-
INTA permiso #03/2015).

La DLso del IMI para el tordo musico fue calculada segun las indicaciones del
protocolo estandarizado numero 223: “Toxicidad aguda en aves” de la OECD (OECD,
2016). La Figura 2 presenta de manera gréfica las distintas etapas del protocolo. El
protocolo 223 de la OECD estd disefiado para reducir el nimero de individuos
experimentales mediante un disefio secuencial, y esta validado mediante simulaciones en
las que se demostr6 que produce resultados equivalentes a aquellos obtenidos mediante
un disefio convencional (OECD, 2010; Edwards et al., 2017). La determinacion de
reversiones y muertes parciales es esencial para identificar cuales son las etapas correctas
para continuar con el protocolo o para finalizarlo (Figura 2.2). La reversion se refiere a
instancias en donde el porcentaje de mortalidad a una determinada dosis es mayor que el

porcentaje de mortalidad observado a una dosis mayor; mientras que una muerte parcial
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ocurre cuando se dosifica a mas de un individuo con la misma dosis y se observa una

mortalidad entre el 0 y el 100%.

DL50 inicial Etapa 1
(bibliografia) 4 dosis: 1 ave/dosis

A 4

DL501

DL501+2
(2 o mas reversiones)
.. Etapal
10 dosis- 1 ave/dosis

|mmmmmmm . DL501+2

Etapa 3a (001 reversion)

1 2dosis: 5 aves/dosis

1 DL501+2+3a . Etapa3b
i 20 mas reversiones, 5 dosis: 2 aves/dosis
! 02 omas muertes
| parciales DL50 1+2+3b
v (001 reversiony/o
’ 0 o 1 muerte parcial)
X
Etapa 4

DL50 1+2+3+4 4____{—————'—’—" 5 dosis: 2 aves/dosis

FINAL DL50 1+1+3+4

Figura 2.2. Disefio experimental para el calculo de la DLso y la pendiente de la
curva dosis- respuesta. Las etapas del protocolo se definen segin los resultados de las
reversiones 0 muertes parciales observadas. Las lineas solidas indican las etapas que se
llevaron a cabo para obtener la DLso del IMI en el tordo musico. Adaptado del Protocolo
223 de la OECD (2016).

En la Etapa 1, cuatro tordos fueron tratados con cuatro dosis distintas (i.e., 8.48,
31.3, 115, 424 mg IMI/ kg pc) calculadas en una escala logaritmica alrededor de una dosis
de referencia de 60 mg IMI/kg pc, obtenida por Addy-Orduna et al. (2019) para Zenaida
auriculata. Las mortalidades observadas en la Etapa 1 proporcionaron una DLsg
provisoria a partir de la cual se calcularon para la Etapa 2, diez nuevas concentraciones
(20,6: 26,1; 33,1; 42; 53,3; 67,6; 85,7; 109; 138; 175 mg IMl/kg pc), cada una

administrada a un solo individuo. En las Etapas 3 y 4 (etapa 3b), se trataron dos aves por
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concentracion de IMI, por un total de cinco concentraciones (Etapa 3b: 29,7; 37,7; 47,8;
60,7; 77,1 mg IMI/Kg pc; Etapa 4: 35; 44,4; 56,4; 71,5; 90,8 mg IMI/kg pc). En la Tabla
2 se presentan el nimero de individuos tratados, la mortalidad, las DLsg Yy las pendientes
de las curvas provisorias de cada etapa experimental. Todas las aves fueron observadas
durante 14 dias a partir de la dosificacion, sin embargo, debido a que el protocolo 223 de
la OECD lo permite, a partir del tercer dia de dosificacion se continud con las etapas
experimentales ya que las aves tratadas no exhibieron efectos de intoxicacién (OECD,
2016).

2.2.5. Consumo diario (CD) de semillas sin tratar

Para estimar el peso de semillas que los tordos consumen normalmente por dia,
37 individuos fueron colocados en jaulas individuales de 30x40x40 cm y alimentados ad
libitum con agua y semillas de mijo pelado (Forrajera Lunic, Argentina) durante 15 dias
para asegurar su aclimatacion a las condiciones experimentales (temperatura 23 + 2 °C;
fotoperiodo 10:14 horas luz: oscuridad). Luego de este periodo de aclimatacion, cada
tordo fue colocado en una bolsa de algodon y pesado con una exactitud de + 1g por medio
de una balanza de resorte marca Pesola®. EI CD de semillas fue estimado durante nueve
dias. Para lograr esto, todas las mafianas entre las 10 y 12 am se colocaron 10 g de semillas
y al dia siguiente a la misma hora, se recolectaron las semillas que quedaban en el
comedero y bandeja. Las semillas colectadas fueron secadas en una estufa a 37° C antes
de ser pesadas. El CD de cada ave se estimo calculando la diferencia entre el peso de las
semillas ofrecidas y las que quedaron sin consumir. Se calculé el nimero de semillas
equivalentes al CD para los distintos cultivos de la Region Pampeana de Argentina. Se
dividid el CD por el peso promedio de cada tipo de semilla. El peso promedio de la semilla
fue obtenido para cada cultivo a partir de reportes técnicos (Barbera, P. and Benitez, 2016;
Cencig et al., 2017; Enrico et al., 2019; Ferreyra and Murgio, 2019; Flores et al., 2019;
Mendez et al., 2014; Moreyra et al., 2014).

2.2.6. Numero de semillas equivalentes a la DLso y &rea equivalente
Para realizar la evaluacion de riesgo, se calculé el numero de semillas que
deberian ser ingeridas para alcanzar la DLso de los principales cultivos extensivos de la

Region Pampeana: avena, trigo, soja, girasol, maiz, sorgo y alfalfa. La concentracién de
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IMI usada en los célculos para cada tipo de semillas corresponde al valor maximo de
recomendado segun las normas de uso vigentes en la Argentina (SENASA, 2020).
Primero se calculd la cantidad de IMI presente es una sola semilla, en base al tratamiento
de semillas especifico para cada cultivo y al peso promedio de una semilla, obtenido de

los reportes técnicos mencionados en la seccion anterior.

En paralelo, la cantidad de IMI que un tordo debe ingerir para alcanzar la DLsg
(estimada en la Seccion 2.2.4) se calcul6 para un ave promedio, usando el peso promedio
de los 37 tordos utilizados en la Seccion 2.2.5. Luego, se calcul6 el numero de semillas
tratadas con IMI que un tordo de peso promedio deberia ingerir para alcanzar una dosis
equivalente a la DLso. La cantidad de IMI que un tordo debe ingerir para alcanzar la DLso,
estimada previamente, se dividié por la cantidad de IMI presente en una sola semilla.
Finalmente, el porcentaje del CD necesario para alcanzar la DLs se calcul6 dividiendo el
namero de semillas correspondiente a la DLso por el niUmero de semillas que corresponde
al CD.

El nimero de semillas necesarias para alcanzar la DLso se compar6 con el nimero
de semillas presentes luego de la siembra, calculando el area tedrica que contendria el
namero de semillas requeridas para alcanzar la DLso. Para realizar los calculos, se utilizo
informacidén, previamente reportada en la literatura, sobre la densidad de semillas
presentes luego de la siembra (De Snoo, 2004; Lopez-Antia et al., 2016; Roy et al., 2019;
Lennon et al., 2020). Cuando la disponibilidad de datos lo permitid, las estimaciones
sobre la densidad de semillas se realizaron para el centro y el borde de los lotes de cultivo.
Finalmente, el nimero de semillas que un tordo masico necesita ingerir para alcanzar la
DLso se comparé con el numero promedio de semillas ingerido en un evento de
alimentacion o “picoteo”. Los eventos de alimentacion (o picoteos) representan la
cantidad méaxima de semillas que un ave ingiere durante una sola visita a los comederos,

0 en este caso a los derrames de semillas (Prosser, 2001).

2.2.7. Mortalidad de tordos alimentados con semillas tratadas

Para conocer el efecto agudo que puede tener el consumo de semillas tratadas con
IMI sobre el tordo musico, tres individuos fueron alimentados con semillas tratadas con
una concentracion de 3 g IMI/kg de semillas (sem.), la cual es representativa de las dosis

utilizadas en cultivos de alfalfa, girasol, maiz y sorgo (SENASA, 2020). De acuerdo con
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las instrucciones del formulado comercial se prepar6é una solucién conteniendo 7,5 mL
de Confidor OD® en 17,5 mL de agua destilada. Los 25 mL de la solucién final fueron
asperjados sobre 5009 de semillas de mijo pelado y luego se dejo secar las semillas
tratadas a temperatura ambiente. Una vez secas, las semillas tratadas fueron fraccionadas
en alicuotas de 15 g que fueron almacenados a -20°C hasta su uso en los dias siguientes.
Dos alicuotas de 10 g fueron, ademas, separadas y almacenadas a -20°C para ser usadas

en la confirmacion analitica de la concentracion de IMI presente en las semillas.

Como se describié anteriormente, las aves fueron mantenidas en jaulas
individuales de 30x40x40 cm y alimentadas ad libitum con semillas de mijo pelado y
agua (Forrajera Lunic, Argentina) durante 15 dias antes de iniciar los experimentos de
manera a asegurar su aclimatacion a las condiciones experimentales (temperatura 23 + 2
°C; fotoperiodo 10:14 horas luz: oscuridad). Luego de este periodo de aclimatacion, cada
ave fue colocada en una bolsa de algodon y pesado con una exactitud de + 1 g por medio
de una balanza de resorte marca Pesola®.

El CD de las semillas tratadas fue estimado durante 7 dias, siguiendo la
metodologia descripta en la Seccion 2.5. Todas las mafianas entre las 10 y 12 am se
colocaron 15 g de semillas (descongeladas el dia anterior y conservadas a 4°C), y al dia
siguiente a la misma hora se recolectaron las semillas que guedaban en el comedero y
bandeja. Diariamente la supervivencia y el consumo de cada ave se estimo calculando la
diferencia entre el peso de las semillas ofrecidas y las que quedaron sin consumir. El uso
de mijo pelado permitié asegurar que las dosis ingeridas calculadas fueran realmente

consumidas, y que parte de la dosis no se perdiera en la cascara de las semillas.

2.2.8. Evaluacion de riesgo

Se utilizé el esquema de la EFSA para evaluar el riesgo de toxicidad aguda que
poseen las semillas tratadas con IMI para el tordo musico cuando se utilizan para el
tratamiento concentraciones regionalmente aprobadas (EFSA, 2009). En este esquema, el
Nivel 1 de la evaluacién de riesgo consiste en el céalculo de la Tasa entre la toxicidad
aguda y la exposicion (TER, por su nombre en inglés Toxicity Exposure Ratio). Para el

calculo del TER se utilizo la siguiente ecuacion:

TER = DLso/(CAS*(CD/pc))
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Donde:

DLso es la dosis letal media calculada en la Seccion 2.4.

CAS es la concentracion de IMI utilizada en el tratamiento de semillas (mg/kg
sem.).

CD es el consumo diario de semillas estimado en la Seccion 2.5.

pc es el peso corporal promedio de un tordo musico (calculado a partir del peso
promedio de los 37 tordos utilizados en la Seccion 2.5).

De acuerdo con el esquema de EFSA (2009), los siguientes valores limites deben

ser aplicados:

SiTER>10 Se asume que no hay riesgo y no se requieren otras evaluaciones de

riesgo.

SITER<10 Se debe pasar al siguiente nivel y realizar una evaluacion de riesgo

refinada siguiendo la metodologia basada en la evidencia.

2.2.9. Verificacion analitica de las concentraciones nominales

La solucion de Confidor 35 sc® al 25% usada para la estimacion de la DLsg fue
diluida 1:2 en metanol antes de verificar analiticamente su contenido de IMI. Para esta
determinacion, se construyd una curva de calibracion realizando diluciones seriadas en
metanol de una solucion estandar de IMI (CL40.0918, Chem-Lab, Bélgica).

Por su parte, la concentracion en IMI de las semillas tratadas con Confidor OD®
fue verificada analiticamente, extrayendo su contenido de IMI en una mezcla de sales con
acetonitrilo. Durante un minuto, 10 g de semillas fueron colocadas en el vortex junto a 5
mL de agua destilada que contenia 20% de cloruro de sodio y 40% de acetato de sodio y
sulfato de magnesio. Luego de la agitacion, la mezcla se extrajo con 20 mL de acetonitrilo
gue contenia acido acético 5mM. La solucion extraida se agité y se coloco durante 30
minutos en el sonicador. Una vez terminada la sonicacion, la mezcla se colocé por 30
minutos mas en el rotor giratorio y después se centrifugd por 10 minutos a 10 000g.
Finalmente, 20 mL del sobrenadante fue evaporado hasta sequedad a 45°C y resuspendido
en 1,5 mL de ACN para su analisis. Las muestras para el control de calidad se realizaron

fortificando semillas sin tratar con distintas concentraciones de una solucion estandar de
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IMI (CL40.0918, Chem-Lab, Bélgica), y sometidas al proceso de extraccion descripto

anteriormente.

El analisis quimico de las muestras se realizo en el Laboratorio de
Contaminantes Quimicos, del Instituto de Tecnologia en Alimentos del INTA. La
concentracion de imidacloprid fue evaluada mediante Cromatografia Liquida de Ultra-
Resolucidn/Espectrometria de Masas con un detector cuadrupolo (Ultra Performance
Liquid Chromatography (UPLC-MS)). Se utilizé una columna XBridge BEH C18 2.5
pum 2.1x150 mm vy la fase movil se compuso de una solucion 0,1% de acido acético en
agua (A) y metanol (B). EI gradiente de elucion fue de la siguiente manera (%A: %B):
(95:5) 0-2 minutos, (95:5)- (80:20) 2-5 minutos, (80:20)- (20:80) 5-10 minutos, (20:80)-
(0:100) 10-11 minutos, (0:100) 11-13 minutos, (0:100)-( 95:5) 13-14 minutos, y (95:5)
14-20 minutos para reacondicionar la columna a la siguiente muestra. Las
configuraciones de adquisicion del MS fueron: ESI positivo, ion 256,7 m/z. El limite de
deteccion (LD) fue definido como la concentracién mas baja que podia ser diferenciada
del nivel basal de ruido. Se calculé el LD como la relacion 3:1 entre la sefial mas baja de
IMI y la sefial de ruido. Por su parte, el limite de cuantificacion (LQ) se definié como la
minima concentracion que fue posible de cuantificar dentro de la curva de calibracion. Se
calculd el QL como la relacion 10:1 entre la sefial mas baja de IMI y la sefial de ruido
(Bonmatin et al., 2003). Todo el método, incluidos la preparacion de las muestras y el
analisis por UPLC- cuadrupolo, fue validado en términos de linealidad, efecto matriz,

precision, recuperacion, y LD y LQ.

2.2.10. Andlisis estadistico
Se comparo el peso corporal de las aves tratadas versus control antes del calculo
de la DLsg, mediante una ANOVA de una via, luego de comprobar la normalidad y
homogeneidad de varianzas de los datos. El valor de significancia fue p < 0,05. El analisis
de la varianza y el célculo de los promedios fueron realizados con el software estadistico
SigmaStat (SPSS, Chicago, IL, USA).

Para calcular las dosis de cada etapa experimental, la pendiente de la curva dosis
-respuesta, asi como la DLso y sus intervalos de confianza, se utiliz6 el programa
“SEquential DEsign Calculator” (SEDEC) software Version 1.3 (octubre 2009). El
programa SEDEC se cred en asociacion con el Protocolo 223 (OECD, 2016) y es un
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software de acceso libre disponible en la pagina de la OECD (https://www.
oecd.org/env/ehs/testing/softwaretobeusedwithtg223.htm). El programa SEDEC ajusta
los datos de mortalidad a un modelo probit estdndar, basado en una funcion de
distribucion normal acumulada (Finney, 1964). La guia de usuario del programa SEDEC
(OECD, 2010; Springer TA, 2009) describe como se utilizan los algoritmos para estimar
los parametros del modelo probit y la DLsg, mediante métodos de maxima verosimilitud
(MLE). La estimacion de los intervalos de confianza de la DLso, se estimaron usando el

teorema de Fieller (Finney, 1964).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Toxicidad aguda y determinacién de la DLso

La concentracion de la solucion de imidacloprid utilizada para estimar la DLso
fue de 21,25 + 0,685 mg/ mL (n=6). LD y LQ del sistema analitico fueron
respectivamente 0,5 y 1 ug/L, y la curva estandar presentd una fuerte linealidad (r? =
0,9979). Como los valores analiticos de IMI representaron el 84,98% del valor nominal
de 25 mg/mL. Para el calculo de las dosis experimentales y la DLso, se utilizo el valor
nominal de IMI de la solucion madre ya que el valor real de IMI se encontr6 dentro del
80% del valor nominal (USEPA, 2012b).

El peso de los tordos (promedio + D.E.) utilizados en este experimento fue de
40,2 + 2,683 g. No se observaron diferencias iniciales en peso de las aves entre las etapas
experimentales (F= 2.072; df= 38; p = 0.106, datos no ilustrados). Solo se observaron
indicios de una leve regurgitacion en dos individuos durante la etapa 2, a los que se les
habia tratado con 53,3 0 67,6 mg IMI/kg pc. Como la deteccion del regurgitado ocurrié
dentro de la primera media hora desde la administracion del imidacloprid, estas aves

fueron retiradas del experimento y reemplazadas por otros dos individuos.

Los primeros signos de intoxicacion se detectaron antes de los 30 minutos desde
la dosificacién con IMI, siendo los efectos tipicos observados: pérdida del equilibrio,
incapacidad para percharse, disminucion de la actividad, plumas erizadas, 0jos
entrecerrados y temblores. La intensidad de los signos varié en segun la dosis ingerida
por los tordos. La dosis mas baja a la que se detectaron efectos leves, como disminucion

de la actividad y plumas erizadas, fue a 20,6 mg IMI/kg pc (el disefio experimental solo
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incluyo una dosis mas baja de 8,48 mg/kg pc). A partir de los 29,7 mg IMI/kg pc la
disminucion de la actividad de los tordos fue mayor, se observaron quietos en la percha
0 en el piso con las plumas erizadas, los ojos entrecerrados y el cuello contraido, en
muchos casos con el abdomen tocando el piso. Los tordos que recibieron dosis mayores
a 35 mg IMI/kg pc, presentaron signos severos de intoxicacion como temblores fuertes,
caidas con imposibilidad de levantarse, ojos entrecerrados o cerrados, pico abierto, falta
de movimiento y de reaccion de escape; y postura no erguida con las alas y patas abiertas.
La concentracion mas baja a la que hubo mortalidad fue a 37,7 mg IMI/kg pc. Todas las
muertes ocurrieron dentro de las 24 horas desde la administracion de IMI. Las aves que
sobrevivieron al tratamiento se recuperaron rapidamente una vez que fueron provistas de
agua y alimento, y a las 48 horas, ya no mostraban ningun signo de intoxicacion, ni

diferencias detectables en la conducta respecto al grupo control.
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Figura 2.3. Curva dosis- respuesta del imidacloprid para el tordo musico
(Agelaiodes badius) estimada a partir del programa de computacion SEDEC.

Aunque el experimento podria haber concluido en la Etapa 3b, de acuerdo al
protocolo 223 (OECD, 2016), se llevo a cabo una cuarta etapa para reducir la variabilidad
de la DLso obtenida. En total, se testearon concentraciones entre 8,48 y 424 mg IMI/kg
pc (Figura 3). Los valores calculados de DLsg en cada etapa fueron muy similares entre
si: 59,99; 47,85 y 56,36; mg IMI/kg pc para las etapas 1, 2, y 3b (Tabla 2.2). La
combinacion de todos los resultados contribuy6 a disminuir la variabilidad y acortar los

intervalos de confianza (95% IC) para obtener una DLsg final de 57,11 mg IMI/ kg pc
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(95% IC: 40,94-86,38 mg IMI/kg pc); y una pendiente de la curva dosis respuesta de 4,12
(95% ClI: 1,39-6,86).

Tabla 2.2. Etapas experimentales para el célculo de la DL50 del IMI para el
tordo musico (Agelaiodes badius). En cada etapa se reportan las dosis evaluadas, el
numero de individuos por dosis, el porcentaje de mortalidad, y las estimaciones de la DLso

y la pendiente de la curva dosis- respuesta segln corresponda.

Dosis N % Mortalidad
Control 0 5 0
Etapa 1 8,48 1 0
31,3 1 0
115 1 100
424 1 100
DLso (3 59.99
Etapa 2 20,6 1 0
26,1 1 0
331 1 0
42 1 100
53,3 1 0
67,6 1 100
85,7 1 100
109 1 100
138 1 100
175 1 100
DLso (1+2) 47,85
Pendientes.» 8,26
Intervalo de confianza pendiente -0,82 17,39
Etapa 3b 29,7 2 0
37,7 2 50
47,8 2 0
60,7 2 50
77,1 2 50
DLsg (1+2+3b) 56,36
Intervalo de confianza DLsp (1+2+3n) 39,4 91,87
Pendientes+2+3o 53
Intervalo de confianza pendiente 15 91
Etapa 4 35 2 0
44,4 2 100
56,4 2 50
715 2 50
90,8 2 50
DI—SO (1+2+3b+4) 57,11
Intervalo de confianza DLsg (1+2+30+4) 40,94 86,38
Pendientes+2+ap+s 4,12
Intervalo de confianza pendiente 1,39 6,86
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2.3.2. Consumo diario de semillas
El peso (promedio £ D.E.) de los tordos musico empleados en este ensayo fue
de 39,38 £ 3,024 g. El CD de semillas de mijo pelado (promedio + E.E.) fue de 4,895 +
0,0522 g/dia por tordo correspondiendo al 12,43% del peso corporal promedio, con un
consumo maximo registrado de 8,05 g/dia y minimo de 2,22 g/dia. EI nimero de semillas
de cultivo necesario para alcanzar el CD dependié del tamafio de las semillas
consideradas, variando entre un maximo de 1633 semillas para la alfalfa y un minimo de

14,8 para las semillas de maiz (Tabla 2.3).

2.3.3. Numero de semillas

La Tabla 2.3 demuestra que la ingesta diaria de cualquiera de las semillas de
cultivo alcanzaria o superaria ampliamente la DLso. Para las semillas de cultivos que
registran mayor concentracion de imidacloprid como el sorgo, maiz, girasol y alfalfa, una
ingesta de semillas tratadas correspondiente a menos del 10% de la dieta diaria seria
suficiente para alcanzar la DLso. En semillas con menor concentracion de IMI como la
avena y el trigo, un consumo de semillas tratadas correspondiente al 31 y 54%
respectivamente, seria necesario para alcanzar la DLso. EI consumo de menos de cinco
semillas de sorgo o girasol es suficiente para alcanzar la concentraciéon a la cual se
observan los primeros sintomas de intoxicacion nerviosa (20,6 mg IMI/kg pc), mientras
que el consumo de menos de dos semillas de maiz es suficiente para alcanzar la
mortalidad. La Tabla 4 muestra que, para todos los cultivos, excepto para la alfalfa, la

cantidad letal de semillas se encontraria en un area de suelo menor a 60 m2.

Finalmente, el numero de semillas tratadas con IMI que un tordo debe ingerir
para alcanzar la DLso (Tabla 2.3), se compard con el numero promedio de semillas
ingeridas por un ave granivora pequefia en un evento de alimentacién, de acuerdo a lo
reportado por Prosser (2001). Este analisis muestra que el numero de semillas de avena
(42) y de sorgo (13) que un tordo debe ingerir para alcanzar la DLso se encuentran dentro
del rango de pequerfias semillas ingeridas en un evento de alimentacion, mientras que el
namero de semillas de trigo necesarias para alcanzar la letalidad (91) se encuentra apenas
por encima del rango de semillas ingeridas. Por otro lado, el nimero de semillas de maiz
(1) y de girasol (10) requeridas para alcanzar la DLsg se encuentran dentro del rango de
semillas grandes ingeridas en un evento de alimentacion que varia entre 3 y 11 semillas.
Soélo en el caso de la alfalfa y la soja, el nimero de semillas ingeridas en un evento de
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alimentacion es considerablemente menor que el nimero de semillas tratadas requeridas

para alcanzar la DLso (174 semillas de alfalfa pequefias y 34 semillas grandes de soja).

Tabla 2.3. Peso y numero de semillas necesarias para alcanzar la DLso del tordo

musico para distintos cultivos extensivos comunes en la region pampeana Argentinat,

Avena  Trigo Soja Girasol Maiz Sorgo Alfalfa

Dosis de aplicacion®

P 150 85 42 500 640 640 430
(g IM1/100 kg sem.)
Peso promedio de una semilla
(9) 0,04? 0,03% 0,16* 0,05° 0,338 0,037 0,0038
mg IMI por semilla 005 002 007 024 211 017 0,013
Nro. de semillas equivalentesal CD  136,1 1690 30,63 104,26 1485 1815 1633
Nro. de semillas equivalentes a la 467 0128 3348 9,57 107 13.02 174.42
DLso
% dieta para alcanzar DLsg 30,61 54,02 109,33 9,18 7,17 7,17 10,68
TER 3,07 54 10,9 0,92 0,72 0,72 1,07
Refinamiento sl sl NO sl sl sl SI

tLas estimaciones estan basadas en un ave de 39,38 g de peso corporal (pc), un consumo diario de
4,9g/dia de semillas, y una DLso equivalente a 57,11 mg IMI/kg pc. *SENASA, 2020.?Moreyra et al.,
2014; 2Ferreyra et al., 2019; 3Enrico et al., 2019; 4 Cencig et al., 2017; ®Flores et al., 2019; ¢ Barbera
and Benitez, 2016; “ Mendez et al., 2014.
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Tabla 2.4. Numero de semillas presentes en la superficie de un lote de cultivo

luego de la siembra, nimero de semillas equivalentes a la DLso y nUmero de semillas para

manifestar los primeros signos de intoxicacion en el tordo musico (Agelaioides badius).

, NUmero
Numero
2
' 2 il m? para
. Ubicacion - , semillas m-para  Semi"as alcanzar .
Cultivo Semillas/m alcanzar para . Referencia
en el lote para primeros
DLso alcanzar .
alcanzar . signos ¢
DLet primeros
%0 signos’
Alfalfa Promedio 1,03 1742 1794 50,39 48,92 zDgO‘Z”OO etal,
. . De Snoo et al.,
Maiz ~ Promedio 0,02 53,5 2004
Maiz  Centro 0,04 1,07 26,8 0,31 7,75 Roy et al., 2019
Borde 0,1 10,7 Roy et al., 2019
Soja Centro 0,6 33,48 55,8 9,76 16,27 Roy et al., 2019
Borde 15 22,42 Roy et al., 2019
Prpmedlo 1,66 55 26.37 15.90 De Snoo et al.,
primavera 2004
Trigp  romedio 4484 46 133 De Snoo et al..2004
otofio
Promedio 5155 9128 2,92 0,84  De Snoo et al.2004
otofio
. Lopez-Antia et al.,
Trigo  Centro 11,3 8,1 2,33 2016
. Lopez-Antia et al.,
Trigo  Borde 43,4 2,1 0,61 2016
Trigo  Centro 7,8 91,28 11,7 26,37 3,38 Roy et al., 2019
Borde 8,4 10,9 3,14 Roy et al., 2019
Centro 0,9 101,4 29,3 Lennon et al., 2020
Borde 4.2 217 6,28 Lennon et al., 2020

T Las estimaciones estan basadas en un ave de 39,38 g de peso corporal (pc), un consumo diario de

4,9¢g/dia de semillas, y una DLso equivalente a 57,11 mg IMI/kg pc.

§La dosis para manifestar los primeros signos de intoxicacion fue de 20,6 mg IMI/kg pc.
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2.3.4. Mortalidad de tordos alimentados con semillas tratadas

Las concentraciones de IMI determinadas analiticamente en las semillas
(promedio + E.E.) fue de 2,93 + 0,088 g IMI/ kg sem. (n=2), correspondiendo al 97% del
valor nominal (3g IMI/kg sem.). La recuperacion promedio del proceso de extraccion fue
de 81 £+ 6%, basada en las concentraciones detectadas de IMI de los controles fortificados.
La curva de calibracion presentd una fuerte linealidad (r?> = 0,9987). Los limites de
deteccion y cuantificacion fueron de 1 y 4 pg/kg, respectivamente. Como la concentracion
analitica del IMI en las semillas correspondi6 al 97% del valor nominal (3 g IMI/kg sem.),

la concentracion nominal fue utilizada en los calculos.

En la Tabla 2.5 se resume para cada individuo los valores diarios de consumo de
semillas, los mg de IMI/kg pc ingerido y porcentaje de la DLso a la que esta ingesta
corresponde. Antes de la exposicion a las semillas tratadas, los tordos consumieron
(promedio £ D.E.) 4,53 + 1,63 g de semillas de mijo pelado, que representd el 92,5 +
33,2% (promedio + D.E.) del CD estimado en la Seccion 2.3.2 (datos no ilustrados). Una
vez que comenzo el tratamiento, los tordos disminuyeron drasticamente el consumo de
semillas diario, correspondiendo respectivamente al 26,1, 11,2 y 10% del CD para los
individuos 1, 2 y 3. El consumo total de los tres individuos a lo largo del periodo que dur6
el experimento, correspondi6 al 53%, 17% y 19% del CD, respectivamente.

Los individuos 1 y 2 murieron luego de tres dias de tratamiento, mientras que el
individuo 3 muri6 luego de 5 dias de tratamiento. Los tres individuos presentaron signos
de intoxicacion como plumas erizadas y falta de movimiento a partir del segundo dia de
tratamiento. La dosis total de IMI ingerida fue mayor a la DLso en los tres casos,
correspondiendo a 373%, 123% y 112% de la DLsg para los individuos 1, 2 y 3
respectivamente. Es importante destacar, que s6lo el individuo 1 ingirié diariamente dosis
de IMI que representaron mas del 100% de la DLso, los otros dos individuos nunca

consumieron mas del 85y 59% de la DLso en un dia.
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Tabla 2.5. Consumo diario y dosis ingerida de IMI por individuos de tordo
masico (Agelaioides badius) alimentados con semillas de mijo pelado tratadas con 3g de
IMI/ kg de sem.

