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LC-MS: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry en inglés, es decir cromatografia
liquida-espectrometria de masas.

MAGyP: Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de Argentina.

MDA: malondialdehido.

nNAChR: Nicotinic Acetylcholine Receptors en inglés, es decir receptores nicotinicos de
acetilcolina.

NOAEL: No Observed Adverse Effect Level en inglés, es decir Nivel de Efecto Adverso No
Observable (dosis mas alta a la que no se observo un efecto téxico o adverso).

OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development en inglés, es decir
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos.

PC: peso corporal.

ppm: partes por millon.

RMA: Reduced Major Axis en inglés, es decir eje mayor reducido.

FMR: Field Metabolic Rate en inglés, es decir tasa metabdlica de campo.

RSD: desvio estandar relativo.
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SE: Standard Error en inglés, es decir error estandar.

SMI: Scaled Mass Index en inglés, es decir indice de masa escalada.

SR: Seeding Rate en inglés, es decir tasa de siembra.

TBARS: ThioBarbituric Acid Reactive Substances en inglés, es decir sustancias reactivas
al 4cido tiobarbiturico.

TER: Toxicity Exposure Ratio en inglés, es decir tasa de exposicion toxica.

VC: estado fenoldgico vegetativo cotiledonar

VE: estado fenoldgico vegetativo en emergencia

WHO: World Health Organization en inglés, es decir Organizacion Mundial de la Salud.
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RESUMEN GENERAL

Dado su amplio uso y su quimica particular, los insecticidas neonicotinoides tienen
un alto potencial de afectar especies no blanco como las aves, particularmente a través de
su uso como tratamientos de semilla antes de la siembra de un cultivo. Para esclarecer
aspectos relacionados al peligro y a la exposicién de aves a neonicotinoides, se describié
la toxicidad aguda de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam en torcazas (Zenaida
auriculata). En perdices rojas (Alectoris rufa) se evalud su comportamiento antidepredador
luego de una dosificacién con dosis subletales de imidacloprid. Para determinar si la
aversion a neonicotinoides limita la exposicion de las aves, se realizaron experimentos en
cautiverio con torcazas expuestas a sorgo (semillas) y soja (semillas y cotiledones)
tratados, y un experimento a campo con semillas y cotiledones de soja. Finalmente, se
estim6 en campo la cantidad de semillas disponibles para las aves que quedan después
de la siembra de maiz, sorgo y soja, asi como el contenido de semillas de estos cultivos y
de neonicotinoides en tracto gastro-intestinal de torcazas cazadas. Imidacloprid (DL50=59
mg/kg) resultdé mas téxico que clotianidin y tiametoxam para las torcazas, pero
concentraciones de 1 y 6 mg/kg sbélo produjeron efectos en comportamientos
antidepredador pasivos, no de huida, en perdices rojas. Los neonicotinoides produjeron un
fuerte comportamiento de evitacién en las aves, tanto en cautiverio como en campo, pero
no fue suficiente para evitar la muerte de torcazas expuestas a sorgo tratado. La soja fue
el cultivo con la mayor densidad de semillas sin enterrar después de su siembra pero
también el menos tratado con neonicotinoides. El cultivo de maiz, 100% tratado con
neonicotinoides, fue el que presenté mayor abundancia de aves comedoras de semillas y
sus semillas se encontraron en las torcazas cazadas con mayor frecuencia que las de sorgo
y soja. El cultivo de sorgo fue el menos extendido territorialmente, pero sus semillas
presentaron la mayor concentracién de imidacloprid en el campo. Como conclusion,
imidacloprid puede estar presente en semillas tratadas no enterradas de sorgo y maiz en
cantidades peligrosas, constituyendo un riesgo agudo para las avesque comen semillas.
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GENERAL ABSTRACT

Given their wide use and particular chemistry, neonicotinoid insecticides have a high
potential to affect non-target species such as birds, particularly through their use as seed
treatments before sowing a crop. To clarify aspects related to the hazard and exposure of
birds to neonicotinoids, the acute toxicity of imidacloprid, clothianidin and thiamethoxam in
eared doves (Zenaida auriculata) was described. In red-legged partridges (Alectoris rufa)
their antipredator behavior was evaluated after dosage with low doses of imidacloprid. To
determine whether aversion to neonicotinoids limits bird exposure, captive experiments
were conducted with eared doves exposed to treated sorghum (seeds) and soybeans
(seeds and cotyledons), and a field experiment with soybean seeds and cotyledons. Finally,
the number of seeds available to the birds that remain after the sowing of corn, sorghum
and soybeans was estimated in the field, as well as the seed content of these crops and
neonicotinoids in hunted eared doves. Imidacloprid was more toxic than clothianidin and
thiamethoxam for eared doves (LD50=59 mg/kg), but concentrations of 1 and 6 mg/kg only
produced effects on passive, not flight, antipredator behaviour in red-legged partridges.
Neonicotinoids produced strong avoidance behavior in birds, both in captivity and in the
field, but it was not enough to prevent the death of eared doves exposed to treated sorghum.
Soybeans were the crop with the highest density of unburied seeds after sowing but also
the least treated with neonicotinoids. The crop of corn, 100% treated with neonicotinoids,
was the one that presented the greatest abundance of seed-eating birds and its seeds were
found in the eared doves hunted more frequently than those of sorghum and soybeans. The
crop of sorghum was the least widespread in the territory but its seeds presented the highest
concentration of imidacloprid in the field. In conclusion, imidacloprid may be present in
unburied treated seeds of sorghum and maize in dangerous quantities, constituting an acute
risk to seed-eating birds.
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Los neonicotinoides son actualmente una clase de insecticidas de amplio uso a nivel
global. Introducidos desde la década de 1990, son la clase de insecticida de mas rapido
crecimiento en el mercado mundial en los ultimos anos (Jeschke et al., 2011; Tomizawa y
Casida, 2011), particularmente como tratamiento de semillas previo a la siembra (Douglas
y Tooker, 2015). Su amplia adopcion se explica por su relativa mayor toxicidad para
invertebrados que vertebrados, su diversidad de modos de aplicacion, su persistencia y su
actividad sistémica. Ademas de aplicarse sobre el suelo o las plantas, los neonicotinoides
se utilizan ampliamente como tratamiento de semillas previo a la siembra (“‘curasemillas”)
para controlar el dafo por insectos chupadores y masticadores en diversos cultivos (Elbert
et al., 2008). Con este modo de uso, la aplicacién del ingrediente activo es virtualmente
independiente del clima, se aplica directamente en el sitio de accion y reduce la exposicion
del operador a la sustancia activa (Jeschke et al., 2011).