Individuo 1 (36,5 g) Individuo 2 (34,5 g) Individuo 3 (43 g)

Consumo IMI™ % DLsg  Consumo IMI™ % DLsy  Consumo IMI™ % DLsg
(9) (9 (9

Dial 1,06 3,18 152,52 0,18 0,54 27,41 0,08 0,24 9,77

Dia 2 1,3 3,9 187,05 0,56 1,68 85,28 0,03 0,09 3,66

Dia 3 0,23 0,69 33,09 0,07 0,21 10,66 0,08 0,24 9,77

Dia 4 - - - - - - 0,24 0,72 29,32

Dia 5 - - - - - - 0,49 1,47 59,85

Total 2,59 7,77 372,7 0,81 2,43 123,4 0,92 2,76 112,4
“mg IMI/kg pc

2.3.5. Evaluacion de riesgo

La Tabla 2.3 también ilustra que en el Nivel 1 de la evaluacion de riesgo
realizada, el indice TER fue menor al valor critico 10 para todos los cultivos excepto para
soja, indicando que deberia llevarse a cabo una evaluacion de riesgo refinada. En el caso
de la soja, aunque el TER fue mayor a 10, el valor obtenido fue de 10,9, muy cercano al
valor limite. EI Nivel 1 de la evaluacion de riesgo realizada en este estudio indica que los
tordos estarian en riesgo de experimentar toxicidad aguda y muerte cuando se encuentran
en el peor escenario: en el que el 100% del alimento consumido consiste en semillas
tratadas con IMI. Es importante mencionar que, aunque algunos granos (i.e. soja) pueden
no ser ingeridos especificamente por el tordo masico, fueron incluidos en los analisis para
que los resultados sean aplicables a la mayoria de las aves que habitan los
agroecosistemas, y no solo al tordo musico. Cuando el TER obtenido, a partir del Nivel
1 de la evaluacién de riesgo, es menor al valor critico como ocurrié en este analisis, la
EFSA recomienda refinar la evaluacion. El protocolo de la EFSA recomienda diversas
opciones de refinamiento, para llevar a cabo una nueva evaluacion de riesgo basada en el
procedimiento del “peso de la evidencia” (weight-of-evidence risk assessment) (EFSA,
2009). Los elementos considerados en la evaluacidn basada en el peso de la evidencia son

descriptos en la Tabla 6 y comentados en la discusion.
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Tabla 2.6. Lineas de evidencia consideradas durante la evaluacion de riesgo
basada en el peso de la evidencia.

Linea de evidencia

Resultados

Implicancias de la

evaluacién de riesgo

Certezas- Incertidumbres

Nivel 1 de la evaluacion
basada en la DLso, el CD
y el pc*

Proporcién del CD de los
tordos que debe ser
consumida como semillas
tratadas para alcanzar la
mortalidad®

Numero de semillas
tratadas para alcanzar la
DLso vs. Namero tipico de
semillas ingeridas en un
evento de alimentacion
(picoteo).

Ndmero de semillas
presentes en un &rea de
cultivo menor a 100 m2vs.
el nimero de semillas
necesarias para alcanzar
la DLso®

Todos los cultivos superan el valor
critico excepto la soja que se
encuentra muy cercano al limite.

Solo el 7-10% del CD como
semillas tratadas es suficiente para
inducir la mortalidad del tordo para
semillas de girasol, maiz, sorgo y
alfalfa. 30 y 54% son necesarios
para avena y trigo. 109% para soja.

El nimero de semillas necesario
para alcanzar la DLso esta dentro, o
cercano, al rango de nimero de
semillas pequefias ingerida en un
picoteo (avena, trigo, sorgo). Lo
mismo sucede con las semillas
grandes como maiz y girasol. El
numero de semillas de alfalfa y soja
ingeridas en un picoteo son
menores que el nimero de semillas
necesarias para alcanzar la DLso.

Con excepcion de la alfalfa, el
numero de semillas presentes en
100 m? excede el nimero de
semillas necesario para alcanzar la
DLso.

Datos histdricos sobre
eventos de
envenenamiento.

Al menos tres estudios reportaron
eventos de envenenamiento en el
ambiente.

Los tres tordos tratados murieron
dentro de los 5 dias luego de comer
diariamente un namero de semillas
maximo que vario entre 10 y 26%
del consumo CD.

Muerte de todos los
tordos alimentados con
semillas tratadas con una
concentracion promedio
(3g IMI/kg sem.) T

-Riesgo de mortalidad
asociado a todos los
cultivos excepto soja.

-Alto riesgo de mortalidad
con maiz, sorgo y alfalfa.
-Riesgo moderado con
avenay trigo.

- Riesgo bajo para soja

- Existe riesgo de
mortalidad asociado a
varios cultivos, excepto
alfalfa y soja.

- Riesgo de mortalidad
asociado a todos los
cultivos excepto a alfalfa.

-Resalta el riesgo de
mortalidad.

-Riesgo de mortalidad de
los tratamientos de
semillas con
concentraciones aprobadas
segun las regulaciones
vigentes.

Peor escenario en el que el 100% del
alimento contiene IMI. El riesgo
deberia reducirse en una dieta mixta.

-Este refinamiento muestra que la dieta
mixta no es suficiente para eliminar el
riesgo en caso del maiz, sorgo y alfalfa.
- Pelar las semillas podria reducir el
riesgo en el caso del girasol.

-Buen nivel de Certeza debido a que
estd basado en valores experimentales.

- Este refinamiento demuestra que la
DLso puede ser alcanzada en un solo
evento de alimentacion para todos los
cultivos excepto para la alfalfay la
soja.

-Pelar las semillas podria reducir los
riesgos asociados a las semillas de
girasol.

- Incertidumbre: basado en datos
genéricos.

-Este refinamiento muestra que en un
area pequefia se encontrarian las
semillas suficientes para alcanzar la
DL50

-Incertidumbre: la densidad de semillas
esta basada en la literatura de otros
paises. La densidad de semillas podria
ser variable.

-Nivel razonable de certeza debido a
que los eventos de envenenamiento son
dificiles de identificar debido a que las
carcasas pueden ser comidas
rapidamente, pueden no ser conspicuas
o0 no localizadas. Implica que es
probable que ocurran méas casos.

-Alto nivel de certeza porque, aunque
las aves no tuvieron un alimento
alternativo, el nimero de semillas
requeridas para causar la muerte
correspondid a un pequefio porcentaje
del CD.

*Basado en los resultados presentados en la Tabla 4. “Basado en los resultados presentados en la
Tabla 2. "Basado en los datos de Prosser (2001) y Tabla 2. $Basado en los resultados presentados
en la Tabla 3. "Basado en los resultados presentados en la Tabla 5.
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2.4. DISCUSION

La DLso obtenida con un formulado de imidacloprid calculada para el tordo
masico (57,11 mg IMI/kg pc) se encontrd dentro del rango de los valores reportados tanto
con el ingrediente activo como con los formulados comerciales. En general, los valores
reportados varian entre 13,9 mg IMI/kg pc para la perdiz gris, y 283 IMI mg/kg pc para
el &nade real (Tabla 2.1). Hasta el momento, los valores de toxicidad aguda reportados
son equivalentes, independientemente de si se obtuvieron utilizando un formulado
comercial o el ingrediente activo solo. Esta observacion pareciera sefialar que el
ingrediente activo IMI es el componente responsable de la toxicidad de los formulados.
Dado que los IC de la DLsg varian entre 40,49 y 86,38 mg IMI/kg pc, el IMI deberia ser
considerado de clase I o “altamente toxico” para el tordo musico, de acuerdo a la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2009) que coloca en esa
clasificacion las DLsg que varian entre 5 y 50 mg/kg pc. De hecho, si se consideran los
IC de los valores reportados de las DLsg de las especies de aves testeadas, el 75% (9 de
12) deberian ser clasificados como de clase | (Tabla 2.1).

Los efectos agudos observados en los tordos musico fueron consistentes con
efectos toxicos asociados al sistema nervioso. La pronta aparicion de los signos implica
una rapida absorcion del imidacloprid por el tracto intestinal y su distribucion al sistema
nervioso (Tomizawa and Casida, 2005; Bean et al., 2019). La union del imidacloprid a
los receptores nicotinicos del sistema nervioso provoca una hiper-exitacion de las
neuronas que se traduce en movimientos descoordinados, pérdida de equilibrio,
locomocion reducida, temblores, pardlisis, convulsiones y muerte (Tomizawa et al.,
1999; Tomizawa y Casida, 2005). La severidad de los signos observados fue dependiente
de la dosis, de acuerdo a lo reportado en otras especies: perdiz comun (Coturnix coturnix)
(Rawi et al., 2019); paloma comun (Columba livia) (Abu Zeid et al., 2019), torcaza
comun (Zenaida auriculata) (Addy-Orduna et al., 2019), tordo sargento (Agelaius
phoeniceus) y tordo cabeza café (Molothrus ater) (Avery et al., 1993). Si bien la
mortalidad ocurri6 a partir de 37,7 mg IMI /kg pc, los primeros signos de intoxicacién se
manifestaron a partir de 20,6 mg IMI/kg pc, dosis correspondiente al 36% de la DL50.
En las aves silvestres, los efectos subletales sobre la conducta como la falta de movilidad,
reaccion, o pérdida de equilibrio, podrian llevar a la mortalidad indirecta de los individuos
al impedir la busqueda de un refugio o escapar de un predador (Millot et al., 2017). La

aparicion de efectos de intoxicacion a bajas concentraciones de IMI, resalta la necesidad
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de estudiar en mayor detalle las dosis a partir de las cuales comienzan los efectos
subletales y cudles son sus consecuencias para las aves silvestres. En el ambiente, el
riesgo de exposicion al IMI de las aves que habitan los agroecosistemas es aun mayor si
se considera que la siembra de los cultivos de verano, que registran mayores
concentraciones de IMI, se corresponde con el inicio de la temporada reproductiva para
las aves. Durante ese periodo los cambios fisiol6gicos asociados al desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios implican un requerimiento energético mayor y en
consecuencia un incremento en la ingesta de alimento, aumentando la probabilidad de
alcanzar la letalidad al consumir semillas tratadas (Naguib y Nemitz, 2007; Krause y
Naguib, 2014; Werner et al., 2018; Mishra et al., 2020).

Esta reportado que las aves paseriformes tienen un CD que equivale
aproximadamente al 30% de su peso corporal, debido a sus requerimientos energéticos
(Crocker et al., 2002). Sin embargo, en el tordo musico el CD fue menor, equivalente al
12,5% del peso corporal. Es probable que la diferencia en la cantidad de semillas
consumidas se deba a las condiciones de cautiverio: la temperatura templada constante, y
la comida ad libitum, disminuyen el gasto energético de buscar comida y regular la
temperatura, en comparacion con un ave silvestre. Estas observaciones se corresponden
con los resultados obtenidos en un estudio realizado con la tarabilla (Saxicola torquata),
en la que se evaluo el consumo de alimento a largo plazo, a dos temperaturas ambientales
distintas: 5y 22°C (Goymann, et al., 2006). De acuerdo con lo esperado, se observo que
las tarabillas mantenidas a una temperatura mas baja ingerian hasta el doble de alimento,

para compensar el gasto metabdlico de mantener la temperatura corporal.

Conocer el CD aporta informacién valiosa para las evaluaciones de riesgo, ya
que permite estimar la toxicidad a la que se puede encontrar expuesta un ave que se
alimenta de semillas tratadas (EFSA, 2009). Por ejemplo, considerando las
concentraciones de IMI recomendadas para las semillas de los cultivos de verano: maiz,
girasol y sorgo; los tordos musicos alcanzarian la letalidad comiendo una cantidad de
semillas tratadas correspondiente a menos del 10% de sus requerimientos diarios. En
comparacion, Addy-Orduna, et al. (2019) reporta que la torcaza comun, alcanzaria la
letalidad consumiendo 1,7g de semillas de sorgo tratadas que equivalen al 26,5% de su
dieta diaria. Los resultados obtenidos son comparables con el estudio de Millot et al.
(2017) que estima cuantas semillas tratadas deberian consumir las aves para alcanzar la

mortandad, y concluye que la cantidad de semillas de trigo que quedan disponibles en los
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campos luego de la siembra son suficientes para alcanzar la letalidad. Con un tratamiento
de 0,7 g IMI/ kg de semillas una perdiz gris alcanzaria la letalidad consumiendo en
promedio 8 g de trigo (154 semillas), la paloma comun lo haria consumiendo 10,71 g de
semillas (214 semillas); mientras que el tordo masico solo necesita 3,21 g (64,2 semillas).
Los resultados obtenidos en este trabajo estan en linea con estudios previos que alertan
sobre el riesgo real que implica el tratamiento de semillas con IMI para las aves (Pisa et
al., 2014; Lopez-Antia et al., 2016; Eng et al., 2019). Debido a su menor tamafo, los
requerimientos energéticos de las aves paseriformes son mayores, y por ello tienen una
demanda de alimento mayor (Nagy, 2005). Esto se traduce en que las aves paseriformes
deben consumir una menor proporcién de su dieta diaria de semillas tratadas para alcanzar
la letalidad, respecto a otras especies de mayor tamafio. Por este motivo, el riesgo de
letalidad por consumo de semillas tratadas con IMI es aun mayor para las aves pequefias
(<100g), como ya lo expresé previamente Mineau (Mineau et al., 1996; Mineau y Palmer,
2013).

En la seccion anterior, se estimé que el consumo de menos un gramo de semillas
tratadas (menos del 10% de la dieta diaria) seria suficiente para que un tordo musico
alcanzara la mortalidad. Para evaluar la cantidad real de semillas tratadas necesarias y
comparar los efectos de la ingesta de IMI a través del alimento versus su administracion
oral, se expuso a tres tordos musico a semillas tratadas con IMI siguiendo las
recomendaciones de uso vigentes (3g IMI/ kg sem.) (SENASA, 2020). Todos los tordos
murieron entre los tres y cinco dias, aportando evidencia sélida sobre la letalidad de las
semillas tratadas con IMI para las aves paseriformes. Como los resultados obtenidos
fueron claros (i.e. las tres aves murieron), no se trataron mas tordos para minimizar el
namero de aves sacrificadas y extraidas del ambiente. Interesantemente, en todos los
casos, el consumo de semillas tratadas fue menor al CD estimado con semillas sin tratar.
La aversion a las semillas tratadas puede haber influido en los resultados obtenidos, como
ya ha sido reportada en otras especies de aves (Avery et al., 1994; Lopez-Antia et al.,
2013). Sin embargo, es posible que los efectos negativos, sobre la salud y la movilidad,
observados luego de la ingesta de las semillas tratadas estén involucrados en la falta del
apetito. De hecho, tanto Avery et al. (1994) como Lopez-Antia et al. (2013) reportaron
que la aversién ocurria en funcion del estrés posterior a la ingesta de semillas tratadas,
i.e. solo luego de que las aves sienten malestar, disminuye la probabilidad de que se

alimenten. De manera similar, Eng et al. (2019) reporto la falta de apetito por comida sin
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tratar luego de la administracion de una dosis de IMI por via oral. En este estudio, la falta
de opciodn por otro alimento excepto por las semillas tratadas, simula el peor escenario
que podia ocurrir en el ambiente, por ejemplo, cuando las aves se alimentan en la pila de
semillas tratadas derramadas pueden consumir la cantidad de semillas necesarias para
alcanzar la mortalidad en un solo picoteo. Como la evitacion de las semillas es una
respuesta aprendida, la aversion no asegura que las aves dejen de alimentarse de las
semillas tratadas y que puedan ingerir cantidades letales antes de desarrollar la aversion
y el reconocimiento de las semillas tratadas (Avery et al., 1994; Lopez-Antia et al., 2013;
Millot et al., 2017; Botha et al., 2018).

El experimento de alimentacion con semillas tratadas también mostr6 como
difiere la ingesta de IMI seguin sea a través de las semillas tratadas u oral, via sonda. Los
efectos comportamentales, y neuroldgicos entre otros, podrian limitar la dosis ingerida a
través del alimento, mientras que, por via oral, la dosis es forzada a un momento
especifico. El proceso de eliminacion asociado a los dos modos de ingestion también fue
diferente, en la administracion oral la dosis fue alta y Unica, mientras que a través del
alimento la dosis fue continua. De hecho, el tiempo de ingesta del IMI y del proceso de
intoxicacion fue diferente entre los tres animales alimentados con semillas tratadas, y con
las aves a las que se administrd IMI de forma oral. Finalmente, aunque las aves a las que
se les administro IMI a través del alimento ingirieron dosis diarias menores a la DLso, la
dosis total ingerida fue mayor a la DLso. A pesar de las diferencias individuales, el
resultado de alimentar a las aves con semillas tratadas con 3 mg IMI/ kg sem. durante

maltiples dias sin otro alimento fue el mismo, la muerte de los individuos.

2.5. EVALUACION DE RIESGO BASADA EN EL PESO DE LA EVIDENCIA

El Nivel 1 de la evaluacion de riesgo realizada indicd que el tordo musico se
encontraria en riesgo de experimentar toxicidad aguda y mortalidad cuando se encuentra
en el peor escenario posible, en el que el 100% del alimento consumido consiste en
semillas tratadas con IMI. Para ponderar la significancia de estos resultados, se necesita
definir si es posible que en el ambiente ocurra este “peor escenario”. Para evaluar esta
posibilidad existen dos lineas de evidencia disponibles. Primero, el hecho de que la
cantidad de semillas necesarias para alcanzar la letalidad de encuentren en una superficie
pequena de los lotes de cultivo (<60m2) indica que el peor escenario es plausible.
Segundo, el hecho de que el niamero de semillas tratadas con IMI que un tordo musico
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necesita para alcanzar la DLso se encuentra dentro del rango del nimero de semillas
ingeridas en un picoteo o evento de alimentacion, refuerza la postura de que el peor

escenario es una posibilidad real.

Cuando el TER obtenido, de la evaluacion de riesgo del Nivel 1, es menor al
valor critico como ocurrié en este analisis, la EFSA recomienda refinar la evaluacion y
realizar una nueva evaluacion de riesgo basada en el procedimiento del peso de la
evidencia (EFSA, 2009) (Tabla 2.5). Una forma de refinamiento propuesta es emplear en
CD vy el peso corporal de una especie focal, en lugar de utilizar datos genéricos (EFSA,
2009). En este estudio ese refinamiento fue contemplado al utilizar datos generados con
el tordo musico, con lo cual el Nivel 1 de la evaluacion de riesgo realizada puede ser

considerada refinada desde el inicio.

Otra forma importante de refinar la evaluacion es evaluando y considerando la
proporcion de semillas tratadas que un ave silvestre puede llegar a ingerir como parte
total de su dieta diaria. Aungue se haya demostrado que la ocurrencia del peor escenario
es una posibilidad real, también es posible que un ave silvestre tenga una dieta mixta
donde las semillas tratadas solo representen una proporcion del total de alimento ingerido.
Desde este punto de vista, considerar la proporcion del CD que un tordo musico debe
ingerir como semillas tratadas para alcanzar la mortalidad, constituye un refinamiento
valido de la evaluacion de riesgo. Como se describié anteriormente, el consumo de solo
el 7-10% del CD del tordo musico como semillas tratadas, es suficiente para alcanzar la
DLso para el sorgo, el maiz y el girasol; mientras que el consumo del 31 y 54% del CD
serian necesarios para alcanzar la DLso en el caso de la avena y el trigo respectivamente.
De hecho, la proporcion de la dieta que debe ser constituida por semillas tratadas con IMI
para causar la muerte podria ser menor, si se tiene en cuenta que las proporciones
utilizadas estan basadas en las tasas de consumo determinadas en el laboratorio, que
probablemente sean menores que las esperadas en el ambiente (ver mas arriba).
Principalmente estos datos indican que, incluso en un escenario en el que las aves tienen
una dieta mixta, existe para las aves, riesgo de toxicidad aguda y mortalidad causada por
el IMI.

Algunos elementos que podrian reducir la dosis ingerida de IMI, y por lo tanto
el riesgo son: pelar la semilla, y el hecho de que algunas semillas sean muy grandes para
ser manipuladas por pequefias aves granivoras. Si bien pelar las semillas podria reducir
el riesgo para algunos tipos de semillas, involucra el contacto entre el plaguicida y el ave,
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y en consecuencia alguna absorcion de IMI. Mas aun, no todas las semillas son peladas,
y las aves las tragan directamente, principalmente cuando se trata de semillas pequefias
(Prosser et al., 2006). Alternativamente, aunque semillas mas grandes como el maiz o la
soja podrian presentar dificultad para ser manipuladas por aves pequefias, es necesario
considerar que algunas especies o parten las semillas y se comen los fragmentos, o0 comen

los fragmentos partidos por otras especies de aves (Prosser et al., 2006).

A los aspectos expuestos anteriormente se le suman dos lineas de evidencia
adicionales que sefialan el riesgo del tratamiento de semillas con IMI para las aves
silvestres y deben ser consideradas en la evaluacion de riesgo final: 1) tres estudios
diferentes reportaron previamente eventos de mortandad de aves silvestres, aun
considerando que los incidentes de envenenamiento son dificiles de identificar porque las
carcasas no son conspicuas, no son localizadas, o son rapidamente consumidas por otro
animal (Berny et al., 1999; Millot et al., 2017; Botha et al., 2018); y 2) este estudio
demostréd que todos los tordos musicos alimentados con semillas tratadas con una
concentracion promedio (3 g IMI/kg sem.) murieron entre los 3 y 5 dias. Todas las lineas
de evidencia consideradas en este andlisis son consistentes con la postura de que el riesgo
de mortalidad es posible en varios escenarios. El peso de la evidencia reunida en este
estudio indica que los tratamientos de semillas con IMI, aprobados segun las regulaciones
vigentes, poseen un riesgo de toxicidad aguda y muerte para el tordo mdusico, y

probablemente para otras aves paseriformes que habitan los agroecosistemas.

En base a los resultados obtenidos con el tordo mdsico en este estudio, es
plausible que otras especies paseriformes pequefias tengan acceso ocasional a semillas
tratadas con IMI e ingieran cantidades letales, especialmente cuando ocurren derrames de
semillas durante la época de siembra. Esta conclusion es consistente con otros estudios
en los que se concluyé que la cantidad de semillas que quedan disponibles en los campos
de cultivos luego de la siembra son suficientes para causar la mortalidad de varias
especies de aves (de Snoo and Luttik, 2004; Lopez-Antia et al., 2016; Roy et al., 2019;
Lennon et al., 2020). Por otro lado, la evaluacion de riesgo realizada en este estudio podria
ser mas precisa y predictiva si se hubieran generado datos especificos respecto a la
frecuencia y tamario de los derrames de semillas, y de la ingesta de semillas tratadas por
las aves locales, o si existieran relevamientos de eventos de mortalidad en la region. El
desarrollo lineas de investigacion considerando cualquiera de las lineas mencionadas

proveerian datos valiosos para refinar la evaluacion de riesgo.
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En Argentina, la Regién pampeana es habitada por al menos 300 especies de
aves (Brown et al., 2006), de las cuales casi 60 son especies paseriformes que habitan
comunmente los agroecosistemas (Giacomo and Casenave, 2010; Goijman et al., 2015;
Frutos et al., 2016). En la zona nucleo, el clima templado y los suelos de la Region
Pampeana de la Argentina permiten la siembra de al menos dos cultivos diferentes cada
afio (MAGYP, 2020), lo que implica que las aves pampeanas podrian enfrentar el riesgo
de mortalidad dos veces al afio. Adicionalmente, como se menciono anteriormente, debe
ser considerado que junto con las muertes causadas por la toxicidad aguda del IMI, las
aves silvestres también se encontrarian en peligro debido a los efectos subletales. La
reduccion en la capacidad de buscar un refugio, o de escapar de un predador, estan
relacionados a la alteracion del sistema nervioso que ocurre a dosis subletales (Millot et
al., 2017). Por otro lado, una condicion corporal empobrecida, debida a la anorexia
causada por el IMI, también podria afectar la supervivencia de las aves en condiciones
ambientales extremas, o retrasando la migracion como fue reportado por Eng et al.
(2019). Los riesgos que podrian afectar la supervivencia de las aves ocurririan luego de
un consumo menor (i.e. no letal) de semillas tratadas con IMI. EI consumo de menos de
cinco semillas de sorgo y girasol (equivalentes al 4,8 y 5.8% del CD, respectivamente)
serian necesarios para que las aves alcancen la dosis a la que se manifiestan los primeros
signos de intoxicacion (20,6 mg IMI/kg pc). Ademés es importante mencionar que los
predadores de las pequefias aves también podrian verse afectados considerando que se

detect6 IMI en la sangre de pichones de buho real (Taliansky-Chamudis et al., 2017).

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que el
tratamiento de semillas vigente puede poseer un riesgo para la supervivencia del tordo
mausico en el ambiente, y que otras aves paseriformes también podrian verse afectadas.
Los resultados obtenidos en este estudio sobre el tordo musico refuerza las conclusiones
de estudios previos, que también advierten sobre los riesgos que puede implicar para las
aves el tratamiento de semillas con IMI ( Mineau and Palmer, 2013; Lopez-Antia et al.,
2016; Addy-Orduna et al., 2019; Eng et al., 2019), y que la cantidad de semillas que
quedan disponibles en los campos de cultivo luego de la siembra son suficientes para
causar la mortalidad de las aves (de Snoo and Luttik, 2004; Millot et al., 2017; Roy et al.,
2019; Lennon et al., 2020). En conjunto, el peso de la evidencia acumulada hasta el

momento respecto a los posibles impactos sobre las aves resalta la necesidad urgente de
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reconsiderar la practica del tratamiento de semillas con IMI aprobadas en la Region

Pampeana de Argentina y otros paises donde permanece vigente.
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3. CAPITULO 2. Exposicion subletal aguda de tordos masicos
(Agelaioides badius) al imidacloprid: distribucion en el organismo y
evolucidn en el tiempo de los efectos biologicos

3.1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, el declive de las poblaciones de aves que habitan en los
agroecosistemas ha sido atribuido a la intensificacion agricola (Donald et al., 2001;
Donald et al., 2006; Boatman et al., 2007). Aspectos como la pérdida del habitat, y el
incremento en el uso de plaguicidas han sido identificados como factores causantes del
declive de las poblaciones de aves (Boatman et al., 2004; Newton, 2004; Burns et al.,
2016). De hecho, segun el reporte “Living Planet” (WWF, 2018) la actividad agricola es
responsable del hecho de que 1091 especies de aves se encuentren en estado amenazado,
correspondiendo al 74% del total de las especies amenazadas. En Europa se demostro
que, de los componentes analizados, el uso de plaguicidas y fungicidas era el factor que
mas afectaba a la aves, insectos y plantas (Geiger et al., 2010; Hallmann et al., 2014).
Mientras que en América del Norte se reportd, en un estudio reciente, una tendencia
similar donde el uso de plaguicidas fue el factor mas reportado como causa del declive de
las poblaciones de aves, seguido de la pérdida y alteraciones del habitat (Stanton et al.,
2018).

En la actualidad, los neonicotinoides son uno de los grupos de plaguicidas mas
utilizados globalmente. Los neonicotinoides son insecticidas sistémicos que, desde su
aparicion en la década de los 90, se han convertido en la clase mas vendida de insecticidas,
los tres compuestos principales siendo el imidacloprid, el tiametoxam y la clotianidina
(Bass et al., 2015). Los neonicotinoides se aplican en los principales cultivos extensivos
como en soja, trigo, arroz, maiz, sorgo, y algodon, asi como en hortalizas y frutales e
(Jeschke et al., 2011). El principal uso de los neonicotinoides es como curasemillas: su
alta solubilidad en agua permite que el ingrediente activo se trasloque rapidamente por
los fluidos de las plantas hacia los tejidos, proveyéndole proteccion en contra de los
insectos chupadores (Elbert et al., 2008; Simon-Delso et al., 2015). Los neonicotinoides
actlan a través de su unidn a los receptores nicotinicos post-sinapticos del sistema
nervioso central, lo que causa la paralisis y muerte de los insectos blanco. Los

neonicotinoides son altamente selectivos, y pueden ser hasta 450 veces mas toxicos para
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los insectos que para los vertebrados (Tomizawa y Casida, 2005; Jeschke y Nauen, 2008).
La diferencia de toxicidad entre insectos y mamiferos se debe a los tipos de subunidades
que componen los receptores post-sinapticos de cada grupo animal y a su ubicacion en el

sistema nervioso (Yamamoto y Casida, 1999; Tomizawa y Casida, 2005).

A pesar de la diferencia de afinidad de los receptores nicotinicos entre insectos
y vertebrados, se han demostrado efectos adversos de los neonicotinoides sobre los
vertebrados, especialmente las aves (Mineau y Palmer, 2013; Gibbons et al., 2015; Wood
y Goulson, 2017). En el ambiente, las aves se encuentran expuestas a los neonicotinoides
principalmente a través del consumo de semillas tratadas que quedan disponibles en los
lotes de cultivo, ya sea porque no quedan bien enterradas, o debido a derrames al
momento de la siembra (de Snoo y Luttik, 2004; Balfour et al., 2016; Lopez-Antia et al.,
2016; Roy et al.,2019; Lennon et al., 2020). De hecho, se han reportado casos de
mortandad de aves silvestres por intoxicacion con neonicotinoides al consumir semillas
tratadas (Berny et al., 1999; Millot et al.,, 2017; Botha et al., 2018), y hasta

inmediatamente luego de aplicaciones foliares (Rogers et al., 2019).

Se ha demostrado en algunas especies de aves y roedores de laboratorio, que
una vez que ingresa al organismo, el IMI es rapidamente absorbido por el tracto intestinal
donde pasa a la sangre, y es distribuido y eliminado dentro de las 48 horas desde su
administracion (Banasiak, 2000; Solecki, 2001; Kapoor et al., 2014; Roy et al., 2017;
Bean et al., 2019). El IMI es distribuido a todo el organismo, y en las aves, los principales
6rganos en los que se detectd fueron el higado, el rifion, el cerebro y el musculo (Bean et
al., 2019; Roy et al., 2020). La distribucion del IMI en el organismo provee informacion
valiosa ya que permite relacionar la disponibilidad del IMI en los tejidos blanco con sus
efectos bioldgicos. Hasta el momento, existe poca informacidn sobre los efectos toxicos
que tiene el IMI sobre los tejidos blanco de las aves luego de una ingesta subaguda. Rawi
et al. (2019), reportaron alteraciones en la cantidad de neurotransmisores del cerebroy en
las acetilcolinesterasas plasmaticas dentro de las 96 horas de una exposicion a IMI
equivalente al 25% de la DL50 en la codorniz japonesa. Por otro lado, Bean et al. (2019),
luego de administrar el 9% de la DL50, también a codornices japonesas, no detectaron
efectos significativos dentro de las primeras 24 horas con respecto al dafio oxidativo al
ADN, los niveles de hormonas tiroideas y corticosterona, y la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de los xenobi6ticos; justificando la falta de respuesta

debida a la alta tasa de eliminacion del IMI.
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En el Capitulo 1 de esta tesis se demostro que existe un alto riesgo de que las
aves paseriformes que habitan las zonas cultivadas de la region Pampeana Argentina,
puedan ingerir dosis letales y subletales de IMI a través del consumo de semillas tratadas.
Un mejor entendimiento de los efectos subletales del IMI en las aves paseriformes
inmediatamente luego de su ingesta, es de vital importancia ya que permitiria la
identificacion de signos y biomarcadores necesarios para la deteccién temprana de casos
de intoxicacion en el campo. Los biomarcadores son cambios fisioldgicos o bioquimicos
en los individuos que indican la presencia de contaminantes, y son utilizados como alerta
temprana ya que suelen ser detectables antes de que se observen efectos a mayores niveles
de organizacion (Newman, 2015). En este contexto, los objetivos del presente trabajo
consistieron en 1) evaluar la distribucion del IMI en el tiempo en distintos tejidos del
tordo musico (Agelaioides badius) luego de una ingesta subaguda 2) caracterizar los
efectos bioldgicos inducido mediante la determinacion de una serie de parametros
hematoldgicos, genéticos, y bioquimicos a distintos tiempos desde la administracion del
IMI 3) identificar potenciales biomarcadores para el reconocimiento de la exposicion de
las aves al IMI entre los pardmetros evaluados.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Sustancia testeada y preparacion de la solucion

Se utiliz6 el producto comercial Confidor® 35SC (Bayer) que contiene 35% de
imidacloprid  (N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramida,
CAS. Nro. 13826-41-3) suspendido en una mezcla patentada de surfactantes,
emulsionantes y aditivos de composicion reservada. El mismo dia del experimento se
prepar6é una solucion de IMI al 25% diluyendo con agua el producto comercial. Seis
alicuotas de 1mL de la solucion madre fueron almacenadas a -20°C hasta su analisis

quimico para comprobar la concentracién nominal.

3.2.2. Disefo experimental

La metodologia utilizada para la captura de las aves y su mantenimiento en el
laboratorio se describen en detalles en el Capitulo 1 de esta tesis. Para evaluar los efectos

subletales del IMI, 22 tordos musico fueron dosificados una tnica vez con 35 mg IMI/kg.
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Esta dosis corresponde al 61% de la DL50, y es inferior a la mayor dosis sin causar
mortalidad que fue observada durante los ensayos realizados para definir la dosis letal
media (57,11 mg IMI/kg) en el Capitulo 1. Un grupo control de 8 individuos recibi6 agua
al mismo tiempo que los individuos tratados. El dia previo al inicio del experimento, se
retird el alimento de las jaulas a ultima hora del dia. Inmediatamente antes de ser
dosificado, cada tordo fue colocado en una bolsa de algodon y pesado con una exactitud
de + 1g por medio de una balanza de resorte (Pesola®). ElI volumen de la solucion
necesario para alcanzar la dosis de IMI fue calculado en base al peso exacto de cada ave,
y diluido en agua hasta un volumen final de 500 pL de manera de que todos los individuos
recibieran el mismo volumen de liquido. Todas las soluciones se prepararon con colorante
alimentario color rojo, con el fin de controlar casos de regurgitacion que serian
conspicuos en el papel blanco colocado en la base de las jaulas. La dosificacion se realizo
a través de una sonda géastrica de 2 mm embebida en vaselina liquida y conectada a una
jeringa de 1 mL. Se reanudo la provisién de agua y comida ad libitum a partir de 12 horas
luego de la administracion de IMI. Durante las primeras dos horas los tordos se
observaron cada media hora para caracterizar el comportamiento de las aves e identificar
la aparicién de signos de intoxicacion como plumas erizadas, pérdida de equilibrio,
dificultad para percharse o caminar, y temblores, entre otros. Ademas, se observo y
registrd el uso del espacio dentro de la jaula por las aves para asi evaluar su nivel de
actividad: Si los tordos estaban quietos, se anotaba que estaban en el “Piso” o en la
“Percha”. Si presentaban el comportamiento normal que consiste en moverse con
regularidad entre el piso y la percha se registr6 como “Ambos”. Luego se hizo un
seguimiento de las aves cada 12 horas hasta el final del experimento durante el cual no se

registro individualmente el comportamiento.

Aves tratadas y controles fueron sacrificadas y muestreadas a 4, 12, 24 y 48h
luego de la administracion de IMI (agua para los controles). Seis aves tratadas fueron
sacrificadas a 4 y 12 horas, cinco aves tratadas fueron sacrificadas a 24 y 48h, mientras
que dos aves control fueron sacrificadas en cada tiempo de muestreo (4, 12, 24 y 48h).
Las aves fueron eutanasiadas en una camara de dioxido de carbono y decapitadas, de
acuerdo con las guias institucionales (CICUAE) e internacionales de bienestar animal
(Fair et al., 2010; Turaga et al., 2016). La manipulacién de las aves y los protocolos de
trabajo fueron realizados segun las guias internacionales de bienestar animal y aprobados
por el comité institucional de cuidado animal (CICUAE- INTA #03-2015).
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Una vez eutanasiadas las aves, se colectd sangre mediante puncion cardiaca
utilizé una aguja 25 G y una jeringa heparinizada de 1 mL. Dos alicuotas de sangre de 10
pL se usaron para el recuento de eritrocitos (RE) y para la determinacion de la
concentracion de hemoglobina (Hb); 20 pL se utilizaron para el ensayo cometa; se
Ilenaron dos capilares heparinizados para estimar el hematocrito (HTC) y finalmente se
realizaron dos frotis para el recuento leucocitario (RL), el conteo de microntcleos (MN),
y la determinacion del grado de policromasia (PC). La sangre restante fue centrifugada a
10.000g por 5 minutos y el plasma fue separado y almacenado a -80°C para su posterior
analisis. El pellet compuesto de eritrocitos fue lavado resuspendiéndolo y centrifugandolo
con 500 pL de una solucién 0,9% de NaCl tres veces seguidas. Luego de la ultima
centrifugacion, el pellet final fue almacenado a -80°C. En base a la observacion de las
gonadas se registro el sexo de los individuos. Finalmente, se tomaron muestras de cerebro,
higado, rifibn y musculo pectoral que fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis

quimico y bioguimico.

3.2.3. Determinacion analitica de IMI en la solucion madre y los tejidos

La concentracion de IMI presente en la solucion preparada a partir del formulado
comercial Confidor® 35sc (Bayer) fue corroborada comparando las seis alicuotas
recolectadas contra una curva de calibracion preparada con diluciones seriadas de una
solucion estandar de IMI en metanol (CL40.0918, Chem-Lab, Bélgica).

El IMI presente en las muestras de plasma fue extraido diluyendo 10 uL de
plasma 1:25 en acetonitrilo (ACN), seguido por una centrifugacion a 10.000g durante 15
minutos. El sobrenadante fue colectado y utilizado para la determinacién quimica del IMI.
Para la extraccién del IMI de las muestras de higado y rifion, 0,1 g de tejido fue
homogeneizado en 1 mL de tampdn fosfato (0,1M pH 6,5). El homogenato fue sonicado
durante 15 minutos y luego centrifugado a 10.000g durante otros 15 minutos. A
continuacion, 100 uL del sobrenadante obtenido fue diluido al 25% en una mezcla de
metanol: ACN (50:50), y se volvié a centrifugar 15 minutos a 10.000g. El sobrenadante
final fue utilizado para la determinacion de IMI. Las curvas de calibracion se hicieron
sobre extractos de los distintos tejidos para considerar el efecto matriz. Para ello, muestras
de plasma, higado y rifion de las aves del grupo control fueron fortificadas con una

solucidn estdndar de IMI (CL40.0918, Chem-Lab, Bélgica) con concentraciones entre 8
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y 400 (ng IMI/mL), y extraidas como arriba descripto (Jiao et al., 2016). Se agregaron 10
pL (1:200) del standard interno fosfato de trifenilo (TPP) (CAS Nro. 115-86-6, Chem-
Lab, Bélgica) a todas las muestras incluidas las de la curva de calibracion para corregir,
en caso de que ocurriera, la pérdida de analito durante la preparacion de la muestra o la

entrada de la muestra al equipo.

El andlisis quimico se realizé en el Laboratorio de Contaminantes Quimicos, del
Instituto de Tecnologia de alimentos de INTA. La concentracion de IMI fue determinada
mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia y Espectrometria de Masas acoplada a
una trampa lineal de iones (HPLC-MSMS) LQT XL™ (Thermoscientific System™). Se
utilizé una columna C18 Nucleo DUR 618 Gravity 3 um MACHEREY-NAGEL®. La
fase movil era compuesta de 50 mM de formiato de amonio (fase A) y acetonitrilo:
metanol 50:50 (fase B). El gradiente de elucién se realizé de la siguiente manera (%A:
%B): 0 a1 minuto (90:10),1 a5 minutos de (90:10) a (50:50), de 5 a 12 minutos de (50:50)
a (20:80), de 12 a 14 minutos de (20:80) a (0:100), de 14 a 17 minutos (0:100), de 17 a
20 minutos de (0:100) a (90:10); y finalmente de 20 a 25 minutos se mantuvo en (90:10)
para reacondicionar la columna para la siguiente muestra. EI volumen de inyeccion fue
de 10pL, la temperatura de la columna fue 45°C, el flujo 0,25 mL/minuto, y la energia de
ionizacion (ESI) positiva de 45 unidades arbitrarias. El ion de IMI fue 256.16 m/z y el
tiempo de retencion fue de 8,20 minutos para las muestras de plasma y de 9,9 minutos
para las muestras de rifion e higado; el ion del estandar interno TPP fue 327,3 m/z, y el
tiempo de retencion del fue de 16 y 17,7 minutos en las muestras de plasma, rifion e
higado respectivamente. El limite de deteccidén (LD) se definid como la concentracion
mas baja a la cual el sistema analitico podia diferenciarla del nivel de base (ruido), y se
calculd en base a una relacion sefial/ruido 3:1. El limite de cuantificacion (LQ) se definio
como la minima concentracion cuantificable de la curva de calibracion y se calculo en

base a una relacion sefial/ruido 10:1 (Cheng et al., 2019).

3.2.4. Parametros hematoldgicos

El recuento de eritrocitos (RE) se realizd dentro de las 12 horas desde la dilucion
de la sangre en la solucion de Natt Herrick. El RE fue realizado por duplicado en una
camara de Neubauer mejorada. En un microscopio dptico (40x) se contd el nimero de

células en los cuatro cuadrados de la esquina y el cuadrado central (cada cuadrado esta
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dividido en 16 cuadrados mas pequefios), de la gradilla de la cAmara de Neubauer. El
namero total de eritrocitos se multiplico por 10.000 para obtener el nimero de células por

microlitro de sangre (Campbell, 2015).

La concentracion de hemoglobina (Hb) fue determinada con el método de
cianohemoglobina de Drabkin (Clark et al., 2009). La sangre colectada fue
inmediatamente diluida 1:200 en la solucion de Drabkin que contiene ferrocianuro y
cianuro potasicos (Biopur, Rosario, Argentina) El reactivo de Drabkin lisa los eritrocitos
y oxida todas las formas de Hb a cianometahemoglobina (HbCN) (con excepcion de la
sulfohemoglobina que se encuentra presente en cantidades minimas), a través de la

siguiente reaccion:
Hb (Fell) + Fe(CN)eK3 -----> Hb(Felll) + KCN -----> HbCN (estable)

Las muestras fueron incubadas al menos un dia en la solucion de Drabkin antes
de ser centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante
a 540 nm, y se calcul6 la concentracion de hemoglobina comparando contra una curva
realizada con un estandar de hemoglobina (HemogloWiener, Wiener Lab, Rosario,

Argentina).

El hematocrito (HTC) se calcul6 como el porcentaje de la fraccidn solida de la
sangre que contiene las células respecto al volumen total. EI HTC fue determinado luego

de centrifugar de capilares con sangre por 5 minutos a 10.000 g.

Los indices eritrocitarios: volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular media (HCM) y concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
fueron estimados a partir del HTC, Hb y RE a partir de las siguientes ecuaciones (Samour
et al., 2016):

VCM (fL) = (Her (L/L) / RE (10%2L)
HCM (pg)= [Hb (g/dL) *10] / RE (10*2L)
CHCM (g/dL) = Hb (g/dL) /Her (L/L)

Se realizaron dos frotis por ave para realizar el recuento total y diferencial de
leucocitos, y de microntcleos (MN). Cada frotis se dejé secar al aire libre, se fijo con

metanol y se tifid con la solucién de Wright-Giemsa (solucion comercial Biopack®)
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(Clark, 2009). Los frotis se recodificaron al azar para evitar sesgos en la toma de datos,
y todos los recuentos se realizaron sobre campos de células que estaban dispuestas en una
sola capa y con distribucion uniforme. El recuento leucocitario (RL) se hizo segun Lane
(1991) bajo un aumento de 40X, se conto el numero de leucocitos en 10 campos. Se
realizd un promedio de los 10 campos y se multiplicd por 2 para obtener el nimero de
leucocitos por microlitro (Dunbar, et al., 2005). El recuento diferencial de leucocitos se
expres6 como el porcentaje de cada tipo celular: linfocitos, heterdfilos, basofilos,
eosinofilos y monocitos; sobre un total de 100 células blancas contadas a 1000X. La
policromasia (PC) se estim6 como el nimero de eritrocitos policrométicos por 1000
eritrocitos, a partir de un total de 10 000 eritrocitos examinados a 1000X (Campbell,
2015).

3.2.5. Genotoxicidad: micronudcleos y ensayo cometa

Bajo un aumento de 1000X se realizé el recuento de MN utilizando los frotis
descriptos en las secciones anteriores. La frecuencia de MN se calculé contando el
namero de MN de un total de 8000 eritrocitos maduros; y se expresé como nimero de
MN /1000 células. Brevemente, se registraba la presencia de microntcleos si se cumplia
con el siguiente criterio de identificacion: diametro menor a 1/3 del didmetro del nucleo
principal; no reflectante; tincién de menor o igual intensidad que la del nucleo principal;
sin unién con el nacleo principal; sin superposicién con el nucleo principal; y el borde

del MN vy del nucleo principal debian ser distinguibles entre si (Fenech, 2000).

El ensayo cometa, o electroforesis alcalina de células individuales, es un método
sensible para estudiar el dafio al ADN. La técnica se basa en la visualizacion microscopica
del ADN después de que las células son embebidas en agarosa, lisadas y sometidas a una
electroforesis alcalina. Para realizar el ensayo cometa se utilizaron 20 pL de sangre
entera, y se siguié el procedimiento descripto por Singh (1996) con modificaciones
menores reportadas por Pérez-Iglesias et al., (2014). Los portaobjetos fueron tenidos con
SYBR® Safe (ThermoFisher Scientific, Invitrogen, Argentina) y examinados con el filtro
apropiado en un microscopio de fluorescencia Leica DM2500. El dafio genético fue
clasificado visualmente en cinco categorias, de acuerdo al grado de migraciéon del ADN
como: células sin dafio (tipo 0 y 1) y células dafiadas (tipos Il, 111 'y IV) (Cavas y Kénen,
2007). En total se analizaron 100 células por individuo, y se calculo el indice de dafio

genético (IDG) de acuerdo a la formula de Pitarque et al. (1999):
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IDG= (1*tipo | + 2* tipo Il + 3* tipo 11l + 4* tipo IV) / (Z tipo 0-1V)

3.2.6. Actividad enzimatica

Las actividades enziméticas de las colinesterasas (ChE), la catalasa (CAT) y el
glutation-S-transferasa (GST) fueron determinadas en higado, masculo, cerebro, plasma
y GR; siguiendo los protocolos de Brodeur et al. (2011, 2012, 2017). Los tejidos de
higado, musculo y cerebro fueron homogeneizados en frio en una solucion tampon
compuesta por 50mM de tris(hidroximetil)aminometano (pH 7,4), é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1mM, y 0,25M de sacarosa. Los homogenatos fueron
centrifugados por 10 minutos a 4°C para remover los restos celulares, y el sobrenadante
se utilizo para las determinaciones enzimaticas. La actividad de las ChE se midi6 de
acuerdo al método de Ellman (Ellman et al., 1961) el método se basa en el uso de
acetilcolina iodada como sustrato para reducir el acido 5 5-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB). EI cambio en la absorbancia se registr6 a 37°C y 412 nm, y la actividad
enzimatica fue calculada utilizando un coeficiente de extincién molar de 14150 M*cm™,
La actividad de la CAT se determind midiendo la caida de absorbancia resultante del
consumo de peroxido de hidrégeno a 240 nm y 37°C, y se utilizd un coeficiente de
extincion molar de 43,6 Mcm™. La actividad de la GST se midi6 utilizando 2,4-
dinitroclorobenceno (CDNB) como sustrato. Los cambios en la absorbancia se registraron
a 340 nmy 37°C, y la actividad enzimatica fue calculada con un coeficiente de extincién
molar de 9,6 mMZcm™. La concentracion de proteinas se midi6 segin el método de

Lowry (Lowry et al., 1951), y se us6 albumina bovina como estandar.

3.2.7. Andlisis estadistico

Los controles se agruparon para su andlisis debido a que no presentaron
diferencias significativas en el tiempo. Se verifico que el tiempo de muestreo no fuera
una variable significativa mediante un analisis ANOVA de una via, en el caso de que se
cumplieran los supuestos de normalidad y homocedacea de los datos. Los parametros:
MN, eosinofilos, MCH, MCHC, IDG, GST de cerebro y ChE de musculo, no cumplieron
con los supuestos de normalidad y homocedacea aun luego de transformados, por lo que

se realizo una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Los parametros bioguimicos, genéticos y hematologicos se analizaron mediante
una ANOVA de una via en el caso de que se cumplieran los supuestos de normalidad y
homocedacea de los datos. Algunas variables se transformaron para que cumplieran con
los supuestos de la siguiente manera: raiz cuadrada (PC, RL, MN, heterdfilos, linfocitos,
plasma GST, y musculo GST), logaritmo natural (MCV y cerebro GST), coseno (MCH
y linfocitos), tangente (HCT), y 1/x (musculo ChE). Cuyo hubo diferencias significativas
entre los tratamientos se realizd una prueba de contraste de Holm-Sidack. El valor de
significancia fue p < 0,05 en todos los casos. Todos los analisis estadisticos fueron

realizados con el software estadistico SigmaStat (SPSS, Chicago, IL, USA).

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Efectos subletales del IMI

La concentracion de IMI medida en la solucion madre fue de 21,25 + 0,685 mg/
mL (N=6). Como ese valor corresponde al 84,98% del valor nominal (25 mg/mL), se
utilizé el valor nominal para la totalidad de los anlisis realizados en este trabajo (USEPA,
2012c). En total se testearon 30 tordos musico: 13 machos y 17 hembras. El peso
promedio inicial de las aves fue de 38,37 0,531 g. No se encontraron diferencias
significativas en el peso de los animales asignados a los distinto tratamientos, ni entre los

machos y las hembras (p> 0,05).

Todos los individuos tratados presentaron sintomas de intoxicacién relacionados
al sistema nervioso a partir de los 30 minutos posteriores a la administracién del IMI, ya
fueran alteraciones en el aspecto o en la actividad (Figura 3.1). De menor a mayor grado
de intensidad, los sintomas observados fueron: plumas erizadas, movimientos
descoordinados, pérdida del equilibrio, disminucion de la actividad, incapacidad para
percharse, ojos entrecerrados, temblores, ojos cerrados, pico abierto, postura no erguida
con las alas y patas abiertas, falta total de movimiento, e imposibilidad de levantarse luego
de una caida. En la Figura 3.1A se muestra como la proporcién de animales que presentan
signos de intoxicacion aumenta gradualmente durante las dos horas que siguen la
administracion de IMI. Inmediatamente luego de la dosificacion solo un individuo
presento temblores, sin embargo, a las dos horas de la administracion del IMI, el 75% de
las aves presentaba algin signo de intoxicacién en respuesta a la ingesta de IMI. Por su

parte, la Figura 3.1B ilustra la movilidad de las aves y su ubicacién en la jaula. Se observa
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que, a partir de los 30 minutos después de la administracion de IMI, mas del 90% de las
aves se encuentran inmavil en el piso o en la percha. A las 48 horas, los tordos musicos
tratados parecian completamente recuperados, sin diferencias comportamentales con

respecto al grupo Control.
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Figura 3.1. A) Proporcidn de aves que presentd signos de intoxicacion y B) Uso
del espacio dentro de la jaula durante las primeras dos horas después de la administracién

de una dosis de 35mg IMI/kg a tordos musicos (Agelaioides badius).

3.3.2. Distribucion del IMI en plasmay 6rganos

Las concentraciones de IMI presentes en el plasma, higado y rifion a las 4, 12,
24 y 48 horas luego del tratamiento estan ilustradas en la Figura 3.2. EI IMI no se detecto
en ningun tejido de los individuos del grupo Control. La dinamica de la aparicion y
eliminacién de IMI fue similar entre los distintos tejidos examinados. En promedio las
concentraciones mas altas se detectaron entre las 4 y las 12 horas desde la administracién
de IMI. La maxima concentraciéon de IMI detectada en plasma fue de 19,3 pug/mL a las
12 horas. Mientras que en el higado y el rifidén los valores maximos se detectaron a las 24
horas y fueron 5,52 y 11,3 ug/g, respectivamente. En todos los momentos de muestreo,
las concentraciones de IMI registradas fueron mayores en plasma que en rifion, y las
concentraciones observadas en estos dos tejidos fueron mayores que las determinadas en
higado. A partir de las 24 horas, las concentraciones de IMI se redujeron
significativamente en la mayoria de los tejidos, y a las 48 horas casi no se detecto IMI en

los tejidos.
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Figura 3.2. Concentracion de imidacloprid en higado, rifion y plasma de
Agelaioides badius a las 4, 12, 24 y 48 horas luego de la administracién de una dosis de
35mg IMI/kg. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los tiempos

para el mismo 6rgano (p<0,05).

3.3.3. Parametros hematoldgicos

La Tabla 3.1 indica los valores obtenidos a los distintos tiempos de muestreo
para los parametros hematoldgicos e indices eritrocitarios determinados. De manera
general, el efecto sobre estos parametros de la administracion de una unica dosis de IMI
fueron transitorios y leves. Se observo un incremento transitorio en el RE, que era
significativo respecto al grupo control 12 horas luego de la dosificacion con IMI. EIHTC
presentd un comportamiento similar, encontrandose elevado respecto al grupo control a
las 4 y 24 horas luego la administracion de IMI, y volviendo a los valores similares con
los controles a las 48 horas. La Hb estuvo elevada respecto al grupo control a las 4 horas
desde la dosificacion, y retorn6 a los valores normales a partir de las 12 horas. Los tres

indices eritrocitarios evaluados: VCM, HCM y CHCM, se encontraron aumentados a las
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4 horas respecto al grupo control, y retornaron a los valores normales a partir de las 12

horas desde la ingesta de IMI. No se observaron diferencias significativas entre los tordos

masico del grupo control y los tratados con IMI en términos del RL total y diferencial, o

en el grado de policromasia (Tabla 3.2).

Tabla 3.1. Efecto de la administracién de una dosis Unica de IMI sobre los

parametros hematoldgicos (media + E.S.) de Agelaioides badius. Las letras diferentes

indican diferencias significativas entre los tiempos (p < 0,05). RE= recuento de

eritrocitos; HTC= hematocrito; Hb= hemoglobina; VCM= volumen corpuscular medio;

HCM= hemoglobina corpuscular media; CHCM= concentracién de hemoglobina

corpuscular media.

Control 4H 12 H 24 H 48 H

RE 1,96+0,335% 1,86 +0,873 2 4,43 +0,594 3,83 +0,488 2 3,82+1,12°2
(10%1L) (7) (6) (5) (5) (5)

HTC 37,88+548¢2 56,33+ 1,75° 52,24 +1512b 54,95 +2,76 ° 40,00 + 3,07 2
(%) ) (6) (6) 5) )

Hb 1280+1,51°2 20,82 +1,43° 15,44 £ 0,704 2 16,79 +1,08 2P 1495+1,16°2
(g/dL) (7) (6) (5) (5) )
VCM 205,9 + 28,3 2P 497,3 + 1422 123,0 + 16,45° 151,7 + 18,5° 132,3 +27,8°
(L) ™ 5) 5) 5) 6)
HCM 71,69+ 10,02° 167,2+51,7¢2 35,21 + 4,22 45,89 + 4,84° 49,46 + 10,2 &b
(Pg) (7) (5) (5) (4) (4)
CHCM 34,92 +1,582b 37,20+2,88¢ 29,48 + 0,644 30,50+ 0,769 &P 37,42 +10,2°
(g/dL) (7) (6) (6) (5) (5)

73



Tabla 3.2. Efecto de la administracién de una dosis Unica de IMI sobre el conteo

total y diferencial de leucocitos (media + E.S.) en Agelaioides badius. RL= recuento de

leucocitos; PC= policromasia.

Control 4H 12H 24 H 48 H
3,64+0,862 2,88+0,588 3,92+1,85 2,28+0,671  2,43+1,09
RL (10%L)
(7) (6) (%) (%) (5)
49,6 £7,91 49,5 + 4,45 55,6 + 6,44 43,1+7,16 40,4 £ 5,96
Heterdfilos (%)
() (6) (%) (%) (5)
40,0 +7,08 39,7 £ 4,97 34,4 +£541 4490+6,33  43,2+5,23
Linfocitos (%)
(7) (6) (5) (5) (5)
283+0,588 4,80+1,18 3,75+1,41 260+0,679 6,20+1,96
Eosindfilos (%)
() (6) (%) (%) (5)
594+1,15 4,64 +1,33 6,09+1,14 7,99+ 1,77 9,60+ 1,69
Basdfilos (%)
(7) (6) (5) (5) (5)
0,709+0,285 1,33+0,555 0,198+0,198 1,40+0,748 0,600 + 0,600
Monocitos (%)
() (6) (%) (%) (5)
771+0801 6,70+0,421 7,91+0,709 7,10+0,645 6,460,491
PC (%)
(7) (6) (%) (%) (5)

3.3.4.

Genotoxicidad: MN y ensayo cometa

En total se evaluo la presencia de micronucleos en 241.216 eritrocitos. No se

observaron diferencias significativas en la frecuencia de MNs observada en las aves

control y las tratadas con IMI; el promedio de MNs encontrado en cada 1000 células

(media = E.S.) correspondiendo a 1,69 (z 0,946) %o, y 1,62 ( 0,425) %o, respectivamente

(Figura 3.3). La Tabla 3.3 resume los resultados obtenidos a partir del ensayo cometa. En

total se evaluaron 2.989 celulas, y no se observaron diferencias significativas en el

porcentaje de células dafiadas o en el indice de dafio genético entre los tordos tratados con

IM1 y los del grupo control.
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Figura 3.3. Frecuencia de MN en eritrocitos de Agelaioides badius muestreados
a distintos tiempos luego de una dosis de 35 mg IMI/kg. A) Microntcleo (flecha), B)

Numero de micronucleos cada 1000 células. C: control.

Tabla 3.3. Numero de células sanguineas clasificadas segun el dafio genético

observado en el ensayo cometa y evaluadas en Agelaioides badius a distintos tiempos
luego de una dosis de 35 mg IMI/kg. IDG: Indice de dafio genético.

Control 4H 12H 24H 48 H
Grado de dafio
(nro. células)
0 27,1+122 433+131 21,0+£825 560+1,89 20,0+8,93
1 53,1+6,05 675+922 520+448 61,0+189 524+135
2 129+271 20,0x3,27 20,2+239 196+4,27 21,4+6,52
3 500£1,07 10,7+281 4,83+218 540+£1,17 6,402,227
4 043+0,30 1,33+0,72 0,33+0,21 1,40+0,93 0,60+0,40
(DOZ?O (Qrado2+3+4) 1939 31,48 26,0 29,22 27,96
IDG 1,01 1,41 1,11 1,34 1,14
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3.3.5. Actividad enzimatica

La administracion de IMI indujo una disminucién de la actividad de la GST en
el plasma, el musculo y el cerebro de las aves tratadas respecto a los controles, aunque no
altero la actividad de la GST en el higado y los eritrocitos (Figura 3.4). La disminucion
de la actividad de GST en el plasma y el musculo fue notable a partir de las 4 horas desde
la administracion del IMI 'y perdurd durante las 48h del experimento (Figuras 3.3b, 3.3c,
3.3d).

La actividad de las enzimas colinesterasas se midi6 en higado, plasma, musculo
y cerebro (Figura 3.5). Sélo en el masculo se observé una disminucion significativa de la
actividad de las colinesterasas en las aves tratadas con IMI respecto al control (Figura
3.5d). Por su parte, la actividad de la enzima CAT fue detectable solamente en el higado
y no se observaron diferencias significativas entre las aves dosificadas con IMI respecto

a las del grupo control (Figura 3.6).
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Figura 3.4. Actividad de la enzima GST en el plasma y en distintos tejidos del
tordo musico (Agelaioides badius) a distintos tiempos luego de la administracién de IMI.
A) higado; B) plasma; C) masculo; D) cerebro; E) eritrocitos. C: control. Las letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Los graficos que no incluyen letras

no presentan diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 3.5. Actividad de las enzimas ChE en plasma y distintos tejidos del tordo
musico (Agelaioides badius) determinados a distintos tiempos luego de la exposicion a
IMI. A) higado; B) plasma; C) musculo; D) cerebro. C: control. Las letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05). Los graficos que no incluyen letras no

presentan diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 3.6. Actividad de la enzima CAT en higado del tordo musico
(Agelaioides badius) determinada a distintos tiempos luego de la exposicion a IMI. C:

control.

3.4. DISCUSION

En el presente estudio se relacioné la presencia del IMI en los distintos tejidos
del tordo musico luego de una ingesta subaguda, con la respuesta temporal de parametros
bioquimicos, hematoldgicos y genotoxicos, con el objetivo de conocer mejor los efectos
bioldgicos inducidos por el IMI en aves paseriformes e identificar potenciales
biomarcadores de exposicion subaguda. La aparicion en el tiempo de IMI en los distintos
tejidos y 6rganos del tordo masico fue similar a lo reportado para otras especies de aves
no paseriformes como gallinas y codornices: el IMI se absorbié rapidamente, se
distribuy6 en todos los tejidos, y luego se elimind del organismo dentro de las 48 horas
desde su administracion (Banasiak, 2000; Bean et al., 2019; Roy et al., 2020).

En consistencia con la rapida absorcion del IMI, los efectos comportamentales
asociados a alteraciones del sistema nervioso aparecieron rapidamente, al igual que lo
reportado para otras especies (Addy-Orduna, et al., 2019; Franzen-Klein et al., 2020). A
los 30 minutos posteriores a la administracion del IMI, méas del 90% de las aves
presentaba algin signo de intoxicacion. La union del imidacloprid a los receptores
nicotinicos del sistema nervioso provoca una hiper-exitacion de las neuronas que se
traduce en movimientos descoordinados, pérdida de equilibrio, locomocion reducida, y

temblores, entre otros (Yamamoto y Casida, 1999; Tomizawa y Casida, 2005). La falta
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de movilidad observada por las aves tratadas, sumada a la baja proporcion de las aves que
se encontraban en la percha (menos del 50%) sugieren que, al menos en las primeras horas
luego de la ingesta del IMI las aves son incapaces de mantenerse perchadas. Los efectos
subletales del IMI observados en los tordos musico podrian tener consecuencias letales
en el ambiente, al impedir la busqueda de un refugio o escapar de un predador (Millot et
al., 2017).

La presencia de IMI en el tiempo siguio el mismo patron en el higado, el rifion
y el plasma. Las concentraciones de IMI ya eran las méaximas al momento de la primera
toma de muestras a las 4 horas, y se mantuvieron elevadas hasta las 12 horas luego de la
administracion. Tiempos similares fueron registrados por Roy et al., (2020) en gallinas,
en donde se observo la méxima concentracion de IMI en plasma a las 2 horas luego de la
administracion de IMI, y su eliminacion a partir de las 24 horas. Por otro lado, Bean et
al., (2019) reportan en codornices que las maximas concentraciones de IMI en varios
tejidos fueron observadas a la hora posterior a la administracion, siendo su eliminacién
casi total a las 8 horas. La diferencia respecto a los tiempos observados en las codornices
se debe probablemente a que los tordos masicos recibieron una dosis mayor de IMl,
demorandose mas su eliminacion del organismo: los tordos musico recibieron
concentraciones equivalentes al 63% de su DL50 (35 mg IMI/kg), comparado con las
codornices que solo recibieron el 3 'y 9% de su DL50 (0,9 y 2,7 mg IMI/kg
respectivamente). Estos resultados coinciden con los reportados por Hao et al. (2018) y
Roy et al (2020) que observaron que las concentraciones de IMI detectadas en el plasma
del gorrion corona blanca y gallinas, respectivamente, son dependientes de la dosis
sugiriendo que cuyo se administran concentraciones altas, se saturan los procesos de
biotransformacion y eliminacion, haciendo que la permanencia del IMI en el organismo
sea mayor. En general, los individuos del tordo musico presentaron una alta variabilidad
en las concentraciones de IMI a todos los tiempos. La mayor diferencia entre las
concentraciones de IMI se detecto en el rifidn a las 24 horas, donde el valor més alto fue
117 veces mayor que el méas bajo. Esto se debio principalmente a que a partir de las 24
horas algunos individuos presentaban concentraciones casi nulas de IMlI, lo indicé que

existe variacion individual en la absorcion, biotrasformacion y /o eliminacion.

La deteccion de residuos de IMI en los tejidos, indica su pasaje sistémico al
organismo, y sirve como biomarcador de exposicion. En el tordo mdsico, el tejido que

aparecio como el mejor indicador de la exposicion a IMI fue el plasma, ya que ahi se
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alcanzaron las mayores concentraciones. EI muestreo del plasma también presenta la
ventaja, en comparacion a otros tejidos, de que es posible de realizar sin sacrificar el
animal, algo que es muy valioso para los estudios a campo y los trabajos con especies
amenazadas. En este trabajo, ademas, la cantidad de plasma utilizada para realizar la
determinacion quimica del IMI (20 pL) fue menor que las cantidades reportadas
previamente en la determinacion de IMI en plasma (Taliansky-Chamudis et al., 2017,
Hao et al., 2018; Byholm et al., 2018), representa una ventaja para el monitoreo de aves
pequenias (< 50 g). En todos los tiempos de muestreo, la concentracion de IMI en el
plasma fue entre dos y cinco veces mayor que las concentraciones detectadas en rifion e
higado, respectivamente. Si bien los tiempos a los que ocurren las maximas
concentraciones de IMI en plasma dependerian de la dosis (Hao et al., 2018), el IMI es
eliminado del organismo rapidamente, por lo que la deteccion de IMI en el plasma de las
aves estaria indicando una exposicion reciente. Con el objetivo de maximizar la deteccién
de casos de exposicion en el ambiente, seria importante incorporar en investigaciones
futuras la determinacion del IMI en las heces. Ademas de ser un método no invasivo, en
un trabajo publicado recientemente (Roy et al., 2020), se demuestra que en las heces la
concentracion de IMI es detectada hasta 15 dias después de la exposicion. Sin embargo,
hay que considerar que en aves pequefias (< 50 g) la obtencion de la cantidad necesaria
de muestras en el campo puede no ser factible. Finalmente, incorporar a fututo la
deteccidon de los metabolitos del IMI (5-hidroxi-IMI y IMI-olefina) en las muestras
bioldgicas colectadas, contribuiria a un diagnostico mas sensible de casos de exposicion
en las aves, ya que se ha demostrado que el IMI es rapidamente metabolizado, y la
concentracion de los productos obtenidos es mayor que la del compuesto original a las
pocas horas desde la ingesta de IMI (Bean et al., 2019), y han sido detectados en los
tejidos hasta 15 dias después (Roy et al., 2020).

Los parametros hematolégicos son ampliamente utilizados para monitorear los
cambios fisiologicos y evaluar la salud de las aves con un minimo impacto negativo sobre
el individuo (Clark, 2009; Pistone, et al., 2017). El diagndstico basado en parametros
hematoldgicos es una herramienta muy sensible pero poco especifica, y por ello es
importante contar con valores de referencia (Samour et al., 2016). Hasta el momento, este
es el primer trabajo en reportar valores hematoldgicos para el tordo musico, aportando
herramientas para la evaluacion de la salud de las poblaciones silvestres. En general, los

valores del grupo Control se encontraron dentro de los limites reportados para otras
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especies de aves (Campbell, 2015; Clark et al., 2009; Samour et al., 2016). Por su parte,
las aves tratadas con IMI exhibieron alteraciones en los valores de RE, HTC, y Hb, y en
los indices eritrocitarios derivados de esos valores (Tabla 3.1 y 3.2). En general se observé
un incremento transitorio de estos valores entre las 4 y las 24 horas desde la
administracion del IMI; coincidiendo con los momentos de mayor concentracion de IMI
en los tejidos. Estos resultados son coherentes con un cuadro de policitemia relativa
(Tabla 3.1: incremento transitorio de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito) y coincide
con el diagnostico de una deshidratacion momentanea, probablemente debida al malestar
general (Campbell, 2015). Existe escasa bibliografia sobre la respuesta de los parametros
hematoldgicos a dosis subagudas de IMI (Kataria et al., 2016). En estudios de toxicidad
cronica, Lopez-Antia et al. (2013) reporta una disminucion en el HTC en perdices luego
de 10 dias de exposicion a IMI; mientras que Siddiqui, (2004), Balani et al. (2011), y
Sasidhar et al. (2014) no reportan cambios en los parametros hematologicos luego de la
administracion de IMI por 28 dias a gallinas, a excepcion de un incremento en el recuento

leucocitario, indico una respuesta inmune.

Por el contrario, existe numerosa bibliografia que reporta el efecto del IMI sobre
el ADN en el corto plazo, en peces (Ge et al., 2015; Iturburu et al., 2017; Tian et al.,
2018), anfibios (Feng et al., 2004; Pérez-Iglesias et al., 2014; Ruiz De Arcaute et al.,
2014) y mamiferos (Feng et al., 2005; Kataria et al., 2016). En el presente trabajo, los
biomarcadores de genotoxicidad evaluados no indicaron diferencias significativas entre
los individuos tratados con IMI y el grupo control (Figura 3.2 y tabla 3.3). Los resultados
obtenidos coinciden con los observados por Bean et al. (2019), que no detectaron dafio
oxidativo del ADN (concentracion de 8-OHdG, 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina) en sangre,
higado y cerebro de codornices, luego de 1, 4 y 24 horas desde la administracion del IMI.
En las aves, la posible formacion de MNs depende de la proliferacion de las células
sanguineas, que tarda entre 25 y 45 dias (Scanes, 2014), y la tasa de recambio diario de
células no supera el 3% (Glomski y Pica, 2016). Si se considera que que existe una
frecuencia basal de MNs en las aves silvestres (Zufiga-Gonzalez et al., 2000; Baesse et
al., 2015; Quero et al., 2016), es posible que el tiempo transcurrido desde la
administracion del IMI no haya sido suficiente para detectar cambios en la frecuencia de
MNs entre las aves tratadas y el grupo control (Wolf et al., 2002). En futuras
investigaciones, una alternativa para evaluar el efecto genotdxico del IMI en el corto

plazo, seria evaluar las células de la médula d6sea, ya que es el 6rgano donde se generan
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las células sanguineas, y en donde se esperaria una respuesta mas rapida (Alimba y
Bakare, 2016; Olayemi y Jagun, 2014).

La variacion de las colinesterasas por efecto del IMI ha sido previamente
reportada en higado, plasma y cerebro de gallinas, palomas y ratas; tanto en experimentos
cronicos como agudos (Abu Zeid et al., 2019; Kapoor et al., 2014; Lonare et al., 2014;
Vohra et al., 2014). En el presente trabajo, solo las ChE presentes en el musculo
presentaron una disminucion en su actividad respecto al grupo control. En el musculo, las
ChE provienen de los nervios de la placa motora, por lo que la disminucion de su actividad
podria estar relacionada con la alteracion del sistema nervioso (Nassar, 2016). Por otro
lado, Rawi et al., (2019) no detecta variacion en la actividad de las ChE en plasma hasta
luego de las 72 horas de administrado el IMI, por lo que es posible que la duracion del
experimento no haya sido suficiente para detectar cambios en la actividad enzimética de

las ChE en el resto de los tejidos.

De manera similar, la actividad de la GST disminuyd en el cerebro, musculo y
plasma de los individuos tratados con IMI respecto a los individuos del grupo control. En
los animales quimicamente estresados, tanto el aumento como la disminucion de la
actividad de la GST son posibles, dependiendo del tipo de la sustancia quimica, de la
dosis y del tiempo de exposicion (Drobne et al., 2008). En este caso es posible que el
estrés oxidativo provocado por el IMI haya causado la inhibicién de la enzima GST
disminuyendo su actividad luego de la exposicion (Brodeur et al., 2011; Wang et al.,
2018). Resultados similares fueron observados en ratas administradas con IMI donde la
actividad de la GST se recuperd luego de la administracion de curcumina, un extracto
vegetal considerado antioxidante (Lonare et al., 2014). En base a los resultados obtenidos,
la determinacion de la actividad de la GST seria un potencial biomarcador inespecifico
de efecto, especialmente teniendo en cuenta que el efecto sobre la actividad enzimatica
perdurd aun cuyo el IMI habia sido eliminado del organismo (48 horas), lo cual representa

una ventaja para el monitoreo de aves en el campo.

Los experimentos realizados en este trabajo demostraron que, en el tordo musico,
el IMI es rapidamente absorbido, distribuido por el plasma a los rifiones y al higado vy,
consecutivamente, eliminado dentro de las 48 horas. Durante este periodo, la actividad
enzimatica en respuesta al IMI en tejidos como musculo y cerebro, indico que el IMI se

distribuyé también hacia esos 6rganos como fue reportado en gallinas y codornices (Bean
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etal., 2019; Roy et al., 2020). El presente trabajo resalta la utilidad de dos biomarcadores
para la evaluacion de la exposicion al IMI en las aves: la deteccion del IMI en plasma y
la actividad de la enzima GST. La deteccion de IMI en el plasma indicaria una exposicion
reciente (dentro de las 48 horas) o repetida a IMI, mientras que la alteracion de la enzima

GST indicaria un efecto inespecifico sobre el individuo.

Finalmente, la rapida aparicién de efectos comportamentales asociados a la
alteracion del sistema nervioso resalta la importancia de realizar un estudio mas
exhaustivo de los efectos del IMI sobre el comportamiento, del cual podrian surgir nuevos
indicadores del efecto del IMI en las aves paseriformes.

Considerando que las aves de los ambientes agricolas se encuentran amenazadas
por la expansién de la agricultura y el uso de plaguicidas, la deteccion temprana de la
exposicion es de vital importancia, ya que no solo afecta la salud de un individuo, sino
que podria tener consecuencias a nivel poblacional afectando la supervivencia o la
reproduccion de las aves. En este contexto el presente trabajo aporta informacion sobre
los efectos bioldgicos asociados a la distribucion del IMI y en un ave paseriforme, y
propone la deteccién del IMI en plasma y la actividad de la enzima GST como
biomarcadores para la deteccion de casos de exposicion subaguda al IMI, al aportar

herramientas para la conservacion de las aves silvestres.

84



4. CAPITULO 3. Caracterizacion de la respuesta fisioldgica y
comportamental al consumo de semillas tratadas con el insecticida
imidacloprid en el tordo musico (Agelaioides badius).

4.1. INTRODUCCION

Los insecticidas neonicotinoides surgieron en la década del 90 como respuesta
ante la creciente resistencia de las plagas a los insecticidas organoclorados y
organofosforados (Goulson, 2013). Debido sus propiedades sistémicas, los
neonicotinoides fueron adoptados para el tratamiento de las semillas de los grandes
cultivos extensivos como soja, maiz, girasol, y trigo, entre otros. Rapidamente, los
neonicotinoides se posicionaron entre los insecticidas méas vendidos en el mercado
mundial (Jeschke et al., 2011; Bass et al., 2015). Si bien el tratamiento de semillas elimina
la necesidad de fumigar sobre grandes superficies, en los Gltimos afios, el uso global de
los neonicotinoides ha contribuido a su dispersién en el ambiente (Wood y Goulson,
2017). Cuando las semillas tratadas con neonicotinoides son sembradas, solo una pequefia
fraccion (~5%) del ingrediente activo permanece en la semilla y se trasloca a los tejidos
de la planta en crecimiento, mientras que el resto pasa al ambiente circundante (Sur and
Stork, 2003; Radolinski et al., 2018). Asi se ha detectado la presencia de neonicotinoides
en el suelo (Bonmatin et al., 2005, 2014; Schaafsma et al., 2015; Limay-Rios et al., 2016),
y en los cuerpos de agua cercanos a los campos de cultivo, (Hladik et al., 2014; Anderson
et al., 2015; Morrissey et al., 2015; Humann-Guilleminot et al., 2019). Incluso la
vegetacion silvestre presente en los campos de cultivo es capaz de acumular
neonicotinoides del suelo a traves de las raices y traslocarlos al polen y néctar de las flores
(Greatti et al., 2006; Krupke et al., 2012; Botias et al., 2015).

Actualmente, es un tema de preocupacion que los organismos no blanco que
habitan las zonas aledafas a los cultivos, se encuentren afectados por la presencia de los
neonicotinoides en el ambiente (Pisa et al., 2017). EI modo de accién por el cual los
neonicotinoides controlan a los insectos plaga, es a través de la unién a los receptores
nicotinicos post sinapticos, causandoles paralisis y muerte. Diferencias en la composicion
de los receptores y de su localizacion en el sistema nervioso, hacen que los insectos sean
mas sensibles al efecto de los neonicotinoides que los vertebrados (Tomizawa y Casida,

2005). Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado la presencia de efectos

85



perjudiciales de los neonicotinoides sobre los vertebrados, y en especial en las aves
(Mineau y Palmer, 2013; Gibbons et al., 2015).

Las aves se encuentran expuestas a los neonicotinoides directamente a traveés del
consumo de semillas tratadas que quedan disponibles en los lotes de cultivo. La
exposicion resulta de dos fendmenos: Por un lado, los derrames de semillas desde las
maquinas sembradoras son comunes y dejan pequefias acumulaciones de semillas en el
terreno. A su vez, luego de la siembra, algunas semillas no son enterradas, y quedan en la
superficie con mayor abundancia en los bordes de cultivo (de Snoo y Luttik, 2004; Lopez-
Antia et al., 2016; Roy et al., 2019; Lennon et al., 2020). La disponibilidad de semillas
tratadas en los bordes del cultivo aumenta el riesgo de exposicion, ya que muchas aves
utilizan los bordes como refugio o sitio de nidificacion y suelen alimentarse en los limites

del cultivo (Giacomo y Casenave, 2010).

En este contexto, el peor escenario para las aves ocurre cuando la exposicion a
los neonicotinoides es suficiente para alcanzar la mortalidad, como ya se ha reportado
para varias especies en distintos lugares del mundo (Berny et al., 1999; Millot et al., 2017;
Botha et al., 2018). Sin embargo, en un escenario menos drastico, aunque la cantidad
ingerida de neonicotinoides no sea letal, pueden desencadenarse una serie de efectos
subletales fisioldgicos que afectan la salud, la supervivencia y la reproduccion de las aves
en el ambiente, (Gibbons et al., 2015; Pisa et al., 2017). Las recientes detecciones de
neonicotinoides en aves de distintos grupos tréficos (Taliansky-Chamudis et al., 2017;
Bishop et al., 2018, 2020; Byholm et al., 2018; Hao et al., 2018; MacDonald et al., 2018;
Graves et al., 2019; Humann-Guilleminot et al., 2019b; Lennon et al., 2020), indica que
en la actualidad las aves se encuentran expuestas a dosis subletales de neonicotinoides en

distintas partes del mundo.

El IMI imidacloprid (IMI) es el primer neonicotinoide comercializado y es el
mas toxico para las aves (Jeschke et al., 2011; Addy-Orduna et al., 2019). Los efectos
subletales de la ingesta del IMI en las aves son numerosos e implican alteraciones
bioquimicas, inmunoldgicas, fisioldgicas y reproductivas, entre otras (Revisado por Pisa
etal., 2017 y Wang et al., 2018). Efectivamente, se han reportado alteraciones del sistema
inmunoldgico en gallinas y perdices tratadas con IMI (Balani et al., 2011; Lopez-Antia
et al., 2013), asi como alteraciones bioquimicas y estrés oxidativo (Siddiqui et al., 2007;
Kammon et al., 2010; Balani et al., 2011; Badgujar et al., 2013; Sasidhar et al., 2014;
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Gupta et al., 2017). Estudios realizados en machos silvestres de bengali rojo expuestos a
IMI, reportaron alteraciones del sistema enddcrino y efectos en el desarrollo de caracteres
sexuales secundarios (Mohanty et al., 2017; Pandey et al., 2017). Finalmente, gallinas y
perdices expuestas a IMI presentaron disminuciones en la tasa de fertilidad, en el tamafio
de los huevos y hasta retraso en el crecimiento de los embriones (Lopez-Antia et al., 2015,
2013; Hussein y Singh, 2016; Gobeli et al., 2017). Dentro de los efectos del IMI en las
aves, se incluyen anormalidades comportamentales asociadas a alteraciones del sistema
nervioso como falta de reaccion, hipersensibilidad, temblores, desorientacion y retraso en
la migracion (Addy-Orduna et al., 2019; Eng et al., 2017, 2019; Franzen-Klein et al.,
2020).

En los capitulos previos de esta tesis, se demostré que existe un alto riesgo de
que las aves paseriformes que habitan las zonas cultivadas de la region Pampeana de
Argentina, puedan ingerir tanto una dosis letal, como una dosis subletal de IMI a traves
del consumo de semillas tratadas. En el Capitulo 1 se caracterizo el efecto agudo del IMI
utilizando como modelo experimental al tordo musico (Agelaioides badius) (Brodeur y
Poliserpi, 2017); y se evaluo el riesgo de que las aves paseriformes alcancen la letalidad
al alimentarse de semillas tratadas con IMI (Poliserpi, et al, 2020). En el Capitulo 2, se
caracterizaron los efectos subletales que ocurren inmediatamente luego de la
administracion forzada de una dosis subletal de IMI. En este tercer capitulo, el objetivo
es caracterizar los efectos subletales del IMI en las aves paseriformes en un escenario mas
realista: a través del consumo de semillas tratadas. Previamente, se observd que los
individuos que habian sido alimentados con semillas tratadas con una dosis de referencia
de 3 g IMI/ kg de semillas, murieron rapidamente (Cap. 1). Los objetivos especificos de
este trabajo fueron: 1) evaluar el consumo diario de semillas tratadas con IMI ofrecidas
ad libitum as a aves en condiciones de cautiverio; 2) caracterizar el efecto de la ingesta
de una dosis subletal de IMI sobre el comportamiento de las aves; 3) caracterizar los
efectos biologicos inducidos por la ingesta de IMI, mediante la determinacion de una serie
de pardmetros hematoldgicos, biogquimicos y genéticos; 4) identificar potenciales
biomarcadores para el reconocimiento de la exposicién subletal de las aves al IMI en

condiciones de campo.
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Tratamientos experimentales y preparacion de las semillas

Las semillas fueron tratadas con el producto comercial Confidor® OD (Bayer)
que contiene 20% de imidacloprid (N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-
dihydroimidazol-2-yl]nitramida, CAS. Nro. 13826-41-3) suspendido en una mezcla
patentada de surfactantes, emulsionantes y aditivos de composicion reservada. Los
tratamientos experimentales fueron definidos de la siguiente manera: primero se calculo
el promedio de las distintas concentraciones de uso recomendadas en Argentina
(SENASA, 2020) para el tratamiento de las semillas de distintos cultivos de granos
comunes en la regién pampeana (avena, trigo, soja, girasol, maiz, sorgo y alfalfa) (Tabla
4.1). De esta manera, se definid que, en la practica, se utiliza una concentracion promedio
de 2,8 g de IMI/ kg semilla (sem.) para el tratamiento de semillas. En el Capitulo 1 de
esta tesis se expusieron a tres tordos musicos a semillas tratadas con 3 g de IMI/ kg sem
y todos alcanzaron la mortalidad entre los tres y los cinco dias. En base a estos resultados,
se definio utilizar dos concentraciones experimentales de 0,075 y 0,45 g IMI/kg sem. que
corresponden respectivamente al 2,5 % y el 15% de la concentracion promedio de 3 g de
IMI/ kg sem.

De acuerdo con las instrucciones de uso del formulado comercial, la solucién
para preparar las semillas con la concentracion baja se prepar6 diluyendo 420 uL de
Confidor OD® en 40,5 mL de agua destilada. Esta solucién fue luego asperjada sobre
1200 g de semillas de mijo pelado, para obtener semillas de mijo tratadas con una
concentracion de 0,075 g IMI/kg sem. Por su parte, la solucion para para preparar las
semillas con la concentracién mas alta se prepar6 diluyendo 1,8 mL de Confidor OD® en
39 mL de agua destilada, los cuales fueron asperjados sobre 1200 g de semillas de mijo
pelado, para obtener semillas de mijo tratadas con una dosis de 0,45 g IMI/kg sem. Las
semillas tratadas fueron secadas a temperatura ambiente durante un dia antes de ser
fraccionadas. Se separaron alicuotas de 15 g que fueron almacenadas a -20°C hasta su
uso en los dias siguientes. El dia anterior a ser usadas, las semillas tratadas fueron
descongeladas y almacenadas a 4° C. Dos alicuotas de 10 g, de cada tratamiento, fueron
separadas y almacenadas a -20°C para ser usados en la confirmacién analitica de la

concentracion de IMI presente en las semillas.

88



Tabla 4.1. Rango y promedio de concentraciones de IMI aprobadas para el

tratamiento de semillas de los distintos cultivos de la Regién Pampeana.?

Rango de aplicacion ~ Promedio de aplicacion

Cultivo
(g IMI/kg sem.) (g IMI/kg sem.)

Alfalfa 4,30 - 3,00 3,50
Avena 1,05 - 1,50 1,28
Girasol 3,00 - 5,00 4,00
Maiz 3,00 - 6,40 4,70
Soja 0,30-0,42 0,36
Sorgo 4,50 - 640 5,45
Trigo 0,36 —0,85 0,61
Total 0,30-6,40 2,84

2 (SENASA, 2020)

4.2.2. Diseno experimental

La captura y el mantenimiento de los tordos musicos (Agelaioides badius) en el
laboratorio se realiz6 de acuerdo a la metodologia detallada en el Capitulo 1 de esta tesis.
Tordos musicos adultos fueron alimentados durante siete dias con semillas de mijo
tratadas con IMI (Figura 4.1). El dia anterior al comienzo del experimento, cada tordo fue
colocado en una bolsa de algodon y pesado con una balanza de resorte (Pesola®) con una
exactitud de + 1 g; y a Ultima hora del dia se les retird la comida de las jaulas. Las aves
fueron asignadas al azar a los siguientes tratamientos: Control: 0 mg IMI/kg de semilla
(N=9), Tratamiento 1 (T1): 0,075 g IMI/kg sem. (N=10), y Tratamiento 2 (T2): 0,45 g
IMI/kg sem. (N=10). Todas las mafianas entre las 9 y 11 horas se colocaron 15 g de
semillas tratadas con IMI y al dia siguiente, a la misma hora, se recolectaron las semillas
que quedaban en el comedero y en la base de la jaula. EI comportamiento de los tordos
musicos dentro de la jaula fue evaluado los dias 2 y 6 del experimento. En estos dias, la

totalidad de los individuos de cada grupo fueron filmados durante 9 minutos entre las
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11:00 y las 15:00 horas. Las filmaciones se realizaron luego del recambio de alimento
diario y, de manera de disminuir el disturbio, se esperaron al menos 5 minutos desde que
el personal saliera del laboratorio para comenzar a filmar. Para evitar generar un sesgo,
los individuos fueron filmados en un orden aleatorio, sin considerar el tratamiento que
recibian. Durante todo el experimento, se evaluo diariamente la supervivencia de las aves.
El Gltimo dia de la exposicion, las aves fueron pesadas con el mismo procedimiento que
se utilizo al principio del ensayo. Se calculd la variacion del peso corporal (pc) de cada
individuo, como la diferencia entre el peso inicial y el peso final expresado en términos
de porcentaje de variacion respecto del peso inicial. Luego de siete dias de exposicion,
las aves fueron eutanasiadas en una camara de didxido de carbono y decapitadas, de
acuerdo con las guias de bienestar animal (Fair et al., 2010). La manipulacion de las aves
y los protocolos de trabajo fueron aprobados por el comité institucional de cuidado animal
(CICUAE- INTA permiso #32/ 2017).

Alimentacidén con semillas tratadas

Peso

‘ Inicio del experimento
v Filmacién para analisis de comportamiento

A Eutanasiay toma de muestras

Figura 4.1. Esquema del disefio experimental.

4.2.3. Consumo diario y estimacién de la dosis ingerida

El consumo diario (CD) de cada ave se estimd de acuerdo a la siguiente
ecuacion:
CD= (10 g- sem.jaula)*1000/ pc
Donde:

10 g: cantidad de semillas ofrecidas diariamente.
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sem.jaula: semillas que quedaron en la jaula luego de 24 horas.

pc: peso corporal promedio.

El consumo diario se expres6 como g de sem./ kg pc. A partir de las
concentraciones analiticas de IMI en las semillas y del consumo diario, se calculé para

cada individuo la dosis diaria de IMI ingerida de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Dosis Diaria= (CD*conc.)/ 1000

Donde:
CD: consumo diario de semillas (g sem./kg pc).

Conc.: concentracion nominal de IMI de las semillas de cada tratamiento.

La dosis diaria se expresé como mg IMI/ kg pc.

4.2.4. Comportamiento

Para cada individuo, los 9 min de filmacidn fueron clasificados segun el sector
de la jaula en el cual se encontraba. Los videos se analizaron con el programa ANY-maze
Behavioural Tracking Software y se registrd el tiempo en segundos que cada tordo
permanecio en: 1) la percha: el ave estaba en la percha o perchado en los barrotes de la
jaula, 2) el piso: el ave se encontraba en el piso, y 3) el comedero: el ave estaba posada
en el comedero con la cabeza adentro del comedero (Figura 4.2). A partir de los registros
obtenidos, se calcularon tres parametros: el porcentaje del tiempo total que las aves

permanecieron en 1) la percha, 2) el piso o 3) el comedero.
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Figura 4.2. Jaula experimental donde se realizaron las filmaciones.

4.2.5. Toma de muestras

Luego de la eutanasia, se colectd sangre mediante puncion cardiaca utilizando
una aguja 25 G acoplada a una jeringa de 1 mL heparinizada. Dos alicuotas de sangre de
10 pL fueron diluidos 1:200 en la solucion de Natt Herrick para realizar el recuento de
eritrocitos. Para la determinacién de hemoglobina, otras dos alicuotas de 10 uL de sangre
fueron diluidas 1:200 en la solucién de Drabkin que contiene ferrocianuro y cianuro
potasicos (Biopur, Rosario, Argentina). Ademads, con otra porcion de la sangre
recolectada, se llenaron dos capilares heparinizados para estimar el hematocrito y se
realizaron dos frotis por ave para realizar el recuento total y diferencial de leucocitos, de
micronucleos, células binucleadas y el grado de policromasia. Cada frotis se dejo secar al
aire libre, se fijé con metanol y se tifid con la solucion de Wright-Giemsa (solucion
comercial Biopack®) (Clark, 2009). La sangre restante fue centrifugada a 10.000g por 5
minutos y el plasma fue separado y almacenado a -80°C para su posterior analisis.
Finalmente, se extrajo y pesoé el higado para calcular el indice hepatosomatico (IHS) como
el peso del higado/peso corporal. En base a la observacion de las génadas se registro el
sexo de los individuos y se tomaron muestras de cerebro, higado, rifion y muasculo del

pecho y de la pata, que fueron almacenadas a -80° C hasta su analisis bioguimico.
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4.2.6. Parametros hematologicos

El recuento de eritrocitos (RE), hematocrito, hemoglobina, y sus indices
derivados, el recuento total y diferencial de leucocitos, y el grado de policromasia, se

realizaron de acuerdo a la metodologia detallada en el Capitulo 2 de esta tesis.

4.2.7. Genotoxicidad

A partir de los frotis sanguineos se evaluaron la frecuencia de microndcleos
(MN) y de células binucleadas (BN) como indicadores de genotoxicidad. La frecuencia
de MN se calculd contando el nimero de MN de un total de 8000 eritrocitos maduros
examinados a 1000X; y se expresd6 como nimero de MN /1000 células. Finalmente se
contod el numero de células binucleadas (BN) de un total de 8000 eritrocitos examinados
a 1000X. Las BN se registraron cuando se observaron dos nucleos de igual tamafio e
intensidad de tincién, con o sin contacto entre ellos (Quero et al., 2016). EI nimero de

BN se expresé cada 1000 eritrocitos.

4.2.8. Actividad enzimatica y dafio oxidativo

Las actividades enzimaticas de las colinesterasas (ChE), la catalasa (CAT) y la
glutation-S-transferasa (GST) fueron determinadas en higado, musculo, cerebro, rifién y
plasma; siguiendo los protocolos de Brodeur et al. (2011, 2012, 2017), como fue detallado

en el Capitulo 2 de esta tesis.

El grado de peroxidacion lipidica (LPO) en los tejidos fue medido mediante la
cuantificacion de malonaldehido (MDA), el principal producto de la peroxidacion, segun
el método de Buege y Aust (1978). EI MDA reacciona con el acido tiobarbitdrico (TBA),
y forma un complejo color rosado MDA-TBA que tiene absorbancia a 535 nm. La
concentracion de MDA se estim6 utilizando un coeficiente de extincion de 156 mM™

cm Ly los resultados fueron expresados como umol MDA/ mg proteina.

4.2.9. Determinacion analitica de IMI en las semillas
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La concentracion en IMI de las semillas tratadas con Confidor OD® fue verificada
analiticamente, extrayendo su contenido de IMI segun el siguiente procedimiento: Se
dejo en un bafio ultrasénico por 30 minutos 1,0 g de semillas tratadas inmerso en una
mezcla de 1 mL de agua destilada y 10 mL de acetonitrilo conteniendo 1% de acido
acetico, 0,5 g de acetato de sodio y 2 g de sulfato de magnesio. Luego, se centrifugo la
solucién a 3500 rpm por 10 minutos. Se tomo6 1 mL del sobrenadante que fue disuelto en
1 mL de agua de grado-HPLC en un tubo de vidrio, y la solucién resultante fue filtrada
con una membrana de nylon de 0,22 um. Los andlisis se realizaron inyectando 20 pL de
la solucion final. La curva de calibracion se realizé fortificando semillas sin tratar con
distintas concentraciones de una solucion estandar de IMI (PESTANAL® (Merck,

Alemania), y sometidas al proceso de extraccion descripto anteriormente.

La concentracion de imidacloprid fue determinada mediante Cromatografia
Liquida de Ultra-Resolucion/Espectrometria de Masas (UPLC-ESI-MS/MS). Se utilizé
una columna Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 100 x 2,1 mm), Waters™. Las fases
moviles fueron agua (fase A) y metanol (fase B), ambas modificadas con acetato de
amonio 0,1 mM and 0,01% acido formico. El flujo de la columna fue de 0.2 mL min?y
el gradiente de elucion, con el porcentaje de cambio de la fase B, fue el siguiente: 0 min,
0%; 0,5 min, 0%; 3,5 min, 100%; 4,5 min, 100%; 5,0 min, 0%; and 6 min, 0%. La

temperatura de la columna se mantuvo constante a 35°C.

Para la deteccidbn MS/MS, se utilizd el modo de ionizacion positivo con un
voltaje del capilar de 3,5 kV. El gas de colisién utilizado fue Argdn 99.995% con una
presion de 4,04x102 mbar en la celda T-Wave. El flujo de gas del cono y de desolvatacion
fueron optimizados a 60 L h't y 600 L h'%, respectivamente. La temperatura del gas de
desolvatacion fue 400° C, y la temperatura de la fuente 120° C. El escaneo se realizd con
una frecuencia de 0,1 segundos. Para procesar los datos obtenidos fueron analizados con
el software Masslynx NT v 4.1 (Waters™). Los limites de deteccion y cuantificacion

fueron 0,006 y 0.01 pg/g, respectivamente.

4.2.10. Andlisis estadistico

Las variables evaluadas mas de una vez sobre el mismo individuo en el tiempo,

como el consumo de semillas y los parametros de comportamiento, fueron comparadas
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entre tratamientos y entre dias mediante un analisis de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas (RM), luego de corroborar los supuestos de normalidad y esfericidad de los
datos. Para algunas variables, fue necesario transformarlas para que cumplieran con los
supuestos. Las trasformaciones empleadas incluyeron: raiz cuadrada (porcentaje de
tiempo en el comedero), log (x +1) (tiempo de permanencia en el piso, en la perchay en

el comedero).

La variacion del peso corporal, los parametros hematologicos, de genotoxicidad,
enzimaéticos, y de dafio oxidativo fueron comparados entre tratamientos mediante una
ANOVA de una via luego de controlar que se cumplieran los supuestos de normalidad y
homocedacea de los datos. Algunos parametros fueron transformados de la siguiente
manera para que cumplieran con los supuestos: 1/x (MCV, MCH vy proteinas cerebro);
cos X (MDA cerebro), y raiz cuadrada (MN, BN, Eosindéfilos, Basofilos, y GST cerebro).
El IHS se evalué mediante una ANOVA de dos vias comparando entre tratamientos y por
sexo. En ambos anélisis de ANOVA, cuando se detectaron diferencias significativas entre
los tratamientos se realiz6 una prueba de contraste de Holm-Sidack para identificar cuales

eran los grupos que diferian.

Para evaluar si existia una relacién entre la dosis y la respuesta de los pardametros
comportamentales, hematoldgicos, bioquimicos, y genotdxicos, se realizd una
correlacion de Pearson con la dosis promedio de IMI ingerida durante el periodo de
exposicion. En los andlisis de correlacion se utilizaron los datos combinados de las aves
de todos los tratamientos, incluidos los del grupo control. En todos los casos el valor de
significancia fue p < 0,05. Todos los anélisis estadisticos fueron realizados con el
software SigmaStat (SPSS, Chicago, IL, USA).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Contenido de IMI en las semillas

La concentracion analitica del T1 (promedio £ E.E.) fue de 0,088 + 0,022 g IMI/
kg sem., y correspondio al 117,3% del valor nominal (0,075 g IMI/ kg sem.). Por su parte,
la concentracion analitica del T2 (promedio + E.E.) fue de 0,39 £+ 0,023 g IMI/ kg sem.,
y correspondié al 86,7% del valor nominal (0,45 g IMI/ kg sem.). Debido a que la
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diferencia entre las concentraciones nominales y analiticas de IMI fue menor al 20%, para

todos los célculos se utilizaron las concentraciones nominales (USEPA, 2012).

4.3.2. Consumo diario de semillas y dosis ingeridas

En total se evaluaron 13 hembras y 18 machos. El peso promedio inicial de los
individuos (promedio + D.E.) fue de 38,21 + 3,42 g, y no se observaron diferencias en el

peso inicial de los distintos tratamientos, ni entre machos y hembras

La Tabla 4.2 presenta el promedio de la dosis diaria de IMI ingerida por las aves
de cada tratamiento, asi como la dosis acumulada durante los siete dias de exposicion.
Los individuos de los tratamientos 1y 2, ingirieron respectivamente cada dia un promedio
de 9,76 + 0,412, y 38,23 £ 3,16 mg IMI/kg pc (promedio = E.E). Estas dosis diarias
representando respectivamente el 17,1 y el 66,9% de la DL50 de 57,11 mg IMI/kg pc
calculada en el Capitulo 1 (Poliserpi et al., 2021). Un individuo del grupo T2 murio luego
de tres dias de exposicion, siendo su consumo total de semillas tratadas de 8,06 g, lo que
equivale a una dosis total de 100 mg IMI/kg pc (175% DL50).
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Tabla 4.2. Dosis diaria ingerida y dosis acumulada en el tiempo (promedio +
E.E) en Agelaioides badius expuestos a semillas tratadas con IMI. Tratamiento 1: 0,075
g IMI/ kg semillas, Tratamiento 2: 0,45 g IMI/ kg semillas.

Dosis acumulada
(mg IMI/kg pc)

Dosis diaria
(mg IMI/kg pc)

Tratamiento 1

Dia1l 8,12 +£0,731 8,12 +0,731
Dia 2 8,36 + 0,625 16,6 + 1,31
Dia 3 7,01 + 0,643 23,7+1,79
Dia4 8,90 + 0,407 32,6 +2,14
Dia5 7,33 +0,332 39,9+2,38
Dia 6 7,94 £ 0,334 47,8 +2,60
Dia7 9,77 +0,418 57,6 + 2,96
Tratamiento 2

Dia1l 40,6 £3,81 40,6 £3,81
Dia 2 34,1+291 74,7 £5,03
Dia 3 34,6 + 3,88 109,4 £ 6,20
Dia 4 51,0 £ 5,50 162,1 + 8,25
Dia5 38,5+ 4,53 200,7 £ 10,2
Dia 6 47,2 +4,99 2479+ 12,8
Dia7 61,6 + 6,15 3095+ 14,4

El consumo diario de semillas tratadas (promedio + E.E.), fue de 116,0 £ 3,36 g;
109,7,0 £ 2,86 g y 98,3 + 3,81 g semillas/ kg pc para los grupos control, T1 y T2
respectivamente. La Figura 4.3 ilustra el consumo diario de semillas tratadas de cada
grupo experimental. De manera general, se observé una oscilacion en el consumo de
semillas a lo largo del experimento, donde los dias cuatro y siete fueron los de mayor
consumo para todos los grupos. Durante los primeros tres dias, los individuos del grupo
T2 consumieron significativamente menos semillas que los del grupo control (Figura 4.3).
Sin embargo, se observo que el consumo de las aves del grupo T2 aumento gradualmente
con el tiempo, pasando de representar el 69% del consumo del grupo control el primer
dia, hasta normalizarse y ser igual al consumo de los controles en el Gltimo dia del ensayo.
Por otro lado, el grupo de individuos expuestos al T1l no presentd diferencias

significativas en el consumo respecto al grupo control (p> 0,05).
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Figura 4.3. Consumo diario (promedio = E.E) del tordo musico (Agelaioides
badius) expuestos a semillas de mijo tratadas con IMI. C: control; T1: 0,075 g IMI/ kg

sem.; T2: 0,45 g IMI/ kg sem. Letras diferentes indican diferencias significativas.

4.3.3. Peso corporal

La Figura 4.4 muestra la variacién de peso observada en las aves de cada
tratamiento respecto a su peso inicial, luego de 7 dias de exposicion. Si bien se observo
una disminucién en el peso de las aves de todos los grupos, esta disminucion fue
significativamente mayor para los individuos del T2 (Figura 4.4A), que presentaron una
disminucion de peso del 11% en comparacién a una variacion del 2,97 y 3,82% para los
grupos control y T1, respectivamente. Sin embargo, se observé una correlacion negativa
significativa entre la pérdida de peso y la dosis ingerida (r = -0,548, p=0,00256, N=28)
(Figura 4.4B). Respecto al IHS, no se observaron diferencias significativas entre sexos ni
entre tratamientos (total df =27; tratamiento p= 0,243; sexo p= 0,538; interacciéon p=
0,225, datos no ilustrados).
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Figura 4.4. Variacion de peso corporal del tordo musico (Agelaioides badius)
luego de siete dias de exposicion a semillas de mijo tratadas con IMI. A) Variacién de
peso corporal por tratamiento (promedio + E.E), B) Variacion de peso corporal individual
en funcién de la dosis diaria promedio ingerida. C: control, T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2:

0,45 g IMI/ kg sem. Letras diferentes indican diferencias significativas.

4.3.4. Comportamiento

Durante las primeras 48 horas, varias de las aves tratadas con la dosis mas alta
presentaron plumas erizadas y 0jos entrecerrados, mientras que entre los individuos
tratados con la dosis baja y el grupo control, no se observaron alteraciones en el aspecto.
Pasadas las 48 horas, no se observaron diferencias en el aspecto de las aves entre los
tratamientos, excepto por algunos individuos del grupo T2 que presentaron
ocasionalmente las plumas erizadas. Diariamente, cuando ocurria el recambio de
alimento, siempre se observo que todos los individuos se dirigian rapidamente hacia el

comedero a comer, aun cuando antes del recambio les quedaba comida en el comedero.

La Figura 4.5 representa las variables comportamentales analizadas para cada
tratamiento durante la exposicion a las semillas tratadas. De manera general, siempre que
las aves se encontraban en el piso, se observaban activas: tomando agua, caminando y
picoteando el papel colocado en la base de la jaula, en un comportamiento exploratorio.
Cuando se encontraban en la percha, los tordos presentaban menor movilidad que cuando

en el piso; permanecian inmdvil en la percha, acomodaban las plumas con el pico
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(acicalamiento); se desplazaban un poco a lo largo de la percha o realizaban saltos
pequefios entre los barrotes de la jaula y la percha. Finalmente, cada vez que se
encontraron en el comedero, se observo a las aves perchadas en el comedero, comiendo
las semillas. La alimentacién de los tordos implicé movimientos alternados entre, inclinar
el torso adentro del comedero para tomar las semillas, y erguirse mientras manipulaban
la semilla y la tragaban (aunque en las filmaciones no se logré ver las semillas, se
observaron movimientos del pico y la cabeza que indicaban que los tordos se estaban

alimentando).

DIA 2
Control T1 T2 Comedero
Piso
Percha
8%
22%
39% 37% 2%
12%
539% 66%
21%
DIA 6
Control T1 T2
17% 14%
30% -
46%
54% 32%

53%
17%

Figura 4.5. Comportamiento del tordo musico (Agelaioides badius) los dias 2 y
6 de exposicion a semillas tratadas con distintas concentraciones de IMI. T1: 0,075 g IMI/
kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem.

Durante la exposicion a las semillas tratadas se observé que cada grupo
experimental distribuy6 su tiempo de manera distinta entre los sectores de la jaula, y se
observo una tendencia de cada grupo a pasar la mayor proporcién del tiempo en un sector
especifico (Figura 4.5). Los individuos del grupo control distribuyeron su tiempo de la
siguiente manera piso> percha> comedero, ocupando el 53% del tiempo en el piso. Los

individuos del grupo T1, en cambio, presentaron la siguiente distribucién del tiempo
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percha> comedero> piso, siendo el 66% la proporcidn de tiempo en la percha. Finalmente,
los individuos del grupo T2 distribuyeron su tiempo en el comedero> percha > piso,
aungue la distribucion del tiempo entre el comedero y la percha fue similar y represento
el 42 y 37% del tiempo, respectivamente. El sexto dia de exposicion, los individuos del
grupo control mantuvieron la misma distribucion: piso> percha> comedero, con el 53%
del tiempo en piso y un aumento del doble del tiempo en el comedero respecto al segundo
dia. El grupo T1, por su parte, siguié manteniendo la mayor proporcién de su tiempo en
la percha (54%) pero, a diferencia de lo observado el segundo dia, aumenté la proporcion
del tiempo en el piso y disminuyo el tiempo en el comedero y en la percha. Por Gltimo, el
grupo T2 mantuvo un patrén de comportamiento parecido al del segundo dia, las
proporciones de tiempo pasadas en la percha y el comedero siendo similares y

correspondiendo al 46 y 37% respectivamente

En la Figura 4.6 se presentan las comparaciones entre tratamientos del tiempo
que las aves pasaron en cada sector de la jaula. El segundo dia de exposicion, las aves del
grupo control permanecieron en el piso un porcentaje de tiempo significativamente mayor
al de los dos tratamientos (Figua 4.6A). También se observé que los tordos de T2 se
encontraban en el comedero una proporcion de tiempo mayor a la de T1 y del grupo
control (Figura 4.6B). No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
en cuanto a la proporcién de tiempo que las aves se encontraron en la percha (Figura
4.6C). El sexto dia de exposicion a las semillas tratadas, solo los individuos del grupo T2
estuvieron en el piso una proporcion del tiempo significativamente menor respecto al
grupo control, el grupo T1 habiendo aumentado el tiempo pasado en este compartimiento.
Respecto a la proporcién del tiempo en el comedero, se observé lo mismo que en el
segundo dia: el grupo T2 present6 una proporcién significativamente mayor del tiempo
en el comedero respecto al resto de los tratamientos. El sexto dia tampoco se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos en la proporcion del tiempo que las aves
se encontraron en la percha. En la Tabla 4.3 se presentan las correlaciones de Pearson
entre las variables comportamentales y la dosis de IMI ingerida. Existié una correlacion
positiva significativa con la proporcion de tiempo en el comedero el segundo dia, y una

correlacion negativa significativa con la proporcion de tiempo en el piso el sexto dia.
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Figura 4.6. Comportamiento (promedio + E.E) del tordo musico (Agelaioides
badius) expuesto a semillas tratadas con distintas concentraciones de IMI. A) proporcion
de tiempo en el piso, B) proporcion de tiempo en el comedero, C) proporcion de tiempo
en la percha. C: control, T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem. Letras

diferentes indican diferencias significativas.

Tabla 4.3. Correlacion de Pearson obtenida entre las variables
comportamentales del tordo musico (Agelaiodies badius) evaluadas a los 2 y 6 dias de
exposicion a semillas tratadas con IMI, y la dosis diaria promedio de IMI ingerida a través
del consumo de semillas tratadas por siete dias. En italica se indican las correlaciones

significativas.

Proporciénde  Proporcion de Proporcién de

tiempo el tiempo en el tiempo en la
comedero piso percha
Dia 2
Dosis r 0,559 0,274 -0,206
p 0,0045 0,175 0,313
N 26 26 26
Dia 6
Dosis
r 0,321 -0,478 0,207
p 0,110 0,0136 0,311
N 26 26 26
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4.3.5. Parametros hematologicos

En la Tabla 4.4, se presentan los resultados obtenidos con respecto a los
parametros hematologicos: ninguno de los pardmetros analizados presentd diferencias
significativas entre los controles y los tratamientos (p> 0,05). En la Tabla 4.5 se presentan
las correlaciones de Pearson entre la dosis diaria promedio ingerida por las aves de los
distintos grupos y los parametros hematoldgicos. No se observaron correlaciones

significativas entre los parametros hematoldgicos y la dosis diaria promedio de IMI.

Tabla 4.4. Efecto del tratamiento de semillas con IMI sobre parametros
hematoldgicos (promedio + E.E.) de Agelaioides badius. T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2:
0,459 IMI/ kg sem. RE= recuento de eritrocitos; HTC= hematocrito; Hb= hemoglobina;
VCM= volumen corpuscular medio; HCM= hemoglobina corpuscular media; CHCM=

concentracion de hemoglobina corpuscular media.

Control T1 T2
3,53+0,26
RE (10%/L) 2,85+ 0,48 3,17+ 0,39
45,72 £ 1,84
HTC (%) 42,28 £3,86 46,66 + 2,24
Hb (g/dL) 15,13+ 1,19 13,00+ 1,52 14,90 + 0,89
VCM (fL) 13,36 £ 0,76 15,86 + 2,18 18,90 £ 4,55
HCM (pg) 43,06 + 1,84 47,07 + 5,56 46,46 + 3,92
CHCM (g/dL) 32,83 +1,86 30,20 £ 1,25 31,81 + 0,86
Policromasia (%) 7,81 +£0,55 8,36 + 0,55 6,77 £ 0,59
Recuento de leucocitos (%o) 3,05+0,48 449 +0,61 3,74 +0,32
Heterdfilos (%) 36,57 + 5,39 43,32+ 7,70 51,07 £5,12
Linfocitos (%) 57,71+ 5,74 52,80 + 7,89 44,85 + 5,06
Eosindfilos (%) 3,18 £ 0,69 1,49 £ 0,46 2,02+0,31
Basofilos (%) 1,00 + 0,30 0,97 £0,40 0,62 £0,17
Monocitos (%) 1,54 £ 0,39 1,42 £ 0,29 1,45+ 0,24
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Tabla 4.5. Correlacion de Pearson obtenida entre los pardmetros hematoldgicos e
indices eritrocitarios del tordo musico (Agelaiodies badius) y la dosis diaria promedio
de IMI ingerida a través del consumo de semillas tratadas por siete dias. RE= recuento
de eritrocitos; HTC= hematocrito; Hb= hemoglobina; VCM= volumen corpuscular
medio; HCM= hemoglobina corpuscular media; CHCM= concentracién de

hemoglobina corpuscular media.

Parametros hematolégicos vs Dosis

diaria promedio ' P N
RE -0,0416 0,833 28
HTC 0,102 0,606 28
Hb 0,0687 0,728 28
VCM 0,0032 0,987 28
HCM -0,0016 0,993 28
CHCM 0,0172 0,931 28
Policromasia -0,356 0,0633 28
Recuento de leucocitos 0,0539 0,785 28
Heterofilos 0,300 0,120 28
Linfocitos -0,278 0,151 28
Eosinofilos -0,183 0,351 28
Basofilos -0,172 0,382 28
Monocitos -0,00181 0,993 28
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4.3.6. Genotoxicidad

La Tabla 4.6 muestra los valores obtenidos con respecto a los parametros de
genotoxicidad. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p>
0,05), y no se observé correlacion significativa entre los pardmetros de genotoxicidad y
la dosis diaria promedio de IMI (Tabla 4.7).

Tabla 4.6. Efecto del tratamiento de semillas con IMI sobre pardmetros de
genotoxicidad (promedio * E.E.) de Agelaioides badius. T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2:
0,45 g IMI/ kg sem.

Control T1 T2
Células binucleadas (%0) 1,35+ 0,439 1,07 £ 0,315 0,462 £ 0,192
Microntcleos (%o) 0,513+ 0,190 0,749 £ 0,295 0,331£0,117

Tabla 4.7. Correlacion de Pearson obtenida entre los parametros de
genotoxicidad del tordo musico (Agelaiodies badius) y la dosis diaria promedio de IMI

ingerida a través del consumo de semillas tratadas por siete dias.

Parametros de genotoxicidad vs

Dosis diaria promedio ' P N
Células binucleadas -0,314 0,104 28
Microntcleos -0,167 0,394 28

4.3.7. Actividad enzimatica y dafio oxidativo

En la Figura 4.7 se muestra la actividad de la enzima GST medida en diferentes
tejidos. Se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica del musculo
del pecho, donde se observd un incremento de la actividad en el grupo T1 respecto al

control, y una tendencia similar en el grupo T2 (p= 0,053) (Figura 4.7D). No se
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observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica de la GST entre los
tratamientos en el resto de los tejidos evaluados. No se observaron correlaciones
significativas entre la dosis diaria promedio ingerida por los distintos individuos y la
actividad de la GST (Tabla 4.8).
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Figura 4.7. Actividad de la enzima GST en el plasma y en distintos tejidos
(promedio + E.E) del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI. A) higado; B) cerebro; C) rifidn; D) musculo del pecho; E) musculo de
la pierna; F) plasma. C: control, T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Los graficos que no incluyen

letras no presentan diferencias significativas entre los tratamientos.
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Tabla 4.8. Correlaciéon de Pearson obtenida entre la actividad enzimatica y el
dafio oxidativo (contenido de MDA) en distintos tejidos del tordo musico (Agelaiodies
badius), y la dosis diaria promedio de IMI ingerida a través del consumo de semillas
tratadas por siete dias.

Dosis diaria promedio

r p N
Actividad de GST
Higado 0,351 0,0668 28
Cerebro -0,0087 0,965 28
Rifion 0,168 0,393 28
Musculo pecho 0,148 0,454 28
Musculo pierna 0,236 0,228 28
Plasma -0,0251 0,899 28
Actividad de ChE
Higado -0,215 0,272 28
Cerebro -0,0248 0,900 28
Rifi6n -0,103 0,602 28
Musculo pecho 0,161 0,413 28
Musculo pierna 0,187 0,342 28
Plasma -0,0894 0,651 28
Actividad de CAT
Higado 0,267 0,170 28
Rifion -0,234 0,230 28
Contenido de MDA
Higado -0,000077 1,00 28
Cerebro -0,430 0,0252 27
Rifion -0,0483 0,807 28
Musculo pecho 0,00153 0,994 28
Musculo pierna -0,0735 0,710 28
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La Figura 4.8 presenta la actividad de las enzimas ChE medidas en diferentes
tejidos. No se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica entre los
tratamientos. Tampoco se observo correlacion significativa de la dosis diaria promedio

ingerida, y la actividad de la ChE en los distintos tejidos (Tabla 4.8).

80 400 30
g 2 =
= B
&5 o =
=1 o
=3 S g 5%
5 & o0 £ & 300 o =
[ E = o
g 3B -] 2%
: 5 c B 5 &
7 7 2 7o
& 5 40 & 2 200+ 2 E
£ 3 £ g Z 2
3= ISE=! o =
Q= Q= =
- v =
2 2 =t = ©
=] - 2 2
=] §_ 20 = 5 1009 2 5
,g ~ g Q=
= 2 £
K= =t =
51 151 2
< ol < o |
C Tl T2 C Tl T2 ¥ T1
‘Tratamiento ‘Tratamiento Iratamiento

=
1
o
=
=1

e
g2 z &
< il i

del pecho (pmol/min/mg proteina)
g

Actividad de colinesterasas en
plasma (umol/min/mg proteina)

de la pierna (pmol/min/mg proleina)

Actividad de colinesterasa en el musculo
Actividad de colinesterasas en el muisculo

C T1 2 C T1 T2 C T1 T2

Tratamiento Tratamiento Tratamiento

Figura 4.8. Actividad de las enzimas ChE en el plasma en distintos tejidos
(promedio + E.E) del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI. A) higado; B) cerebro; C) rifién; D) musculo del pecho; E) muasculo de
la pierna; F) plasma. C: control, T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem.
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La actividad de la enzima CAT fue detectable en el higado y en el rifion (Figura
4.9). No se observaron diferencias significativas entre tratamientos en la actividad de la
CAT en el higado y rifion. Tampoco existio correlacion significativa entre la dosis diaria

promedio, y la actividad enzimatica de CAT en el higado o rifién (Tabla 4.8).
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Figura 4.9. Actividad de la enzima CAT en tejidos (promedio + E.E) en A)
higado y B) rifion, del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI. C: control, T1: 0,075 g IMI/ kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem.

En la Figura 4.10 se presenta el dafio oxidativo de los tejidos medido como el
contenido de MDA. No se observaron diferencias significativas en el contenido de MDA
entre los tratamientos, en ninguno de los tejidos evaluados. Se observo una correlacion
negativa significativa correlaciones significativas entre el contenido de MDA y la dosis
diaria promedio de IMI ingerida (Tabla 4.8).
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Figura 4.10. Contenido de MDA en los distintos tejidos (promedio + E.E) del
tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas tratadas con IMI. A) higado;
B) cerebro; C) rifion; D) muasculo del pecho; E) muasculo de la pierna. C: control, T1:
0,075 g IMI/ kg sem., T2: 0,45 g IMI/ kg sem.

4.3.8. NOAEL y LOAEL de los efectos observados

La dosis diaria promedio mas baja que causo alteraciones en las respuestas de
los individuos respecto a los grupos control fue determinada como LOAEL (low observed
adverse effect level), mientras que la dosis mas baja a la cual no se observaron diferencias

respecto al grupo control se determind como NOAEL (no observed adverse effect level).

En la Tabla 4.9 se resumen los efectos del IMI en los parametros evaluados en
los tordos musico expuestos a semillas tratadas durante siete dias. La disminucion del
tiempo pasado en el piso, que demuestra un comportamiento exploratorio en las aves, y
el aumento de la actividad de la GST del mdsculo del pecho, fueron las respuestas las mas
sensibles a la ingestion de IMI ya que, para estos parametros, la LOAEL correspondio a

T1: 8,22 mg IMI/kg pc/dia. Por otro lado, hubo una disminucion del consumo de alimento
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y del peso corporal, acompafiados por un incremento en el tiempo que las aves se
encontraron en el comedero presentando un comportamiento de alimentacion, para los
cuales se establecio la dosis del T1 como el NOAEL vy la dosis del T2 como LOAEC
(44,22 mg IMI/kg pc/ dia).

Tabla 4.9. Dosis diaria de IMI a la que no se observaron efectos adversos
(NOAEL) y a la que se observaron efectos adversos (LOAEL) en Agelaioides badius
expuestos a semillas tratadas. T1: 8,22 mg IMI/kg pc/dia estimado a partir del tratamiento
de semillas 0,075 mg IMI/kg sem.; T2: 44,22 mg IMI/kg pc/dia estimado a partir del

tratamiento de semillas de 0,45 mg IMI/kg sem.

Efecto NOAEL LOAEL
| Consumo diario T1 T2
|  Peso corporal T1 T2
1 GST musculo pecho Tl
| Tiempo en el piso Tl
1 Tiempo en el comedero Tl T2

4.4. DISCUSION

Durante siete dias los tordos musicos fueron alimentados con semillas tratadas
con IMI a concentraciones de 0,075 y 0,45 g de IMI/kg sem., que representan
respectivamente al 2,5 y 15% de la concentracion promedio de 3 g IMI/kg sem se utiliza
en la actualidad para el tratamiento de semillas en los cultivos de granos mas comunes de
la region Pampeana. La exposicion a semillas tratadas causé la muerte de un individuo
luego de ingerir una dosis total de 100 mg IMI/kg pc (175% DL50) en tres dias, y
desencadeno efectos subletales en las aves de los dos tratamientos como: disminucion en
la ingesta de alimento, pérdida de peso corporal, y alteraciones bioquimicas y

comportamentales. El uso de concentraciones inferiores a las utilizadas normalmente en
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el tratamiento de semillas simul6 un escenario en el que solo el 2,5 0 15% de las semillas
consumidas estarian tratadas. El disefio experimental de este trabajo permitio evaluar los
efectos de la ingesta de una dosis subletal de IMI simulando una situacion real, con la
ventaja de poder estimar la dosis diaria ingerida por cada individuo, respecto a un disefio

en el que se ofreciera a las aves una mezcla de semillas tratadas y sin tratar.

Durante los primeros tres dias de exposicion, se observé que las aves expuestas
a la dosis mas alta de IMI (T2) tuvieron un consumo de semillas inferior al resto de los
individuos. La disminucion en la ingesta de alimento coincidio con el periodo en el que
las aves del grupo T2 presentaron las plumas erizadas y los ojos entrecerrados.
Alternativamente, se observé que, pasadas las 72 horas de exposicion, cuando ya no se
observaban alteraciones en el aspecto ni signos de intoxicacion, los tordos tratados
reestablecieron su consumo de alimento. De manera conjunta, estos resultados indican
que los tordos probablemente dejaron de alimentarse temporalmente debido al malestar

provocado por el IMI'y no por una aversion a las semillas tratadas.

Efectivamente, la ausencia de aversion de los tordos por las semillas tratadas
quedo evidenciada al documentar que los individuos del grupo T1 siempre tuvieron un
consumo igual al del grupo control, a pesar de consumir Unicamente semillas tratadas, y
que los individuos del grupo T2, normalizaron su consumo a partir del cuarto dia y hasta
el final de la exposicién. Ademas, se observo a las aves tratadas dirigirse hacia el
comedero cuando se hacia el recambio de alimento, y se las vio alimentandose en las
filmaciones realizadas. Estos resultados son coherentes con los resultados obtenidos en el
Capitulo 1 de esta tesis, y refuerzan el concepto de que los tordos musicos no presentan
aversion innata por las semillas tratadas con IMI. Los resultados obtenidos en este trabajo
se corresponden, ademas, con estudios en otras especies que demostraron que, a dosis
similares a las utilizada el presente estudio, la aversion es baja o nula y, cuando ocurre,
es una respuesta al malestar que genera la ingesta de IMI y no una respuesta innata (Avery
et al., 1994; Lopez-Antia et al., 2013). En el ambiente, la falta de aversion inicial
incrementa el riesgo de intoxicacion por IMI, ya que las aves no son capaces de distinguir

las semillas tratadas de las sin tratar.

Con respecto al peso corporal de las aves, se observo una correlacion positiva
entre la dosis de IMI ingerida y la pérdida de peso a lo largo de los siete dias de

exposicion. Una disminucion del peso similar ha sido previamente reportada en otras
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especies de aves tratadas con IMI, la cual fue relacionada a una disminucién en el
consumo de alimento (Lopez-Antia et al., 2014; Addy-Orduna et al., 2019; Eng et al.,
2019; Franzen-Klein et al., 2020). No obstante, considerando que los individuos
expuestos a la dosis mas baja de IMI consumieron la misma cantidad de semillas que los
individuos del grupo control, la pérdida de peso podria deberse al gasto metabdlico de
eliminar y compensar los efectos del IMI en el organismo (Eng et al., 2019). La pérdida
de peso causada por la ingesta de IMI podria tener consecuencias negativas sobre las aves,
por ejemplo, retrasando la migracion al prolongar las paradas de alimentacion (Eng et al.,
2019), o afectando su reproduccion, ya que las aves invierten grandes cantidades de

energia durante ese periodo (Williams y Ternan, 1999).

En el Capitulo 2 de esta tesis, se sugiri6 el uso de la actividad de la enzima GST
como biomarcador, al encontrarse su actividad disminuida en el musculo, higado, cerebro
y plasma de los tordos. En el presente capitulo, la actividad de la enzima GST solo resultd
aumentada en el musculo del pecho a diferencia de lo observado previamente.
Considerando que la actividad de la enzima GST es muy variable y puede aumentar o
disminuir dependiendo de la dosis y del tiempo de exposicion (Drobne et al., 2008), de
ser utilizada como biomarcador, deberia estar acompafiada de una bateria de parametros
que puedan indicar de manera integrada la salud de las aves en el ambiente. Por otro lado,
la alteracion de la enzima GST, podria estar indicando dafio oxidativo, como ha sido
reportado previamente (Wang et al., 2018). De manera general, el conjunto de los
pardmetros analizados que podrian indicar dafio oxidativo como la actividad de las
enzimas GST, CAT vy el contenido de MDA, no apuntan a un efecto oxidativo claro, ya

que no se observaron diferencias entre las aves control y las aves tratadas.

Respecto a la actividad de las enzimas ChE, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los tejidos estudiados, a diferencia de lo reportado en otros
trabajos con aves (Wang et al., 2018; Rawi et al., 2019). En el tordo mausico, los
parametros hematoldgicos evaluados, no variaron en las aves tratadas con IMI respecto a
las aves del grupo Control. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con otros
estudios, donde la respuesta de los parametros hematolégicos a la exposicion a IMI fue
escasa (Siddiqui et al. 2007; Balani et al., 2011; Lopez-Antia et al. 2013; Sasidhar et al.
2014). Finalmente, los parametros de genotoxicidad evaluados tampoco resultaron
afectados por la exposicion a IMI, a diferencia de lo observado en otros grupos de

vertebrados como peces (Ge et al., 2015; Iturburu et al., 2017; Tian et al., 2018), anfibios
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(Feng et al., 2004; Pérez-Iglesias et al., 2014; Ruiz De Arcaute et al., 2014) y mamiferos
(Feng et al., 2005; Kataria et al., 2016).

Durante la exposicion a las semillas tratadas se observd que cada grupo
experimental distribuy6 su tiempo de manera especifica entre los distintos sectores de la
jaula, lo cual implic6 comportamientos especificos. El segundo dia de exposicion, las
aves tratadas pasaron la mayor proporcién del tiempo en la percha (grupo T1) y en el
comedero (grupo T2). El sexto dia se observé en el grupo T1 una transicién hacia un
aumento del tiempo en el piso (aunque la mayoria del tiempo lo ocupd en la percha), y en
el grupo T2, un aumento del tiempo en la percha en detrimento del tiempo en el comedero.
Por su parte, las aves del grupo control siempre presentaron una mayor proporcion del
tiempo ubicados en el piso de la jaula. Cuando las aves se encontraron en el piso
(principalmente las del grupo control) se observaron activas en un comportamiento
exploratorio, recorriendo y “buscando” con el pico en el piso de la jaula. Aunque este
comportamiento no se evalud especificamente, la diferencia del tiempo que las aves
tratadas permanecieron en el piso fue significativamente menor respecto a las del grupo
control. EI comportamiento exploratorio es un rasgo propio de la personalidad de las aves
relacionado con la capacidad de incorporar informacion sobre el ambiente que las rodea,
explorar nuevos territorios, e interactuar con otros individuos (Dingemanse y De Goede,
2004; Maldonado et al., 2012). La disminucion en la proporcion del tiempo que las aves
permanecieron en el piso pudo deberse al malestar generado por la ingesta de IMI,
principalmente el segundo dia, haciendo que los tordos eligieran zonas de la jaula que
implicaran comportamientos con menor movilidad (Franzen-Klein et al., 2020; Roy et
al., 2020b). Por otro lado, existen estudios que relacionan el despliegue del
comportamiento exploratorio con la concentracion de la hormona corticosterona en
sangre o heces (Baugh et al., 2012; Carere et al., 2010; Moyers et al., 2018). Hasta el
momento, solo Bean et al. (2019) reportaron valores de corticosterona en aves a las que
se les administrd IMI, sin detectar diferencias significativas entre los tratamientos. En su
trabajo Bean et al., administraron una unica dosis de IMI, y los niveles de corticosterona
se midieron dentro de las 24 horas posteriores. Sin embargo, Pandey et al. (2015, 2017)
luego de exponer aves a alimento tratado con IMI durante 30 dias, concluyen que el IMI
actla como disruptor endocrino, y reporta alteraciones en la hipéfisis de aves tratadas,
una de las glandulas involucrada en la regulacion de corticosterona. En su trabajo, Pandey

et al., reportan alteraciones comportamentales relacionadas al cortejo y al canto durante
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la etapa reproductiva. En base a los resultados observados, seria interesante evaluar el
efecto del IMI especificamente sobre el comportamiento exploratorio de los tordos, y

determinar si las alteraciones se relacionan con los niveles de corticosterona.

La alimentacidn de las aves es un comportamiento especifico relacionado con la
necesidad de cubrir la demanda metabolica (Lovette y Fitzpatrick, 2016). El aumento en
el tiempo de alimentacidn observado en las aves tratadas podria estar asociado con el
aumento del gasto energético que requiere el organismo para eliminar el IMI (Eng et al.,
2019). Particularmente en el grupo T2, la proporcion de tiempo que las aves
permanecieron alimentandose fue mayor que la del grupo control, correspondiendo al 42
y 37% los dias 2 y 6 de exposicion, respectivamente. Sin embargo, el aumento del tiempo
en el comedero del grupo T2 no se vio reflejado en un aumento del consumo de semillas,
e incluso el segundo dia de exposicion el consumo fue menor respecto al resto de los
tratamientos. Es posible que la exposicion al IMI haya afectado la eficiencia de
alimentacion de los tordos al aumentar el tiempo que las aves necesitaron para ingerir la
misma cantidad de semillas que el resto de los tratamientos. Las alteraciones en el sistema
nervioso causadas por la union reversible del IMI y sus metabolitos a los receptores
nicotinicos, afectan al sistema nervioso y a la placa neuromotora, y quizas esto podria
afectar la capacidad de las aves de manipular las semillas. (Tomizawa y Casida, 2005;
Simon-Delso et al., 2015). En base a estos resultados, seria interesante realizar un estudio

mas detallado de la manipulacién e ingestion de alimentos.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la ingesta de semillas
tratadas, con dosis menores de IMI a las cominmente utilizadas, genera efectos subletales
en los tordos musico, y la falta de aversidn observada, refuerza la evidencia de que si las
semillas se encuentran disponibles en el ambiente, las aves se alimentaran de ellas (Berny
et al., 1999; Lopez-Antia et al., 2016; Millot et al., 2017; Botha et al., 2018; Lennon et
al., 2020b). El conocimiento y la caracterizacion de los efectos subletales es esencial para
entender como se ven afectados los individuos y las poblaciones de aves que habitan los

agroecosistemas.

En el presente trabajo, se demostré la presencia de efectos subletales
comportamentales, bioquimicos y energéticos en tordos que consumen solamente 2,5 -
15% de su dieta como semillas tratadas. Los efectos comportamentales aparecieron

rapidamente y perduraron a lo largo del experimento. El uso del piso en la jaula, asociado
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al comportamiento exploratorio de las aves, disminuyd a partir del segundo dia de
exposicion a las semillas tratadas. Al mismo tiempo, el incremento del tiempo que las
aves permanecieron en el comedero sugiere una eficiencia menor en la alimentacion con
posibles consecuencias sobre la supervivencia (Avery et al., 1994; Millot et al., 2015;
Eng et al., 2019). Finalmente, la ingesta de semillas tratadas con IMI afecto los
pardmetros relacionados al presupuesto energético de los tordos como el peso corporal y
el consumo de alimento, y la actividad de la enzima GST, que podrian afectar procesos
bioldgicos esenciales como la reproduccién, la migracion o la supervivencia (Williams y
Ternan, 1999; Ferretti et al., 2019).

Este trabajo se demuestra que si un tordo consume al menos el 2,5% de su dieta
como semillas tratadas se desencadenan efectos subletales, principalmente
comportamentales, que podrian afectar negativamente a las poblaciones de aves que
habitan los agroecosistemas, en especial a las especies paseriformes. La rapida aparicion
de efectos comportamentales, asi como la alteracion de los parametros bioquimicos y
energéticos a dosis pequefias, resalta la necesidad urgente de regular la practica del
tratamiento de semillas con IMI utilizada a escala global (Wood and Goulson, 2017), ya
que procesos bioldgicos esenciales como la reproduccidn, la migracion o la supervivencia

podrian verse alterados.
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5. CAPITULO 4. Exposicion crénica de tordos musicos (Agelaioides
badius) a semillas tratadas con imidacloprid y caracterizacion de la

respuesta fisioldgica y comportamental

5.1. INTRODUCCION

Los neonicotinoides son el grupo de insecticidas sistémicos méas utilizados a
nivel mundial (Bass et al., 2015). Los neonicotinoides presentan un modo de accion
neurotéxico actuando sobre los receptores postsinapticos de acetilcolina, lo que hace que
los insectos sean mas sensibles a su accion respecto a los vertebrados (Tomizawa y
Casida, 2005). El principal uso de los neonicotinoides es como curasemillas: la semilla
es tratada y el ingrediente activo se trasloca a los 6rganos de la planta a medida que crece
(Jeschke et al., 2011). Sin embargo, solo una pequefia fraccion del ingrediente activo
permanece en la planta, mientras el resto pasa al ambiente circundante (Bonmatin et al.,
2015; Radolinski et al., 2018; Sur y Stork, 2003). Luego de méas de dos décadas, el uso
de los principales neonicotinoides: imidacloprid (IMI), tiametoxam y clotianidina, fue
prohibido a partir del 2018 en la Union Europea, debido a los efectos perjudiciales sobre
los invertebrados benéficos, principalmente los polinizadores (Pisa et al., 2014). A pesar
de las restricciones, el uso de los neonicotinoides sigue vigente para numerosos cultivos,

en distintas partes del mundo.

Las aves constituyen uno de los grupos no-blanco de vertebrados mas sensible
al efecto de los neonicotinoides (Gibbons et al., 2015; Mineau y Palmer, 2013). Estudios
recientes han resaltado el efecto perjudicial de los neonicotinoides sobre las poblaciones
de aves (Li etal., 2020) ya sea de manera indirecta a través de la disminucion del alimento
(Goulson, 2014; Hallmann et al., 2014), o de manera directa debido a los efectos toxicos
sobre la salud (Eng et al., 2019; Lopez-Antia et al., 2015a; Millot et al., 2017). Para las
aves, la principal ruta de exposicién directa a los neonicotinoides ocurre a través del
consumo de semillas tratadas que quedan disponibles en los campos de cultivo. Durante
la siembra de las semillas tratadas un porcentaje de las semillas que no quedan enterradas
adecuadamente, a lo que se le suman los frecuentes derrames de semillas desde las
maquinas sembradoras (de Snoo and Luttik, 2004; Lennon et al., 2020a; Lopez-Antia et
al., 2016; Roy et al., 2016).
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Se ha registrado en distintos eventos, que el consumo de las semillas tratadas
puede causar la mortalidad de las aves (Berny et al., 1999; Botha et al., 2018; Millot et
al., 2017). En este contexto, es importante resaltar que aunque las aves consuman menos
semillas tratadas que las necesarias para alcanzar la letalidad, la ingesta de dosis
subletales puede desencadenar efectos perjudiciales sobre la salud de los individuos
(Gibbons et al., 2015; Pisa et al., 2017). Las recientes detecciones de neonicotinoides en
aves de distintos grupos troficos (Bishop et al., 2020, 2018; Byholm et al., 2018; Graves
et al., 2019; Hao et al., 2018; Humann-Guilleminot et al., 2019b; Lennon et al., 2020b;
MacDonald et al., 2018; Taliansky-Chamudis et al., 2017), indican que en la actualidad,
las aves se encuentran expuestas a dosis subletales de neonicotinoides en distintas partes

del mundo.

El IMI imidacloprid (IMI) es el primer neonicotinoide comercializado y es el
mas toxico para las aves (Addy-Orduna et al., 2019). Los efectos subletales de la ingesta
del IMI en las aves son numerosos e implican alteraciones bioquimicas, inmunoldgicas,
fisiologicas y reproductivas, entre otras (Revisado por Pisa et al., 2017; Wang et al.,
2018). En perdices y gallinas expuestas a IMI, se reportaron alteraciones del sistema
inmunoldgico (Balani et al., 2011; Lopez-Antia et al., 2013), bioquimicas y de estrés
oxidativo (Siddiqui et al., 2007; Kammon et al., 2010; Badgujar et al., 2013; Sasidhar et
al., 2014; Gupta et al., 2017); y disminuciones en la tasa de fertilidad, en el tamafio de
los huevos y retraso en el crecimiento de los embriones (Gobeli et al., 2017; Hussein and
Singh, 2016; Lopez-Antia et al., 2015a). Por otro lado, estudios realizados en machos
silvestres de bengali rojo expuestos a IMI, reportaron alteraciones del sistema enddcrino
y efectos en el desarrollo de caracteres sexuales secundarios (Mohanty et al., 2017,
Pandey et al., 2017). Finalmente, dentro de los efectos del IMI en las aves, se incluyen
anormalidades comportamentales asociadas a alteraciones del sistema nervioso como
falta de reaccion, hipersensibilidad, temblores, desorientacién y retraso en la migracién
(Addy-Orduna et al., 2019; Eng et al., 2019, 2017; Franzen-Klein et al., 2020).

En la region Pampeana de Argentina se demostro, utilizando como modelo
experimental al tordo musico (Agelaioides badius), que las aves paseriformes tienen un
alto riesgo de ingerir dosis subletales de IMI a través del consumo de semillas tratadas
(Poliserpi et al., 2021). En el capitulo previo de esta tesis, la exposicién de los tordos
masicos a semillas tratadas con concentraciones de IMI menores a las utilizadas

regularmente, provocd una disminucion temporal en el consumo, y la disminucion del
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peso corporal en funcién de la dosis ingerida. Por otro lado, se observaron alteraciones
comportamentales tempranas y que perduraron en el tiempo, que podrian estar
relacionadas con la manipulacion de alimentos y el comportamiento exploratorio de los
individuos. En un contexto donde las semillas tratadas pueden encontrarse disponibles
para las aves mas de 15 dias después de la siembra (Lennon et al., 2020a), y en base a
los resultados obtenidos previamente, el objetivo de este Gltimo capitulo fue caracterizar
los efectos subletales del IMI en las aves paseriformes en un escenario de exposicion
cronica a las semillas tratadas. Los objetivos especificos de este trabajo fueron: 1) evaluar
el consumo diario de semillas tratadas con IMI ofrecidas ad libitum a las aves en
condiciones de cautiverio; 2) caracterizar el efecto de la ingesta de una dosis subletal de
IMI sobre el comportamiento de las aves; 3) caracterizar los efectos bioldgicos inducidos
por la ingesta de IMI, mediante la determinacion de una serie de parametros
hematoldgicos, bioguimicos y genéticos; 4) identificar potenciales biomarcadores para el

reconocimiento de la exposicion subletal de las aves al IMI en condiciones de campo.

5.2. METODOLOGIA

5.2.1. Tratamientos experimentales y preparacion de las semillas

Las semillas fueron tratadas con el producto comercial Confidor® OD (Bayer)
que contiene 20% de imidacloprid (N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-
dihydroimidazol-2-yl]nitramida, CAS. Nro. 13826-41-3) suspendido en una mezcla
patentada de surfactantes, emulsionantes y aditivos de composicion reservada. Los
tratamientos experimentales fueron elegidos de la siguiente manera: primero se calcul6
el promedio de las distintas concentraciones de uso recomendadas en Argentina
(SENASA, 2020) para el tratamiento de las semillas de distintos cultivos de granos
comunes en la region pampeana (avena, trigo, soja, girasol, maiz, sorgo y alfalfa) (Tabla
3.1 del Capitulo 3 de esta tesis). De esta manera, se definid que, en la practica, se utiliza
una concentracion promedio de 3 g de IMI/ kg semilla (sem.) para el tratamiento de
semillas. En base a ese valor, se definieron dos concentraciones experimentales 0,075 y
0,45 g IMI/kg sem. que corresponden respectivamente al 2,5 % y el 15% de la

concentracion promedio de 3 g de IMI/ kg sem.
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De acuerdo con las instrucciones de uso del formulado comercial, la solucion
para preparar las semillas con la concentracion baja se prepar6 diluyendo 560 pL de
Confidor OD® en 40,4 mL de agua destilada. Esta solucion fue luego asperjada sobre
1500 g de semillas de mijo pelado, para obtener semillas de mijo tratadas con una
concentracion de 0,075 g IMI/kg sem. Por su parte, la solucion para para preparar las
semillas con la concentracion mas alta se preparé diluyendo 3,375 mL de Confidor OD®
en 37,7 mL de agua destilada, los cuales fueron asperjados sobre 1500 g de semillas de
mijo pelado, para obtener semillas de mijo tratadas con una dosis de 0,45 g IMI/kg sem.
Las semillas tratadas fueron secadas a temperatura ambiente durante un dia antes de ser
fraccionadas. Se separaron alicuotas de 10 g que fueron almacenadas a -20°C hasta su
uso en los dias siguientes. El dia anterior a su uso, las semillas tratadas fueron
descongeladas y almacenadas a 4° C. Una vez por semana se preparé un lote de 1,5 kg de
semillas tratadas de para cada tratamiento. Por cada lote de semillas tratadas, dos alicuotas
de 10 g de cada tratamiento fueron separadas y almacenadas a -20°C para ser usadas en

la confirmacion analitica de la concentracion de IMI presente en las semillas.

5.2.2. Determinacion analitica de IMI en el formulado y semillas

La concentracién en IMI de las semillas tratadas con Confidor OD® fue
verificada analiticamente, de acuerdo a la metodologia detallada en la seccion 4.2.9 del

Capitulo 3 de esta tesis.

5.2.3. Disefo experimental

Tordos musicos adultos fueron alimentados durante 32 dias con semillas de mijo
tratadas con IMI. Dos dias antes de comenzar el experimento, cada tordo fue colocado en
una bolsa de algodon y pesado con una balanza de resorte (Pesola®) con una exactitud
de + 1g. Las aves fueron asignadas al azar a los siguientes tratamientos: Control: 0 mg
IMI/kg de semilla (N=13), Tratamiento 1 (T1): 0,075 g IMIl/kg sem. (N=12), y
Tratamiento 2 (T2): 0,45 g IMI/kg sem. (N=12). Todas las mafianas entre las 9 y 11 am
se colocaron 10 g de semillas, y al dia siguiente a la misma hora se recolectaron las
semillas que quedaban en el comedero y bandeja. En la Figura 5.1 se describe el

cronograma experimental semanal. A partir de los dias 3 y 4 de exposicion se evaluo
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semanalmente la respuesta de los tordos frente a un predador y de escape. La respuesta
de los tordos ante los estimulos fue filmada durante 10 minutos, y cada tordo fue evaluado
individualmente y de manera aleatoria, como se describe a continuacion. Los dias que se
realizaron las pruebas de respuesta y escape, todos los individuos fueron pesados de
acuerdo con la metodologia descripta anteriormente. A partir del dia 6 de exposicion se
evalu6 semanalmente el comportamiento de los tordos dentro de la jaula. La actividad de
las aves se registrd en videos de un minuto filmados con trampas-cdmara Bushnell®
TROPHY CAM™. Por cada individuo se obtuvieron 15 videos con una diferencia
minima de tiempo entre ellos de 5 minutos, para asegurar la independencia de cada evento
registrado. Las filmaciones se realizaron luego del recambio de alimento diario, y para
comenzar se esperaron al menos 5 minutos desde que el personal saliera del laboratorio,
de manera de disminuir el disturbio. Los individuos de cada tratamiento fueron filmados
entre las 11:00 y las 15:00 horas de manera aleatoria e independiente de los tratamientos.
Con el mismo criterio, seis individuos del tratamiento 2, seleccionados al azar, fueron
filmados nueve minutos diarios, los dias 2, 3 y 4 de exposicién. Durante todo el
experimento, se evalud diariamente la supervivencia de las aves. Luego de 32 dias de
exposicion, las aves fueron pesadas, y luego eutanasiadas en una camara de dioxido de
carbono y decapitadas, de acuerdo con las guias institucionales (CICUAE) e
internacionales de bienestar animal (Fair et al., 2010). La manipulacion de las aves y los
protocolos de trabajo fueron realizados segun las guias internacionales de bienestar
animal y aprobados por el comité institucional de cuidado animal (CICUAE- INTA
permiso #32/ 2017).

Pretratamiento Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana5
Dias -4-3 -2 -1 1234567,1234567,1234567.1234567 12345
I A | A | | A | A | A 4

A A A A A A

Peso
A Pruebas de predacidn y escape
& A Filmacion para analisis de comportamiento

7 # Eutanasia

Figura 5.1. Esquema del disefio experimental.
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5.2.4. Consumo diario y estimacion de la dosis ingerida

El consumo diario (CD) de cada ave, antes y durante el experimento, y la dosis
diaria ingerida de IMI, se estimaron de acuerdo a la metodologia detallada en el Capitulo
3 de esta tesis (seccion 4.2.3).

Antes del comienzo del experimento, se estimo para cada individuo el consumo
diario de semillas sin tratar durante nueve dias. ElI consumo de los individuos que
murieron durante el periodo de exposicion fue estimado sin considerar su Gltimo dia de

consumo.

5.2.5. Comportamiento

Para cada individuo, los minutos de filmacién fueron clasificados segun el sector
de la jaula en el cual se encontraba. Los videos se analizaron con el programa ANY-maze
Behavioural Tracking Software y se calculé el tiempo en segundos que cada tordo
permanecio en: 1) la percha: el ave estaba en la percha o perchado en los barrotes de la
jaula, 2) el piso: el ave se encontraba en el piso, y 3) el comedero: el ave estaba posada
en el comedero alimentandose (Figura 5.2). Ademas, se contd cada desplazamiento entre
los sectores de la jaula como un salto. A partir de los tiempos obtenidos, se calcularon
cuatro parametros: el porcentaje del tiempo total que las aves permanecieron en 1) la
percha, 2) el piso o 3) el comedero. Por otro lado, se clasificd la movilidad de las aves

como “normal” o “reducida” en los momentos cuando estaban en el piso o en la percha.
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Figura 5.2. Jaula experimental donde se realizaron las filmaciones.

5.2.6. Respuesta al predador y de escape

Los tordos fueron expuestos al canto de un predador natural, en un test similar
al de de Faria et al. (2018). En una habitacion aislada, se armo un dispositivo que consistid
en un jaulén de madera de 80x 80x 60 cm de altura, se coloc6 una filmadora frente al
jaulon y un parlante conectado a una computadora (Figura 5.3). La prueba consistio en
exponer a los tordos al canto del Taguaté (Buteo magnirostris), un ave rapaz que preda
sobre aves pequefias (Narosky e Yzurieta, 2010). Para ello, cada individuo se colocé en
la jaula experimental, se lo dejé 5 minutos en un periodo de aclimatacion antes de pasarle
estimulo sonoro, y se retird 5 minutos después. Cada individuo fue filmado los diez
minutos totales que duro la prueba. En cada filmacion se registro el tipo de reaccion frente
al estimulo sonoro como: “0” si no habia movimiento corporal o de la cabeza, y “1” si
habia movimiento de la cabeza con o sin postura erguida, y/o salto. Al finalizar la prueba,
y como parte de la respuesta de escape, se evalud la capacidad de las aves para levantar
vuelo y alejarse cuando una persona se aproximaba al dispositivo. Se registré como
respuesta positiva (“1”) si el ave levantaba vuelo a la percha o a los barrotes de la jaula,
y no permanecia en el piso. Se registrd respuesta negativa de escape (“0”), cuando no se
observa reaccion de los individuos frente a las personas: no volaron y no se desplazaron

a un lugar alejado de la persona.
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Figura 5.3. Esquema de la jaula experimental donde se realizaron las pruebas

de respuesta al predador y de escape.

5.2.7. Toma de muestras

Luego de la eutanasia, se colectd sangre mediante puncion cardiaca utilizando
una aguja 25 G en una jeringa de 1 mL heparinizada. Dos alicuotas de 10 pL fueron
diluidos 1:200 en la solucion de Natt Herrick para realizar el recuento de eritrocitos. Para
la determinacion de hemoglobina, otras dos alicuotas de 10 pL de sangre fueron diluidas
1:200 en la solucion de Drabkin que contiene ferrocianuro y cianuro potasicos (Biopur,
Rosario, Argentina). Con parte de la sangre llenaron dos capilares heparinizados para
estimar el hematocrito. Finalmente, se realizaron dos frotis por ave para realizar el
recuento total y diferencial de leucocitos, de microndcleos, células binucleadas y el grado
de policromasia. Cada frotis se dej6 secar al aire libre, se fij6 con metanol y se tifid con
la solucién de Wright-Giemsa (solucion comercial Biopack®) (Clark, 2009). La sangre
restante se centrifugd a 10.000g por 5 minutos y el plasma fue separado y almacenado a
-80°C para su posterior analisis. Se peso el higado para calcular el indice hepatosomatico
(IHS) como el peso del higado/peso corporal, determinado al final de la exposicion. En
base a la observacion de las gonadas se registro el sexo de los individuos y se tomaron
muestras de cerebro, higado, rifidn y masculo, que fueron almacenadas a -80° C hasta su

analisis bioguimico.
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5.2.8. Parametros hematologicos

El recuento de eritrocitos (RE), hematocrito, hemoglobina, y sus indices
derivados, el recuento total y diferencial de leucocitos, y el grado de policromasia, se

realizaron de acuerdo a la metodologia detallada en el Capitulo 2 de esta tesis.

5.2.9. Genotoxicidad

La determinacion de la frecuencia de micronicleos (MN) y de células
binucleadas (BN), se realiz6 de acuerdo a la metodologia detallada en la seccién 4.2.9 de

esta tesis (Capitulo 3).

5.2.10. Actividad enzimatica

Las actividades enzimaticas de las colinesterasas (ChE), la catalasa (CAT) y la
glutation-S-transferasa (GST) fueron determinadas en higado, musculo, cerebro, rifién y
plasma; siguiendo los protocolos de Brodeur et al. (2011, 2012, 2017), como fue detallado

en el Capitulo 2 de esta tesis.

5.2.11. Anadlisis estadistico

El efecto del tratamiento y el tiempo sobre el consumo de semillas, el peso y las
variables de comportamiento en la jaula, se analizaron mediante modelos lineares
generales y mixtos con medidas repetidas (GLMM). Las variables explicativas incluyeron
el tratamiento y el tiempo de exposicion (dias o semanas), y su interaccion
tratamiento*tiempo. Todos los modelos incluyeron la identidad individual como efecto
aleatorio de modo de contemplar las medidas repetidas sobre el mismo individuo en el
tiempo. Cuando hubo diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6 una
prueba de contraste de Holm-Sidack. El analisis mediante GLMM fue realizado con el
software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). La sobrevivencia de las aves
tratadas se analiz6 mediante el analisis de supervivencia de Kaplan- Meyer y la
comparacion entre los tratamientos se realiz6 mediante una prueba de Mantel-Cox. Las

variables categodricas obtenidas de las pruebas comportamentales de respuesta al predador
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y de escape fueron analizadas mediante una prueba exacta de Fisher. Los parametros
hematoldgicos, de genotoxicidad y enzimaticos fueron comparados mediante una
ANOVA de una via luego de controlar que se cumplieran los supuestos de normalidad y
homocedacea de los datos. Algunos parametros fueron transformados para que
cumplieran con los supuestos de la siguiente manera: raiz cuadrada (x) (MN), 1/x (ChE
en higado), cos x (HCT, ChE en plasma), y In (x) (CAT y ChE en rifion); y analizados
mediante un ANOVA de una via. El indice hepato somético se evalué mediante una
ANOVA de dos vias comparando entre tratamientos y por sexo. En ambos analisis de
ANOVA, cuando hubo diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6 una
prueba de contraste de Holm-Sidack. Para evaluar si existia una relacion entre la dosis y
la respuesta de los parametros comportamentales, hematoldgicos, bioquimicos, y
genotoxicos, se realizé una correlacion de Pearson con la dosis promedio de IMI ingerida
durante el periodo de exposicion. En los analisis de correlacion se utilizaron los datos
combinados de las aves de todos los tratamientos, incluidos los del grupo control. El valor
de significancia fue p < 0,05 en todos los casos. Todos los analisis estadisticos excepto

los GLMM fueron realizados con el software estadistico GraphPad Prism Version 5.03.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Concentraciéon de IMI en las semillas

En la Tabla 5.2 se presentan las concentraciones analiticas de IMI en las semillas
(promedio + E.E.) correspondientes a cada lote semanal (N=2 por tratamiento). Las
concentraciones promedio de IMI presentes en las semillas a lo largo de las 5 semanas de
exposicion fueron de 0,0531 y 0,514 g IMI/ kg de semillas para el tratamiento 1y 2,
respectivamente. Debido a que la concentracion analitica del T1 corresponde al 70,7% de
la concentracion nominal de 0,075 g IMI/kg, se utilizo la concentracion analitica
promedio para los analisis posteriores. Para los calculos correspondientes al T2, se utilizd
la concentracion nominal de 0,45 g IMI/kg ya que la diferencia entre la concentracion
nominal y analitica es de 14,2 %, y se encuentra dentro del rango de variacion aceptado

(menor al 20%), de acuerdo con los protocolos internacionales (USEPA, 2012).
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Tabla 5.2. Concentracion analitica (promedio £ E.E.) de IMI en las semillas
tratadas (N=2).

T1

T2
Concentracion nominal 0,075 0,45
Concentracion analitica
Semana 1 0,0622 + 0,019 0,494 £ 0,040
Semana 2 0,0288 + 0,0047 0,462 £ 0,037
Semana 3 0,0447 + 0,0067 0,546 = 0,0053
Semana 4 0,0766 = 0,016 0,554 + 0,030
Valor promedio 0,053 £+ 0,0084 0,514 + 0,019

5.3.2. Sobrevivencia de los tordos alimentados con semillas tratadas

En total se evaluaron 17 hembras y 20 machos, que resultaron divididos
equitativamente entre los tratamientos (la proporcion de hembras fue 46%, 50% y 42%
en los grupos Control, T1y T2, respectivamente). El peso promedio de las aves (promedio
+ D.E) antes de comenzar el experimento fue de 39,38 + 3,024 g, y no se observaron
diferencias significativas en el peso inicial entre los grupos, ni entre machos y hembras
(datos no ilustrados). Tampoco se observaron diferencias significativas entre sexos o
tratamientos en el indice hepatosomatico que se determind al final del experimento (datos

no ilustrados).

Ninguna de las aves del grupo control fallecié durante el experimento (Figura
5.4). Por su parte, la sobrevivencia de las aves del grupo T1 no es significativamente
distinta a la de las aves del grupo control con 91,6%. Sin embargo, las aves expuestas a
T2 presentaron una mortalidad significativa; solamente 41,6% de las aves sobreviviendo
los 32 dias de exposicion (Figura 4.4). En total, murieron ocho individuos expuestos a
semillas tratadas con IMI: uno del grupo T1 y siete del grupo T2. El individuo del grupo
T1 murid luego de 30 dias de exposicion. De los siete individuos del grupo T2, cinco
murieron antes de cumplirse la semana de exposicion, mientras que los otros 2 individuos
murieron antes de cumplirse los 15 dias de exposicion. Como el individuo del grupo T1

murio solamente dos dias antes de finalizar el experimento, fue considerado en los analisis
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de consumo, peso corporal y comportamiento junto con los individuos que sobrevivieron

durante todo el periodo de exposicion.
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Figura 5.4. Sobrevivencia de Agelaioides badius expuesto a semillas tratadas
con IMI durante 32 dias. T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem.

5.3.3. Consumo diario de semillas y dosis ingeridas

Consumo de semillas sin tratar en el periodo previo al experimento

La Figura 5.5 presenta el consumo de semillas sin tratar de las aves
pertenecientes a cada uno de los tres grupos experimentales durante los nueve dias previos
al inicio del tratamiento. No se observaron diferencias significativas entre el consumo de
las aves pertenecientes a los grupos que fueron asignado a T1 y T2 y las aves que
conformaron el grupo control, pero el consumo de las aves asignadas a T2 fue
significativamente mayor al de las aves asignadas a T1. El consumo diario de semillas sin
tratar (promedio + E.E.) fue de 125,3 + 4,12 g; 121,1 £ 2,51 gy 131,8 £ 4,31 g semillas/
kg pc para los grupos control, T1 y T2 respectivamente.

128



Consumo diario de semillas sin tratar
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Figura 5.5. Consumo diario promedio de semillas sin tratar de las aves asignadas
a los tres grupos experimentales estimado durante 9 dias previos al inicio del tratamiento.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Consumo de semillas tratadas con IMI

El consumo diario de semillas tratadas (promedio * E.E.), incluyendo el de los
individuos que murieron durante la exposicion, fue de 133,3 + 3,98; 127,0 + 3,07 y 105,7
+ 7,35 g semillas/ kg pc para los grupos control, T1 y T2 respectivamente (datos no
ilustrados). Estos valores corresponden, respectivamente, al 106,4; 104,9; y 80,2 % del
consumo de semillas sin tratar, calculado para cada grupo (control, T1 y T2) durante el
periodo previo al experimento (ver la seccion anterior). El incremento en el consumo del
grupo control durante el experimento fue significativo respecto al consumo observado
previo al inicio del ensayo. Por el contrario, el grupo T2 disminuyd significativamente su
consumo durante el periodo de exposicion a las semillas tratadas, mientras que el
consumo de los individuos del grupo T1 no varid significativamente entre los dos

periodos.

El consumo diario promedio de semillas tratadas de los tres grupos
experimentales se presenta en la Figura 5.6. En el caso del grupo T2, se ilustra solamente
el consumo de los individuos que sobrevivieron los 32 dias de exposicion a las semillas
tratadas. Se puede ver que el consumo de semillas de los individuos del grupo T1 fue

comparable al del grupo control. Por su parte, las aves del grupo T2 consumieron
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significativamente menos semillas tratadas durante los primeros 3 dias de exposicion
respecto al resto de los grupos. Sin embargo, el consumo de semillas de T2 volvio luego
a aumentar hasta equiparar el consumo del grupo control en el dia 5 (Figura 5.6). A partir
del dia cinco y hasta el final del experimento, las aves del grupo T2 presentaron
oscilaciones en el consumo; algunos dias consumiendo cantidades de semillas similares
a los otros grupos, y otros dias consumiendo significativamente menos semillas (Figura
5.6). Los dias 6, 10, 12, 15, 20, 22 y 27 de exposicién a las semillas tratadas, el consumo

del grupo T2 fue significativamente menor al del grupo control.
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Figura 5.6. Consumo diario de semillas tratadas con IMI por individuos de Agelaioides
badius durante 32 dias. * Indica diferencias significativas respecto al grupo control (p<
0,05). C: Control; T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem. El grafico no incluye

los datos de las aves del grupo T2 que fallecieron durante la exposicién a IMI.

Con respecto a las aves del grupo T2, aquellos que murieron antes de los 5 dias
de exposicion (n = 5) presentaron un consumo diario de semillas significativamente
menor al de las aves del mismo grupo que sobrevivieron los 32 dias de exposicion y al de
las aves del grupo control (promedio + E.E.): 75,2 £ 5,88, 127,0 + 1,71, y 133,3 + 3,98
g/kg pc, respectivamente. En comparacion, los individuos del grupo T2, que murieron
pasados los 10 dias de exposicion (n = 2) consumieron una cantidad diaria de semillas

similar a la de las aves del mismo grupo que sobrevivieron los 32 dias de exposicién y a
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las aves del grupo control (promedio = E.E.): 120,7 £ 2,15, 127,0 + 1,71,y 133,3 £ 3,98

o/kg pc, respectivamente (datos no ilustrados).

5.3.4. Dosis Diaria ingerida

En la Figura 4.7 se presenta la dosis diaria de IMI ingerida por las aves de los
grupos experimentales T1y T2. En el caso de las aves expuestas a T2, se considera aqui
solamente el consumo de las aves que sobrevivieron los 32 dias de exposicion. Las dosis
diarias de IMI ingeridas (promedio * E.E.) fueron de 6,36 + 0,167 mg IMI/kg pc para el
grupo T1y 52,67 + 3,77 mg IMI/kg pc para el grupo T2. Estas dosis diarias corresponden,
respectivamente, al 11,1 % y 92,9% de la DLso que es 57,11 mg IMI/kg pc y que fue

estimada en el Capitulo 1 de esta tesis.

Es importante destacar que solo el 41,7% de las aves sometidas a T2
sobrevivieron los 32 dias de exposicion. Considerando los individuos de T2 que murieron,
existio un 41,7% de los individuos que fallecieron entre los dias 3 y 5 de exposicion,
luego de ingerir diariamente el 58,2% de la DL50 (33,25 mg IMI/kg pc). El 16,6%
restante de los individuos fallecié pasados los 10 dias de exposicion luego de ingerir
diariamente el 103,4% de la DL50 (59,04 mg IMI/ kg pc).

T - T2
100+

Dosis diaria (mg IMI/kg pc)

1 2 3 4 5 6 7‘ 8 é WIO WIW 1‘2 1‘3 1I4 1|5 1|6 1|7 1|8 1|9 2IO 2‘1 2I2 2|3 2|4 2‘5 2|6 2|7 ZIB 2‘9 SIO 3‘1 3|2
Tiempo de exposicion (Dias)
Figura 5.7. Dosis diaria de IMI ingerida por individuos de Agelaioides badius
expuestos durante 32 dias a semillas tratadas. T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg
sem. El grafico no incluye los datos de las aves del grupo T2 que fallecieron durante la

exposicion a IMI.
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5.3.5. Variacion del peso corporal

En la Figura 5.8, se presenta el peso corporal previo al tratamiento y el peso
corporal medido semanalmente durante el periodo de exposicion. No se observaron
cambios significativos del peso de los individuos del grupo control en el tiempo. Los
individuos del grupo T1 comenzaron el experimento con un peso corporal mayor al de
los otros dos grupos, a partir de la tercera semana de exposicion, esa diferencia se perdio.
El peso de los individuos del grupo T1 disminuyd la quinta semana, respecto a las
semanas 1y 2. En cuanto a las aves expuestas a la dosis mas alta (T2) estas disminuyeron
su peso significativamente durante la primera semana. Sin embargo, a partir de la segunda
semana de tratamiento y hasta el final del experimento, el peso corporal de las aves
expuestas a T2 se mantuvo constante al 90% del peso inicial, significativamente mas bajo
que el peso de las aves del grupo control y de T1 (Figura 5.8). Por su parte, los individuos
del grupo T2 que murieron durante el experimento habian disminuidos su peso en

promedio un 22% respecto a su peso inicial al momento de su muerte (datos no

ilustrados).
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Figura 5.8. Peso corporal de Agelaioides badius expuestos a semillas tratadas con
distintas concentraciones de IMI. Letras distintas indican diferencias significativas (p<
0,05). C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,459 IMI/kg sem. El grafico no incluye

los datos de las aves del grupo T2 que fallecieron durante la exposicién a IMI.
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5.3.6. Comportamiento

Comparacion de los tiempos de permanencia en la percha, el piso y el comedor

En la Figura 5.9 se presenta al analisis del comportamiento de las aves de cada
tratamiento: antes de la exposicion, y semanalmente durante las cuatro primeras semanas
de exposicion a las semillas tratadas con IMI. De manera complementaria, en la Figura
5.10, se ilustra la comparacién de los porcentajes de tiempo que las aves de cada
tratamiento permanecieron en el piso, en la percha o en el comedero. Como las
filmaciones se realizaron a partir del sexto dia de exposicion a las semillas tratadas, en
los analisis se incorporaron los datos de los dos individuos del grupo T2 que murieron

luego del décimo dia de exposicidn a las semillas tratadas.

Previo a la exposicion a las semillas tratadas, se observo en los tres grupos
experimentales que la mayor proporcion del tiempo (entre 53 y 60% del tiempo) se
encontraron ubicados en la percha, y el resto del tiempo repartidos entre el piso (entre 18
y 28% del tiempo) y el comedero (entre 18 y 22% del tiempo). De la misma manera, los
individuos del grupo control permanecieron durante todo el experimento la mayor
proporcién del tiempo en la percha, y el resto del tiempo repartido en el piso y en el

comedero.

Los individuos del grupo T1 ocuparon la mayor proporcion del tiempo en la
percha, que siempre fue mayor al 50% del tiempo total, quedando el resto dividido entre
tiempo en el comedero y el piso (Figura 5.9). La segunda semana del experimento, se
registré el mayor tiempo de permanencia en la percha (69%), que fue significativamente
mayor al tiempo registrado antes de la exposicion a las semillas tratadas (Figura 5.10 B).
La cuarta semana se observé un incremento significativo en el tiempo que las aves

permanecieron en el piso respecto a las semanas 2 y 3.

Al igual que los otros 2 grupos experimentales, los individuos del grupo T2
permanecieron la mayoria del tiempo en la percha durante todo el experimento (Figura
5.9). Sin embargo, respecto al periodo previo a la exposicion a las semillas tratadas, se
observo una disminucion significativa en la proporcién del tiempo de permanencia en la
percha la primera semana (Figura 5.10 B), que fue acompafiado por un incremento
significativo de la proporcion de tiempo en el piso (Figura 5.10 C). Esta tendencia se

mantuvo, ademas durante la segunda semana (Figura 5.10). Ademas, el tiempo que las
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aves del grupo T2 permanecieron en el comedero fue mayor al observado en el resto de
los grupos, y significativamente superior al grupo control las semanas 1 y 4 (Figura 5.10
A).

CONTROL T T2

ANTES

S1

S2

53

54

Figura 5.9. Comportamiento del tordo musico (Agelaioides badius) en la
semana previa y durante la exposicién a semillas tratadas con IMI. T1: 0,053 g IMI/kg
sem., T2: 0,459 IMI/kg sem. S: semana.
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Figura 5.10. Comportamiento de los individuos de Agelaioides badius en la
semana previa y durante el periodo de exposicion a semillas tratadas con IMI. A)
proporcion de tiempo en el comedero, B) proporcion de tiempo en la percha, C)
proporcion de tiempo en el piso. C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45 g IMI/kg
sem. * indica diferencias significativas respecto al grupo control, * indica diferencias
significativas dentro de cada tratamiento respecto a la semana previa a la exposicion. Las

letras indican diferencias significativas entre semanas dentro de cada tratamiento.

Combinando los resultados de todos los grupos experimentales, se pudo detectar
una correlacién positiva significativa entre la dosis de IMI ingerida por las aves y el
tiempo que estas pasaban en el comedero en las semanas 1y 4. Se observo, ademés, una

correlacion negativa significativa entre la dosis de IMI ingerida y el tiempo pasado en la
percha durante la primera semana (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4. Correlacion de Pearson entre las variables comportamentales del
tordo musico (Agelaiodies badius) evaluadas semanalmente, y la dosis diaria promedio
de IMI ingerida a través del consumo de semillas tratadas durante 32 dias. En itélica se

indican las correlaciones significativas.

Dosis Piso Comedero Percha
(%) (%) (%)
Semana 1
Dosis r 0,269 0,487 -0,486
0,137 0,00474 0,00479
N 32 32 32
Semana 2
Dosis r 0,282 0,166 -0,319
0,124 0,372 0,0802
N 31 31 31
Semana 3
Dosis r -0,153 -0,0228 0,156
0,420 0,905 0,410
N 30 30 30
Semana 4
Dosis r 0,118 0,474 -0,120
p 0,535 0,00812 0,527
N 30 30 30

Caracterizacion del nivel de movilidad cuando en la perchay en el piso

Para sumar informacion sobre el comportamiento de las aves tratadas con 1Ml,
se clasifico su movilidad como normal o reducida, para los periodos que pasaron en el
piso o en la percha (Figura 5.11). En la percha, la movilidad normal se caracterizé por la
postura erguida, el acicalamiento activo de las plumas, el canto, el desplazamiento a lo
largo de la percha o picoteo de la misma, alternancia de intervalos cortos entre el piso y
la percha, o entre la percha y los barrotes de la jaula (Figura 5.11 A). La movilidad

reducida en la percha se caracterizé principalmente por la falta de postura erguida, como

136



si el abdomen estuviera apoyado contra la percha, falta de acicalamiento 0 movimiento
en la percha, y pérdida de equilibrio (Figura 5.11 B). En el piso, la movilidad normal se
caracterizd por la postura erguida, el desplazamiento activo sobre el piso de la jaula, y el
picoteo de los barrotes o del papel en la base de la jaula y el acicalamiento de las plumas
(Figura 5.11 C). La movilidad reducida se registrd cuando se observo a los tordos quietos
0 con poco desplazamiento en el piso, con falta de postura erguida: como si tocaran el
piso con el abdomen, el pecho inflado y en ocasiones con los ojos entrecerrados (Figura
5.11 D).

Figura 5.11. Aspecto general de las los tordos musicos durante el experimento.
A: aspecto normal de las aves en la percha. B: aspecto en la percha de las aves expuestas
a semillas tratadas. C: aspecto normal de las aves en el piso. D: aspecto en el piso de las

aves expuestas a semillas tratadas.
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Las Figuras 5.12 y 5.13 ilustran la movilidad de las aves de los tres grupos
experimentales durante el tiempo que permanecieron en la percha y su comparacion
respecto a lo observado durante el periodo previo al experimento, respectivamente. En
los andlisis se consideraron los individuos del grupo T2 que murieron pasados los 10 dias

de exposicion a las semillas tratadas.

El nivel de actividad en la percha del grupo control se mantuvo estable durante
todo el experimento (datos no ilustrados), y lo mismo sucedié en el periodo
pretratamiento para los grupos T1 y T2. Los individuos del grupo T1 presentaron una
reduccién gradual de la movilidad en el tiempo, los valores de movilidad alcanzaron
niveles significativamente inferiores al periodo previo al experimento en la semana 4 de
exposicion a IMI (Figura 5.13, T1). De manera similar, los individuos del grupo T2
también presentaron una reduccion de su movilidad en la percha, pero en este caso, la

dindmica temporal fue al revés: el efecto fue muy claro la primera semana y se fue

-
q

gradualmente atenuando.

Movilidad en la percha

ANTES S1

Reducida

S 7%
T ‘

T2

77%

a <
N O

Figura 5.12. Movilidad en la percha del tordo musico (Agelaioides badius)
durante la exposicion a semillas tratadas con distintas concentraciones de IMI. T1: 0,053
g IMl/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem. S: semana.
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Figura 5.13. Movilidad de los individuos de Agelaioides badius en la percha
durante el periodo de exposicién a semillas tratadas con IMI. T1: 0,053 g IMI/kg sem.,
T2: 0,459 IMI/kg sem. * indica diferencias significativas respecto a la semana previa a la

exposicion.

En las Figuras 5.14 y 5.15 se ilustra la movilidad de las aves durante el tiempo
que permanecieron en el piso y la comparacién de este valor semanal con el periodo
previo al experimento, respectivamente. En los analisis se consideraron los individuos del

grupo T2 que murieron pasados los 10 dias de exposicion a las semillas tratadas.

Los individuos del grupo control presentaron 100% de movilidad normal
durante todo el experimento. Como se habia observado con respecto a la movilidad en la
percha, los individuos del grupo T1 presentaron una reduccién gradual de su movilidad
en el piso respecto al periodo previo al experimento (Figura 5.14) que fue maxima la
semana 4, y significativamente menor respecto al periodo pretratamiento (Figura 5.15,
T1). Por su parte los individuos del grupo T2 también disminuyeron significativamente
su movilidad en el piso durante las dos primeras semanas de exposicion a las semillas
tratadas pero su movilidad se fue gradualmente recuperando y, hacia el final del
experimento, los tordos presentaron movilidad normal mas del 80% del tiempo (Figura
5.14).
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Figura5.14. Movilidad en el piso del tordo musico (Agelaioides badius) durante

™

la exposicion a semillas tratadas con distintas concentraciones de IMI. T1: 0,053 g IMI/kg

sem., T2: 0,45g IMI/kg sem. S: semana.
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Figura 5.15. Movilidad de los individuos de Agelaioides badius en el piso
durante el periodo de exposicion a semillas tratadas con IMI. T1: 0,053 g IMI/kg sem.,
T2: 0,459 IMI/kg sem. * indica diferencias significativas respecto a la semana previa a la

exposicion.
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Efectos tempranos sobre el comportamiento en el grupo T2

A partir de las 24 horas, los individuos del grupo T2 presentaron severos signos
de intoxicacion como plumas erizadas y 0jos entrecerrados, quietud, falta de equilibrio y
en ocasiones se los observo caerse de la percha y presentar dificultad para reincorporarse.
Como los estudios comportamentales estaban programados a partir del sexto dia de
exposicion a las semillas tratadas (semana 1), se realizaron filmaciones extras para
evaluar los efectos tempranos del IMI sobre el comportamiento. Los tordos del grupo T2
fueron filmados los dias 2, 3 y 4 de exposicion a las semillas tratadas. En la Figura 5.16
se presentan, para cada dia, la distribucion del tiempo de las aves entre los distintos
sectores de la jaula y la movilidad de las aves en el piso y en la percha. En los analisis se
incluyd a los individuos que murieron durante el experimento, aunque no se consideraron

los datos de comportamiento relevados en el dia en que murieron las aves.

En general se observo una tendencia hacia la disminucion del tiempo que las
aves permanecian en la percha. A su vez, los tordos incrementaron el tiempo que
permanecian en el comedero, y en menor medida en el piso. Sin embargo, las diferencias
en el comportamiento no fueron significativas estadisticamente respecto al periodo
pretratamiento. Respecto a la movilidad, en el piso se observo una reduccion de la
movilidad de las aves significativa respecto al periodo pretratamiento. En la percha la
variabilidad entre los individuos fue muy alta, y aunque no existieron diferencias
significativas respecto a la semana pretratamiento, se observo una tendencia hacia la
disminucion de la movilidad con el tiempo, que se corresponde con los resultados
obtenidos a partir de la primera semana de exposicion presentados en las Figuras 5.9, 5.12
y 5.14. Como la presencia en la percha disminuyd, es probable que los individuos mas
afectados se encontraran en el suelo en vez de la percha, lo que explica que los efectos

sean mas claros en esta ubicacion.
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Figura 5.16. Comportamiento y movilidad, de los tordos musico (Agelaioides
badius) del grupo T2 los dias 2, 3 y 4 de exposicion a semillas tratadas con IMI. T2: 0,45
g IMI/ kg sem. *indica diferencias significativas respecto a la semana previa a la

exposicion.

5.3.7. Prueba de respuesta al predador y escape

La Figura 5.16 A representa el porcentaje de respuesta de los tordos al canto de
un predador natural. Antes del inicio del experimento, el total de los individuos reacciond
al estimulo sonoro levantando la cabeza y/o irguiendo la postura en direccion al sonido y
en ocasiones saltando de manera abrupta. Las primeras tres semanas de exposicion los
individuos del grupo T2 disminuyeron la respuesta de alerta ante un potencial predador,
respecto al resto de los tratamientos. En los analisis se consideraron los individuos del
grupo T2 que murieron, excepto los que murieron el dia en el que se realizo la prueba.
No se observaron diferencias significativas en la respuesta en los individuos del grupo

control y T1.

La Figura 5.16 B representa de manera similar la respuesta de escape como la
capacidad de los tordos de volar y alejarse cuando una persona se aproximaba. En este
caso se observé una disminucion de la respuesta de escape significativa de los tordos del
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grupo T2 las semanas 1 y 3. Los individuos del grupo control y T1, no presentaron
diferencias significativas en la respuesta de escape entre el periodo previo y posterior a la

exposicion a las semillas tratadas.
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Figura 5.16. Respuesta de Agelaioides badius expuesto a semillas tratadas con
IMI, a distintos estimulos. A) respuesta de alerta al estimulo sonoro que simula a un
predador natural. B) respuesta de escape y capacidad de percharse ante la aproximacion
de una persona a la jaula. * indica diferencias significativas respecto a la semana previa
a la exposicién. C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,459 IMI/kg sem.

5.3.8. Parametros hematolégicos
En las Tabla 5.5 se enlistan los parametros hematolégicos evaluados. Ninguno
de los parametros analizados presentd diferencias significativas entre los tratamientos, y
solo se observo una correlacién positiva significativa del porcentaje de monocitos con la

dosis diaria promedio (Tabla 5.6).
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Tabla 5.5. Efecto del tratamiento de semillas con IMI sobre parametros
hematoldgicos (promedio + E.E.) de Agelaioides badius. RE= recuento de eritrocitos;
HTC= hematocrito; Hb= hemoglobina; VCM= volumen corpuscular medio; HCM=
hemoglobina corpuscular media; CHCM= concentracion de hemoglobina corpuscular
media. T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem.

Control T1 T2

3,80+£0,21
RE (10%/L) 3,90+£0,21 3,61+0,32

48,8 + 2,04
HTC (%) 49,4+ 2,72 45,6 + 2,79
Hb (g/dL) 16,9 +£ 0,83 159+1,38 14,4 + 0,33
VCM (fL) 13,5+0,57 12,6 £ 0,64 13,1+1,59
HCM (pg) 453 +2,06 412 +3,17 411+351
CHCM (g/dL) 33,6 +0,80 32,5+148 31,9+1,35
Recuento de leucocitos (%o) 2,53+0,39 2,17 £0,22 1,50+0,22
Heterdfilos (%) 32,2+6,48 43.0+6,19 457+7,33
Linfocitos (%) 64,8 +£ 6,33 54,9 + 6,07 51,3+7,32
Eosindfilos (%) 2,19+0,61 1,29 £ 0,26 1,48 £ 0,56
Basofilos 0,76 £ 0,63 0,54 £ 0,27 1,09+£0,71
Monocitos (%) 0,041 + 0,041 0,31+0,17 0,39 £0,29
Policromasia (%) 129+1,58 126 +1,61 11,1 +0,78
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Tabla 5.6. Correlacion de Pearson obtenida entre los pardmetros hematoldgicos
e indices eritrocitarios del tordo musico (Agelaiodies badius) y la dosis diaria promedio
de IMI ingerida a través del consumo de semillas tratadas por 32 dias. RE= recuento de
eritrocitos; HTC= hematocrito; Hb= hemoglobina; VCM= volumen corpuscular medio;
HCM= hemoglobina corpuscular media; CHCM= concentracion de hemoglobina

corpuscular media.

Parametros hematoldgicos vs

Dosis diaria promedio r P N
RE -0,142 0,481 27
HTC -0,176 0,36 29
Hb -0,264 0,183 27
VCM -0,0023 0,991 27
HCM -0,124 0,538 27
HCMC -0,144 0,473 27
Recuento de leucocitos -0,262 0,178 28
Heterofilos 0,0807 0,683 28
Linfocitos -0,113 0,566 28
Eosinofilos 0,317 0,100 28
Basofilos -0,0333 0,867 28
Monocitos 0,412 0,0293 28
Policromasia -0,129 0,512 28
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5.3.9. Genotoxicidad

La Tabla 5.7 muestra los valores obtenidos con respecto a los pardmetros de
genotoxicidad. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, y no se

observo correlacion significativa entre los parametros de genotoxicidad y la dosis diaria
promedio de IMI (Tabla 5.8).

Tabla 5.7. Efecto del tratamiento de semillas con IMI sobre parametros de

genotoxicidad (promedio + E.E.) de Agelaioides badius. T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2:
0,459 IMI/kg sem.

Control T1 T2
Células binucleadas (%q) 192+1,19 2,55+1,97 1,40 £ 0,763
Micronucleos (%) 0,488 + 0,16 1,092 £ 0,28 0,84 +£0,75

Tabla 5.8. Correlacion de Pearson obtenida entre los pardmetros de
genotoxicidad del tordo musico (Agelaiodies badius) y la dosis diaria promedio de IMI

ingerida a través del consumo de semillas tratadas por 32dias.

Parametros de genotoxicidad vs

Dosis diaria promedio ' P N
Células binucleadas -0,154 0,434 28
Micronucleos 0,0368 0,853 28
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5.3.10. Actividad enzimatica

En la Figura 4.17 se ilustra la actividad de las ChE medida en diferentes tejidos
y en el plasma. La actividad de las ChE se encontr6 aumentada en el musculo de los
individuos tratados del grupo T2; mientras que, en el plasma, en ambos tratamientos con
IMI se observo un incremento significativo de la actividad enzimética. La actividad de la
ChE en el masculo y en el plasma presento correlacion positiva significativa con la dosis
diaria promedio de IMI (Tabla 9).
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Figura 5.17. Actividad de las enzimas ChE en distintos tejidos y en el plasma
(promedio + E.E) del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI durante 32 dias. A) higado; B) rifion; C) cerebro; D) musculo; E) plasma.
C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05).
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En la Figura 5.18 se presenta la actividad de la enzima GST en los tejidos
colectados y en el plasma. La actividad de la enzima GST se encontr6 disminuida en el
higado de los tordos del grupo T2 respecto al resto de los tratamientos (Fig. 5.14A). Al
mismo tiempo se observO una correlacion negativa significativa con la dosis diaria
promedio de IMI (Tabla 5.9). En el resto de los tejidos y plasma, no se observaron
diferencias significativas de la actividad de GST entre los tratamientos, o correlacion con

la dosis.
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Figura 5.18. Actividad de la enzima GST en el plasma y en distintos tejidos
(promedio + E.E) del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI durante 32 dias. A) higado; B) rifion; C) cerebro; D) musculo; E) plasma.
C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45g IMI/kg sem. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Los graficos que no incluyen letras no presentan

diferencias significativas entre los tratamientos.
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La actividad de la enzima CAT se midio en el higado y en el rifidén (Figura 5.19).

No se observaron diferencias significativas en la actividad de la CAT en ninguno de los

tejidos, entre los tratamientos, ni correlacién con la dosis diaria promedio de IMI (Tabla

5.9).
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Figura 5.19. Actividad de la enzima CAT en tejidos (promedio £ E.E) en A)

higado y B) rifidén, del tordo musico (Agelaioides badius) alimentados con semillas
tratadas con IMI durante 32 dias. C: control, T1: 0,053 g IMI/kg sem., T2: 0,45 g IMI/kg

sem.
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Tabla 5.9. Correlacion de Pearson obtenida entre la actividad enzimatica en el
plasma y distintos tejidos del tordo musico (Agelaiodies badius), y la dosis diaria

promedio de IMI ingerida a través del consumo de semillas tratadas por 32 dias.

Dosis diaria promedio

r p N
Actividad de ChE
Higado -0,0943 0,633 28
Cerebro -0,173 0,37 29
Rifion 0,0056 0,977 29
Musculo 0,613 0,0004 29
Plasma 0,476 0,0091 29
Actividad de GST
Higado -0,455 0,0131 29
Cerebro -0,222 0,247 29
Rifion -0,206 0,283 29
Musculo pecho -0,313 0,098 29
Plasma -0,0041 0,983 29
Actividad de CAT
Higado -0,263 0,167 29
Rifion 0,011 0,961 23

5.3.11. NOAEL y LOAEL de los efectos observados

La dosis diaria promedio méas baja que causé alteraciones en las respuestas de
los individuos respecto a los grupos control fue determinada como LOAEL (low observed
adverse effect level), mientras que la dosis mas baja a la cual no se observaron diferencias

respecto al grupo control se determind como NOAEL (no observed adverse effect level).
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Tabla 5.10. Dosis diaria de IMI a la que no se observaron efectos adversos
(NOAEL) y a la que se observaron efectos adversos (LOAEL) en Agelaioides badius
expuestos a semillas tratadas. T1: 6,79 mg IMI/kg pc/dia estimado a partir del tratamiento
de semillas 0,053 mg IMI/kg sem.; T2: 49,6 mg IMI/kg pc/dia estimado a partir del

tratamiento de semillas de 0,45 mg IMI/kg sem.

Efecto NOAEL LOAEL
| Consumo diario T1 T2
| Peso corporal T1 T2
1 Tiempo en el comedero T1 T2
! Movilidad en la percha T1
! Movilidad en el piso T1
| Respuesta al predador T1 T2
| Respuesta de escape T1 T2
1 ChE musculo Tl T2
1 ChE plasma Tl
| GST higado Tl T2

En la Tabla 5.10 se resumen los efectos del IMI en los parametros evaluados en
los tordos musico expuestos a semillas tratadas durante 32 dias. Dentro de los parametros
comportamentales evaluados, el més sensibles fue la movilidad en el piso y en la percha.
Se observé una disminucion en la movilidad de las aves en los dos tratamientos: mientras
las aves del grupo de T2 se observaron afectadas dentro de las primeras dos semanas de
exposicion a las semillas tratadas, el efecto en los individuos del grupo T1 fue mas
marcado las Ultimas semanas de exposicion. La actividad de las ChE en el plasma fue el
parametro enzimatico analizado mas sensible y se observé un aumento de la actividad
con la dosis de IMI. Para la movilidad y la actividad de las ChE se determin6 el LOAEL

como la concentracién diaria correspondiente al T1: 6,79 mg IMI/kg pc/dia.
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Para las variables como el consumo diario, la disminucion del peso corporal, el
tiempo en el comedero, las respuestas al predador y de escape, asi como los niveles de
actividad de Che en el masculo y de GST en el higado, se establecié la dosis del T1 como
el NOAEL vy la dosis del T2 como LOAEC (49,6 mg IMI/kg pc/ dia). Se observé una
disminucion del consumo diario, el peso corporal, la respuesta ante un predador y de
escape, y de la actividad de la enzima GST en el higado. Por otro lado, la dosis del T2
generd un aumento del tiempo que pasaron las aves en el comedero, y lo mismo sucedio

con la actividad enzimética de la ChE en el mUsculo.

5.4. DISCUSION

En este trabajo se demostro que el consumo prolongado de semillas tratadas con
el 15% de las concentraciones de IMI comUnmente utilizadas para el tratamiento de las
semillas de los principales cultivos de la regién pampeana causé la mortalidad del 60%
las aves, y las que sobrevivieron presentaron alteraciones en los parametros
bioenergéticos, comportamentales y bioquimicos. La exposicion a semillas tratadas con
el 1,8% de la concentracion regular de IMI, causé la mortalidad del 8,3% de las aves, y
las que sobrevivieron presentaron alteraciones comportamentales y en los parametros

bioquimicos.

La principal mortalidad ocurrié en el grupo T2, y los individuos que murieron
ingirieron diariamente el 78% de la DL50 (57,11 mg IMI/kg pc). La mortalidad obtenida
en este estudio fue 30% mayor a la obtenida en el capitulo 3 de esta tesis, a pesar de que
las aves recibieron las semillas tratadas con las mismas concentraciones de IMI. La
diferencia en la mortalidad entre ambos estudios se corresponde con la dosis diaria de
IMI ingerida, que fue mayor en este estudio (80,2 vs 59% de la DL50). Estas diferencias
en las dosis ingeridas se deben al hecho de que las aves este estudio presentaron, de
manera general y en todos los grupos experimentales, un consumo diario de semillas entre
el 7'y 15% mayor al de las aves que recibian semillas con un tratamiento similar en el
capitulo 3 (15, 16 y 7% para los grupos control T1 y T2 respectivamente). Considerando
que las aves fueron extraidas del ambiente, es probable que la diferencia observada en el
consumo se deba a la variabilidad del grupo experimental y a su nivel de aclimatacion al

cautiverio. Las aves utilizadas en este trabajo tuvieron periodo de aclimatacion mas largo,
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respecto a las aves utilizadas previamente, a pesar de que las aves de ambos ensayos

pasado por un periodo de aclimatacion.

Respecto al consumo de semillas tratadas, las aves del grupo T2 disminuyeron
su consumo significativamente los tres primeros dias de exposicion. Como fue reportado
previamente, la ingesta de IMI provoca malestar digestivo y disminuye el de apetito, y en
consecuencia las aves reducen su consumo (Avery et al., 1993; Eng et al., 2017). En
general todos los grupos presentaron oscilaciones en el consumo diario, sin embargo, en
los tordos expuestos a la dosis més alta, las oscilaciones fueron mas pronunciadas y su
consumo vario entre el 46 y 170% respecto al consumo promedio del grupo. Lo que
podria estar sucediendo es que, ante el malestar generado por el IMI, los tordos
disminuyen su consumo de alimento (Avery et al., 1993; Lopez-Antia et al., 2014, 2015).
En consecuencia, se reduciria o detendria temporalmente la cantidad de IMI que ingresa
al organismo, facilitando la eliminacion del IMI circulante que ocurre entre las 12 y las
48 horas (capitulo 2 de esta tesis, Roy et al., 2020; Bean et al., 2019). La eliminacién
parcial del IMI, genera una mejora temporal en las aves (Addy-Orduna et al., 2019;
Franzen-Klein et al., 2020), haciendo que los tordos se recuperaran y volvieran a ingerir
alimento, y por ende IMI, esta vez en mayor cantidad para compensar el ayuno parcial.
De hecho, en todos los dias de maximo consumo de semillas, las aves del grupo T2
ingirieron una dosis de IMI igual o mayor a la DL50 (determinada en el Capitulo 1). En
el ambiente, el aumento del consumo de semillas tratadas post ayuno implica un riesgo
de mortalidad para las aves. Incluso en el mejor de los casos, la ingesta de una dosis
subletal volveria a causar malestar y repetir el ciclo. Es importante destacar, que en el
capitulo 3 de esta tesis se obtuvieron resultados similares respecto al consumo de T2. Se
observd una disminucidn en el consumo los primeros tres dias, y a partir del cuarto dia se
observaron las mismas oscilaciones con picos de consumo los dias 4 y 7. Como el tiempo
de exposicion fue solo de siete dias, no se pudo evaluar las recuperaciones parciales en el
consumo, que si se observaron en este trabajo. Cabe mencionar que las aves expuestas a
la dosis mas baja de IMI, no presentaron diferencias significativas en el consumo respecto
al grupo control, lo que significa que el consumo diario no se ve afectado si las semillas

son tratadas con concentraciones por debajo de 0,053g IMI/ kg sem.

En este estudio, el uso de concentraciones inferiores a las cominmente utilizadas
en la practica para el tratamiento de semillas de cultivo, permitié simular un escenario en

el cual solo el 1,8 0 15% de las semillas consumidas estarian tratadas, el resto del consumo
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consistiendo, teéricamente, de semillas sin tratar. EI disefio experimental de este trabajo
permitio asi evaluar los efectos de la ingesta de una dosis subletal de IMI simulando una
situacion real, con la ventaja de poder estimar precisamente la dosis diaria ingerida por
cada individuo, y relacionarla con los efectos subletales. Efectivamente, se dificulta
muchisimo obtener valores precisos de ingestion de IMI cuando se ofrecen al mismo
momento semillas tratadas y sin tratar. El hecho de que las aves del grupo T1 siempre
comieron la misma cantidad de semillas que el grupo control, y que las aves del grupo T2
ingirieron una cantidad considerable de semillas luego de los ayunos parciales (y en
conjunto con los resultados obtenidos en los Capitulos 1 y 3 de esta tesis), refuerzan la
hipétesis de que los tordos musicos no presentan aversion innata por las semillas tratadas
con IMI. En el ambiente, la falta de aversion inicial incrementa el riesgo de intoxicacion,
ya que las aves no son capaces de distinguir las semillas tratadas de las sin tratar (Lopez-
Antia et al., 2014). El riesgo es aln mayor si se considera que, luego de una disminucion
en la ingesta de alimento, las aves tienden a compensar el ayuno parcial incrementando
el consumo y en consecuencia incrementando la dosis de IMI ingerida. En este contexto
seria interesante realizar experimentos en los que los tordos musicos puedan elegir entre
semillas tratadas y sin tratar, para complementar la informacion obtenida hasta el

momento.

La primera semana de exposicion, las aves del grupo T2 disminuyeron su peso
corporal y, luego de este periodo el peso se mantuvo constante. Posiblemente, la pérdida
de peso inicial del grupo T2 sea debida a la disminucion en la ingesta de semillas ocurrida
los primeros dias del ensayo. La pérdida de peso corporal en las aves tratadas con IMI fue
observada en el tordo musico (Capitulo 3), y reportada para otras especies, asociandola a
la disminucion en el consumo de alimento (Lopez-Antia et al., 2014; Addy-Orduna et al.,
2019; Eng et al., 2019; Franzen-Klein et al., 2020). La imposibilidad de recuperar el peso
perdido podria deberse al gasto metabdlico de eliminar y compensar los efectos del IMI
en el organismo, como propone Eng et al., 2019 para el gorrion corona blanca. Si bien la
variacion del peso en los individuos del grupo T1 no fueron tan pronunciadas como las
del grupo T2, las aves del grupo T1 disminuyeron su peso significativamente la ultima
semana de exposicion respecto a las dos primeras semanas de exposicion. En las aves, el
peso corporal estd asociado a sus reservas energéticas (Labocha y Hayes, 2012), y la
imposibilidad de recuperarlo podria implicar la imposibilidad de regenerar sus reservas

energéticas con consecuencias negativas sobre las poblaciones, por ejemplo retrasando
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las paradas durante la migracién (Eng et al., 2019), o afectando su reproduccion, ya que
las aves deben invertir grandes cantidades de energia durante ese periodo (Williams y
Ternan, 1999).

Las aves del grupo T1 y T2 distribuyeron su tiempo de manera diferente en los
distintos sectores de la jaula que implicaron comportamientos especificos, en
comparacion al periodo pretratamiento y a los individuos del grupo control. Los
individuos del grupo T1 tendieron a permanecer mayor tiempo en la percha y hacia el
final del experimento incrementaron su tiempo en el piso. A su vez, se observé una
disminucion gradual de la movilidad en la percha y en el piso, que fue estadisticamente
significativa la ultima semana de exposicion. Por el contrario, los individuos del grupo
T2 disminuyeron su tiempo en la percha e incrementaron el tiempo en el piso y en el
comedero las primeras dos semanas de exposicion, y la movilidad de las aves se observo
reducida las primeras dos semanas tanto en la percha como en el piso. La exposicion a
IMI tuvo como principal efecto la disminucion de la movilidad, que cuando fue
significativa, coincidié con un incremento del tiempo de permanencia de las aves en el
piso, en ambos tratamientos. La disminucion de la movilidad esta directamente
relacionada con los efectos reportados del IMI sobre el sistema nervioso como pérdida de
equilibrio o movimientos descoordinados, y disminucién tonicidad muscular (Addy-
Orduna et al., 2019; Eng et al., 2017; Franzen-Klein et al., 2020). La incorporacion del
analisis de movilidad en este estudio, respecto al Capitulo 3, permitié detectar efectos
comportamentales a dosis muy bajas. Hasta el momento no se habia documentado la
movilidad de las aves expuestas a un periodo de tiempo prolongado al IMI. Las aves del
grupo T1 presentaron disminucién de la movilidad a partir de la cuarta semana de
exposicién, mientras las aves del grupo T2 lo hicieron al inicio de la exposicion. La
recuperacion de la movilidad en los individuos del grupo T2 a partir de la tercera semana
pudo deberse a la variabilidad individual en el comportamiento, sumado a la reduccion
del grupo experimental debido a las mortalidades ocurridas durante el experimento, que
dejo a los individuos mas resistentes. La disminucion de la movilidad a partir de la cuarta
semana, indica que la ingesta de bajas dosis de IMI genera efectos tardios en las aves.
Dado que a dosis bajas las aves no rechazan ni disminuyen su consumo, la aparicion de
alteraciones comportamentales tardias tiene implicancias ecoldgicas importantes ya que

puede alterar procesos bioldgicos como la migracion y la supervivencia, entre otros.
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Respecto al tiempo que las aves permanecieron en el comedero, en este trabajo
se observaron resultados similares a los obtenidos en el Capitulo 3 de esta tesis, las aves
del grupo T2 permanecieron mayor tiempo en el comedero las primera y Gltima semana,
y ello no implicé un incremento en la cantidad de alimento ingerida. Los resultados
obtenidos en este trabajo refuerzan la hipdtesis propuesta previamente, de que la
exposicion al IMI puede afectar la eficiencia de alimentacion de los tordos al aumentar el
tiempo que las aves necesitaron para ingerir la misma cantidad de semillas que el resto de
los tratamientos. Las alteraciones que el IMI genera sobre el sistema nervioso y en la
placa neuromotora podria afectar la capacidad de las aves de manipular las semillas
(Tomizawa y Casida, 2005; Simon-Delso et al., 2015). En base a estos resultados, seria

interesante realizar un estudio mas detallado de la manipulacion e ingestién de alimentos.

Hasta el momento este es el primer trabajo en demostrar que la ingesta de IMI
disminuye la reaccién de las aves ante la presencia de un potencial predador, asi como la
respuesta de escape. En el ambiente, las aves se encuentran expuestas la mayor parte del
tiempo a los predadores. La vigilancia durante la alimentacion en las aves gregarias como
el tordo musico implican alzamientos de la cabeza a intervalos regulares en alerta ante la
posible presencia de un predador (Devereux 2006). En las pruebas realizadas en este
estudio, todos los individuos antes de la exposicion a IMI reaccionaron ante el estimulo
sonoro, ya fuera levantando solo la cabeza en direccién al sonido, irguiéndose o incluso
saltando abruptamente en busca el origen del sonido. En los tordos expuestos a las
concentraciones mas altas de IMI, se observé a partir de la primera semana y hasta la
tercera, una disminucién en el porcentaje de individuos que reaccionaban al estimulo. Lo
mismo se observo en la prueba de escape, ante la aproximacién de una persona, las aves
tratadas con las dosis més altas de IMI fueron incapaces de volar alejandose de la persona,
demostrando una incapacidad fisica para alcanzar el refugio, una reaccion instintiva. La
falta de reaccion ante el estimulo asi como la incapacidad escaparse, probablemente sea
debido a los efectos del IMI que provoca la inhibicidn del sistema nervioso autbnomo, y
podrian explicar los resultados observados en las aves (Tomizawa y Casida, 2005; Simon-
Delso et al., 2015).

Respecto a los valores hematologicos, se observo una correlacion positiva en el
nimero de monocitos respecto a la concentracion de IMI. Los resultados obtenidos
concuerdan con otros estudios, donde distintos parametros inmunoldgicos se encontraron
alterados por la exposicion a IMI (Siddiqui et al. (2007), Balani et al., (2011) Lopez-A
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2013), indicando un efecto sobre la respuesta inmunologica. Sin embargo, el resto de los
pardmetros hematoldgicos evaluados no presenté alteraciones debidas a la exposicién a
IMI. Los pardmetros de genotoxicidad evaluados tampoco resultaron afectados por la
exposicion a IMI, al igual que lo observado previamente (Capitulo 3), por lo que se puede
concluir que la exposicion al IMI no genera alteraciones en la frecuencia de MN o BNs

en el tordo musico.

En el presente trabajo se encontré aumentada la actividad de las ChE en el
masculo y en el plasma. En el musculo, solo los individuos del grupo T2 presentaron
actividad elevada de ChEs, mientras que en el plasma, ambos grupos T1y T2, presentaron
actividad elevada respecto al control. Resultados similares fueron observados en plasma
de paloma comun expuesta al 7, 10 y 20% de su DL 50 (25-30 mg IMI/kg pc) durante 28
dias, donde se observé un incremento de la actividad de las ChE que fue asociado a las
alteraciones en el sistema de transmision colinérgico (Abu Zeid, et al. 2019). En los
experimentos realizados para esta tesis, los resultados respecto a la actividad de las ChE
fueron variables. En el Capitulo 2 de esta tesis se observo una disminucion en la actividad
de las ChE en el musculo, y en el Capitulo 3 no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales. Sin embargo, considerando el conjunto de los resultados obtenidos, la
alteracion en la actividad de las ChEs refuerza la evidencia de que el IMI afecta el sistema
nervioso, mediante la alteracion de la actividad de las colinesterasas (Abu Zeid et al.,
2019; Kapoor et al., 2014; Lonare et al., 2014; Vohra et al., 2014, Wang 2017; Annabi et
al., 2015).

La actividad de la enzima GST se encontré disminuida en el higado en las aves
del grupo T2, y se observd una correlacion negativa significativa con la dosis de IMI,
aunque la diferencia no fue significativa en el grupo T1. Considerando que la actividad
de la enzima GST es variable (Drobne et al., 2008), los resultados obtenidos en este
estudio son consistentes con los resultados obtenidos en los capitulos anteriores de esta
tesis, donde la actividad de la GST se encontré alterada en masculo y plasma. Como ha
sido reportado previamente para otras especies de aves, la alteracion de la enzima GST
podria ser un indicador dafio oxidativo, aunque también podria deberse a su participacion
en la biotransformacion de alguno de los productos de la degradacion del IMI en el

organismo (Revisado por Wang et al., 2018).
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Finalmente, con los resultados obtenidos se determinaron cuales eran los
pardmetros méas sensibles al efecto del IMI, mediante la determinacién del NOAEL y
LOAEL. Los parametros mas sensibles fueron la disminucion de la movilidad, y la
actividad de la colinesterasa en el plasma y el LOAEL se determiné en 6,79 mg IMI/ kg
pc. El segundo grupo de parametros cuya LOAEL se determino en 49,6 mg IMI/ kg pc
fueron: el consumo diario, el peso corporal, el tiempo de permanencia en el comedero y

las actividades enzimaticas de ChE en masculo y GST en higado.

Dado que las aves pueden encontrarse expuestas a repetidas exposiciones a
semillas tratadas en los ambientes agricolas, este estudio simul6 un escenario donde las
semillas tratadas con dosis reales representan una fuente de alimento para las aves. El
consumo equivalente al 15% de la dieta como semillas tratadas caus6 la mortalidad de
mas del 60% de las aves (T2). Ademas, se registraron efectos subletales asociados a los
requerimientos bioenergéticos como el consumo de semillas y el peso corporal que
podrian comprometer la supervivencia y reproduccion de las especies con habitos
similares a los del tordo musico. La aparicion de efectos comportamentales tardios, como
la disminucion de la movilidad en las aves del tratamiento méas bajo, resaltan la
importancia de los estudios prolongados en el tiempo, e implica la reconsideracion de las
dosis utilizadas como referencia a las cuales no se han observado efectos, especialmente
cuando son utilizadas en los procesos regulatorios. Hasta el momento es la primera vez
que se registran efectos comportamentales asociados a la eficiencia de alimentacion y a

la respuesta ante un peligro.

En este trabajo se demostro que si un tordo consume al menos el 1,8% de la dieta
como semillas tratadas desencadena efectos subletales comportamentales y bioquimicos,
y hasta puede alcanzar la muerte. La falta de aversion a las semillas tratadas y la aparicién
de efectos retardados a dosis bajas implica un riesgo para las de aves, ya que procesos
bioldgicos esenciales como la reproduccion, la migracion o la supervivencia podrian

verse alterados.

En los Capitulos previos de esta tesis se demostrd que existe riesgo de toxicidad
aguda y mortalidad para las aves, con consumos de tipo “feeding bout”, que implican
eventos puntuales de alimentacion. La observacion de efectos que ocurrieron con el

consumo continuo de dosis subletales (T1), indica que el IMI posee riesgo de toxicidad
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cronica, principalmente a través de alteraciones comportamentales y de la capacidad de

respuesta que podrian resultar perjudiciales para las poblaciones de aves.
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6. DISCUSION GENERAL

La Argentina es uno de los principales paises exportadores de granos del mundo,
en consecuencia, aproximadamente el 20% del territorio nacional esta destinado a las
actividades agricolas (MAGyP, 2020). Desde la implementacion de la soja transgénica en
la década del 90, la siembra de cultivos genéticamente modificados ocupa la mayor parte
de la superficie sembrada (Rainaudo, 2019). A su vez, la implementacion de los cultivos
transgénicos trajo aparejado el uso de herbicidas, insecticidas y funguicidas, que mejoran
el rendimiento (ArgenBio, 2020). Particularmente, la region pampeana es una de las areas
mas productivas de la Argentina, y una de las mé&s modificadas por las actividades
agricolas (Brown et al., 2006; Viglizzo and Jobbaghy, 2012).

Uno de los grupos de insecticidas mas utilizados en la agricultura son los
neonicotinoides. El principal uso de los neonicotinoides es en el tratamiento de semillas,
una practica extensamente utilizada en la region pampeana y otras partes del mundo. Esta
practica representa un riesgo para las aves, y otros animales, ya que el consumo de
semillas tratadas permite la ingestion de grandes cantidades de principio activo téxico,
con consecuencias perjudiciales (Mineau y Palmer, 2013). Ademas, al ser los
agroecosistemas ambientes altamente disturbados, los eventos de siembra representan una
fuente de alimento para las aves que lo habitan, lo que aumenta la probabilidad de que se

alimenten de semillas tratadas (Benton et al., 2003; Stanton et al., 2018).

El trabajo realizado en esta tesis generd informacién de importancia para
comprender el efecto perjudicial que tiene el uso del neonicotinoide imidacloprid (IMI)
utilizado como curasemillas sobre la salud de las aves silvestres de la region pampeana.
Los resultados obtenidos surgieron de estudios realizados con el tordo musico
(Agelaioides badius), expuesto a diferentes concentraciones de imidacloprid durante
distintos periodos de tiempo, lo que permitio simular escenarios como los que pueden

encontrarse las aves que habitan en los agroecosistemas.

En el primer capitulo de esta tesis se demostro que el tratamiento de semillas con
las concentraciones de IMI aprobadas para los principales cultivos extensivos de la regién
pampeana (SENASA, 2020), presenta un riesgo de letalidad para las aves pequefias que
habitan los agroecosistemas. Todas las lineas de evidencia analizadas: dosis letal media,

consumo de semillas tratadas, porcentaje de la dieta consumido como semillas tratadas,
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eventos de mortalidad, y disponibilidad de semillas en los lotes de cultivos, fueron
consistentes y concluyeron que los tordos musico, se encuentran expuestos a un riesgo de
intoxicacion aguda y de mortalidad. Al ser una un ave nativa, el uso del tordo mdsico
como modelo experimental afiadio realismo ambiental a los ensayos de laboratorio, y de
alguna forma, los efectos del IMI pueden ser considerados como representativos de las
aves pequefias que habitan las zonas agricolas de la region pampeana (Luttik et al., 2011).
Ademas, al ser el tordo una especie paseriforme, su uso aportd informacion toxicolégica
representativa sobre un grupo taxonémico que es considerado mas sensible al efecto de
los plaguicidas debido a su alto gasto metabdlico (Mineau et al., 1996b; Nagy, 2005).
Esto implica que, en el ambiente, las aves paseriformes deben permanecer la mayor parte
del tiempo alimentandose para suplir la demanda energética, y ese comportamiento
aumenta la probabilidad de que las aves como el tordo mausico, ingieran las semillas
tratadas. Por otro lado, en los lotes de cultivo, las aves suelen encontrarse expuestas a
diferentes items alimentarios, lo que dificulta que puedan distinguir y evitar las semillas
tratadas (Lopez-Antia et al., 2014). En conjunto, los resultados obtenidos en este capitulo
refuerzan la evidencia sobre el riesgo que posee el IMI para las aves, en distintas partes
del mundo (Mineau y Palmer, 2013; Lopez-Antia et al., 2016; Addy-Orduna et al., 2019;
Eng et al., 2019).

En el Capitulo 2, se observd que luego de una Unica ingesta oral, el IMI es
rapidamente absorbido (i.e. antes de las 4 horas), y eliminado (i.e. a las 48 horas), y la
presencia de IMI se detecto en todos los 6rganos evaluados (plasma, higado y rifién). En
paralelo, los tordos manifestaron signos comportamentales de intoxicacion, y presentaron
alteraciones en los parametros bioquimicos y hematoldgicos analizados, a partir de las 4
horas desde la administracion de la dosis, y que perduraron luego de la eliminacion del
IMI del organismo (i.e. a las 48 horas); entre ellos las actividades de las enzimas GST y
ChE en varios de los 6rganos analizados. En el ambiente, las concentraciones testeadas
de IMI podrian ser facilmente ingeridas por las aves al consumir unas pocas semillas
tratadas (Capitulo 1). La persistencia de efectos luego de la eliminacion del IMI del
organismo podria comprometer la supervivencia de las aves (Eng et al., 2019). El
entendimiento de los efectos subletales del IMI es de vital importancia a la hora de
identificar y diagnosticar casos tempranos de intoxicacion en el campo. A partir de este
trabajo, se propone la determinacion del IMI en el plasma como un biomarcador de

exposicion, que indica exposicion reciente (antes de las 48 horas), o repetida a una fuente
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de IMI. Ademas, la deteccidn en el plasma presenta la ventaja de que es posible de realizar
sin sacrificar el animal, algo que es prioritario para los estudios a campo Y los trabajos
con especies amenazadas (Fair et al., 2010). En este trabajo, ademas, se establecieron
protocolos experimentales que permitieron realizar determinaciones quimicas utilizando
volumenes pequerios de sangre (20 uL) algo que es muy valioso cuando se trabaja con

aves pequefias (<50g), como es el caso del tordo musico y otras especies paseriformes.

En los Gltimos dos capitulos de esta tesis, se alimentd a los tordos musicos con
semillas tratadas con IMI, con concentraciones que representan respectivamente al 2 y
15% de una concentracion promedio utilizada en el tratamiento de semillas, por un
periodo de 7 y 32 dias en los Capitulos 3 y 4, respectivamente. En ambos estudios, el uso
de concentraciones de IMI inferiores a las cominmente utilizadas en el tratamiento de
semillas, permitio simular un escenario en el que cual solo el 2 0 15% de las semillas
consumidas estarian tratadas, el resto del consumo consistiendo, tedricamente, de
semillas sin tratar. El disefio experimental de este trabajo permitio asi evaluar los efectos
de la ingesta de una dosis subletal de IMI, con la ventaja de poder estimar precisamente

la dosis diaria ingerida por cada individuo, y relacionarla con los efectos subletales.

En ambos tratamientos se observo mortalidad, principalmente en el tratamiento
mas alto (Capitulo 3 y 4). Entre las aves expuestas a la dosis mas alta, la mortalidad
ocurrio entre los 3 y 15 dias, y a los 30 dias en el tratamiento con la dosis mas baja. Se ha
documentado que las semillas tratadas pueden permanecer por mas de 14 dias en la
superficie de los lotes de cultivo (Lennon et al., 2020a), y que el ingrediente activo
permanece hasta 30 dias en las semillas antes de degradarse (Roy et al., 2019), lo que
indica que el consumo prolongado de semillas tratadas es un escenario posible en los

campos de cultivo.

El estudio del consumo diario permitié conocer que los tordos presentan
oscilaciones diarias en la cantidad de alimento ingerida (Capitulo 3 y 4). Los individuos
expuestos al tratamiento méas alto disminuyeron su consumo los primeros tres dias,
probablemente debido al malestar que genera el IMI luego de su ingesta, como ha sido
reportado en otras especies (Avery et al., 1993; Lopez-Antia et al., 2015b). Ademas, en
las aves del tratamiento mas alto, se observaron oscilaciones pronunciadas en la cantidad
diaria de alimento ingerido, que podrian deberse a que durante los periodos de menor

consumo, el IMI es eliminado parcialmente (Capitulo 2 de esta tesis, Bean et al. 2019;

162



Roy et al. 2020). La eliminacion del IMI resultaria en una mejora temporal de las aves
(Addy-Orduna et al., 2019; Franzen-Klein et al., 2020), que incrementarian su consumo
para compensar el ayuno parcial. En conjunto, estos resultados demostraron que las aves
no evitan ingerir las semillas tratadas, y que el riesgo es mayor, si se considera que luego
de una disminucion en la ingesta de alimento, las aves tienden a compensar el ayuno
parcial incrementando la dosis de IMI ingerida, que como se observé puede ser

equivalente a la dosis necesaria para alcanzar la mortalidad (Capitulo 1).

Las aves expuestas a las semillas tratadas disminuyeron su peso corporal
(Capitulo 3 y 4). Las aves del tratamiento mas alto disminuyeron su peso la primera
semana Yy luego se mantuvo constante. Por otro lado, las aves del tratamiento méas bajo
presentaron una tendencia hacia la pérdida de peso hacia el final del experimento, que
podria estar indicando un efecto tardio del IMI a dosis bajas (Capitulo 4). Posiblemente,
la pérdida de peso de las aves del tratamiento mas alto sea debida a la disminucion en la
ingesta de semillas ocurrida los primeros dias, como ha sido reportado en otras especies
(Addy-Orduna et al., 2019; Eng et al., 2019; Franzen-Klein et al., 2020; Lopez-Antia et
al., 2014). Por otro lado, la imposibilidad de recuperar el peso perdido podria deberse al
gasto metabolico de eliminar y compensar los efectos del IMI en el organismo (Eng et
al., 2019). En las aves, el peso corporal estd asociado a sus reservas energéticas (Labocha
and Hayes, 2012). La imposibilidad de recuperar el peso podria implicar que las aves no
puedan regenerar sus reservas energéticas con consecuencias negativas sobre las
poblaciones, por ejemplo, retrasando las paradas durante la migracion (Eng et al., 2019),

o afectando su reproduccion (Williams and Ternan, 1999).

El consumo de semillas tratadas afectd negativamente el comportamiento de las
aves. El seguimiento en el tiempo, y el estudio detallado del comportamiento de las aves
en la jaula, permitio identificar efectos a dosis muy bajas (Capitulos 3 y 4).
Principalmente, se observd en ambos tratamientos que las aves disminuyeron su
movilidad, que coincidié con un incremento del tiempo de permanencia en el piso. En el
tratamiento mas alto, los efectos se manifestaron al inicio de la exposicion, mientras que
a dosis més bajas los efectos se observaron la cuarta semana, lo que indica un efecto tardio
del IMLI. Por otro lado, se observé una mayor permanencia del tiempo en el comedero de
las aves de la dosis mas alta, sin que ello implicara un incremento en la cantidad de
alimento ingerida, lo que sugiere que el IMI podria afectar la manipulacién de las semillas

disminuyendo la eficacia de alimentacion (Capitulos 3 y 4). En conjunto, las alteraciones
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comportamentales observadas tienen implicancias ecoldgicas importantes: la aparicion
de efectos tardios y la disminucion de la movilidad, junto con la alimentacion ineficiente,
podrian resultar en alteraciones de los procesos bioldgicos como la supervivencia y la

reproduccion, entre otros.

De manera complementaria, en el Capitulo 4 se disefiaron pruebas
comportamentales de respuesta a un predador y de escape. Hasta el momento este es el
primer trabajo en demostrar que la ingesta de IMI disminuye la reaccion de las aves ante
la presencia de un potencial predador, asi como la respuesta de escape, observada en las
aves del tratamiento mas alto. En el ambiente, las aves se encuentran expuestas la mayor
parte del tiempo a los predadores, y la vigilancia y la respuesta de escape son esenciales

para su supervivencia (Devereux et al., 2006).

Tanto en los Capitulos 3 y 4 se detectaron alteraciones enzimaticas en las aves
alimentadas con las semillas tratadas. La alteracion en la actividad de las ChEs refuerza
la evidencia de que el IMI afecta el sistema nervioso, mediante la alteracion de la
actividad de las colinesterasas (Abu Zeid et al., 2019; Kapoor et al., 2014; Lonare et al.,
2014; Vohra et al., 2014, Wang 2017; Annabi et al., 2015). Por otro lado, la actividad de
la GST se encontré alterada en masculo y plasma. Como ha sido reportado previamente
para otras especies de aves, la alteracion de la enzima GST podria ser un indicador dafio
oxidativo, aunque también podria deberse a su participacion en la biotransformacion de
alguno de los productos de la degradacion del IMI en el organismo (Revisado Wang et
al. 2018). En conjunto con los resultados obtenidos en el Capitulo 2, ambas enzimas
podrian ser consideradas como biomarcadores inespecificos de efecto, y su uso deberia

ser complementado con otros pardmetros indicadores de la salud de las aves.

CONSIDERACIONES FINALES

La Region pampeana es habitada por al menos 300 especies de aves (Brown et
al., 2006), de las cuales casi 60 son especies paseriformes que habitan comdnmente los
agroecosistemas (Giacomo and Casenave, 2010; Goijman et al., 2015; Frutos et al.,
2016). En la zona ndcleo, el clima templado y los suelos de la Regién Pampeana de la
Argentina permiten la siembra de al menos dos cultivos diferentes cada afio (MAGYP,
2020), lo que implica que las aves podrian enfrentar el riesgo de mortalidad dos veces al
afio.

164



Los resultados obtenidos en esta tesis aportan informacion valiosa sobre los
efectos que tiene un plaguicida de uso vigente sobre las aves nativas paseriformes de la
region pampeana. Debe ser considerado que junto con las muertes causadas por la
toxicidad del IMI, las aves silvestres también se encontrarian en peligro debido a los
efectos subletales que genera. La reduccion en la capacidad de buscar un refugio, o de
escapar de un predador, sumadas a una condicion corporal empobrecida, podria afectar la
supervivencia de las aves en condiciones ambientales extremas, retrasando la migracion,
o afectando la reproduccion. Ademas es importante mencionar que los predadores de las
pequefias aves también podrian verse afectados, considerando que se detectd IMI en la

sangre de pichones de buho real (Taliansky-Chamudis et al., 2017).

Con el objetivo de poder realizar diagndsticos de exposicion a IMI en el campo,
en este trabajo se desarrollaron protocolos para poder identificar biomarcadores de
exposicion y efecto, priorizando el uso de muestras no letales. El tamafio de las aves como
el tordo musico, limita la cantidad de muestras que se pueden obtener sin dafar al
individuo. En ese sentido, seria recomendable desarrollar a futuro biomarcadores méas
sensibles, priorizando las muestras no letales como sangre, heces, fluidos reproductivos,
y plumas, y asi poder cumplir mejor con los estandares de conservacién y bienestar

animal.

A partir del trabajo realizado, surge la necesidad de contar con informacion sobre
el uso de plaguicidas en Argentina: informacion relacionada al uso por zona, tipo de
cultivo o incluso si suele utilizarse en conjunto con otros compuestos que podrian generar
nuevos efectos, o potenciar los observados (efectos aditivos y sinérgicos). De la misma
manera, contar con un monitoreo de mortandades de aves, permitiria realizar
evaluaciones de riesgo mas precisas y predictivas, y facilitar la toma de decisiones por

los organismos reguladores.

La falta de testeos en naves nativas es una debilidad del proceso regulatorio. Este
trabajo de tesis aporta informacion sobre el efecto del IMI en las aves, a la vez que aporta
protocolos experimentales, la implementacion del tordo muasico como modelo
experimental, y propone biomarcadores que pueden ser utilizados para la deteccién de la
exposicion al imidacloprid en el campo. Los resultados de esta tesis refuerzan, con
evidencias cientificas, que el tratamiento de semillas es una practica poco sostenible que

puede perjudicar seriamente las poblaciones de aves. Al ser una practica de uso
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profilactico, se recomienda suspender su uso o limitarse a casos extremos. Es fundamental
que la informacion generada en este trabajo sea considerada por parte de los organismos
gubernamentales de control para evitar mayores consecuencias en las poblaciones de aves

que habitan los agroecosistemas.
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