Como consecuencia de su uso a gran escala y sus caracteristicas fisico-quimicas,
los neonicotinoides han mostrado ser contaminantes ambientales y presentan impactos
potenciales sobre las funciones y los servicios ecosistémicos provistos por los ecosistemas
acuaticos y terrestres (Chagnon et al., 2014). Los neonicotinoides son encontrados en el
aire, como particulas de polvo durante la siembra de cultivos con semillas tratadas y como
aerosoles durante las pulverizaciones (Bonmatin et al., 2014; Greatti et al., 2003). Son
frecuentemente detectados en suelos agricolas (Bonmatin et al., 2019; Jones et al., 2014)
— incluso de producciones organicas (Humann-Guilleminot et al., 2019a) —, humedales
(Main et al., 2016, 2014), aguas superficiales (Hladik et al., 2014; Morrissey et al., 2015;
Naumann et al., 2022; Tisler et al., 2009) y en plantas no-blanco de los bordes dado que,
por ser relativamente solubles en agua, son absorbidos facilmente via raices u hojas
(Bonmatin et al., 2014; Hladik et al., 2014), llegando a estar presente en el polen y néctar
(Bonmatin et al., 2005; Pohorecka et al., 2012). Su presencia se ha extendido a los
animales y humanos, encontrandose residuos de nenicotinoides en abejas (Codling et al.,
2018), plumaje de aves paseriformes (Hao et al., 2018; Humann-Guilleminot et al., 2019b),
nidos de gorriones (Chaudhry, 2019), fluidos cloacales de colibries (Bishop et al., 2020),
plumaje de aves marinas (Distefano et al., 2022), plumas y sangre de rapaces (Byholm et
al., 2018; Humann-Guilleminot et al., 2021; Taliansky-Chamudis et al., 2017), higado de
codornices silvestres (Ertl et al., 2018; Turaga et al., 2016), buches, mollejas e higado de
perdices y palomas (Berny et al., 1999), huevos de perdices (Bro et al., 2016), plasma e
higado de aves de tierras de cultivo (Lennon et al., 2020, 2020a), granulos fecales e higado
de gallos de las praderas (Roy y Chen, 2022), leche (Seccia et al., 2008), musculo e higado
de bovinos (Xiao et al., 2011), agua de grifo (Zhang et al., 2021), alimentos (Craddock et



al.,, 2019) y orina humana (Pan et al., 2022; Zhang y Lu, 2022), entre otras posibles

muestras bioldgicas.

Varias investigaciones alertan sobre impactos directos e indirectos de los
neonicotinoides sobre un amplio rango de especies no blanco de invertebrados (Cavallaro
et al., 2017; de Lima e Silva et al., 2021; Pisa et al., 2015; Ritchie et al., 2019; van Dijk et
al., 2013; Vijver y Van Den Brink, 2014) y vertebrados (Gibbons et al., 2015; Mineau y
Callaghan, 2018; Pisa et al., 2021). Los neonicotinoides también son considerados
responsables, al menos en parte, del colapso general de la entomofauna europea (van
Lexmond et al., 2014) y, como efecto en cadena, de declives poblacionales de aves
insectivoras (Hallmann et al., 2014).

El efecto de los neonicotinoides sobre abejas y polinizadores ha sido uno de los
principales temas de controversia con este grupo de quimicos, con trabajos que los
eximirian de ser los principales culpables del declive de colonias de abejas y otros
polinizadores (Cutler y Scott-Dupree, 2014; Codling et al., 2018; Cresswell et al., 2012;
Flores et al., 2021; Staveley et al., 2014) y trabajos que muestran los impactos negativos
de los neonicotinoides sobre este importante grupo bioldgico, vital para el desarrollo
sustentable y la seguridad alimentaria (Alburaki et al., 2015; Batista et al., 2022; Colgan et
al., 2019; Di Prisco et al., 2013; Fischer et al., 2014; Larson et al., 2013; Main et al., 2021;
Matsumoto, 2013; Pilling et al., 2013; Pistorius et al., 2015; Sanchez-Bayo y Goka, 2014;
Sandrock et al., 2014; Scholer y Krischik, 2014; Tosi et al., 2017; Tsvetkov et al., 2017; Van
der Sluijs et al., 2013; Whitehorn et al., 2012; Williamson et al., 2014; Woodcock et al.,
2021; Wu et al., 2017, entre otros). Considerando estos efectos sobre las abejas y
polinizadores, la Union Europea (UE) restringidé el uso de imidacloprid, tiametoxam y
clotianidin (Fig. 11) a cultivos atractivos para las abejas (incluidos el maiz, la colza y el
girasol) con la excepcién de los usos en invernaderos, de tratamiento de algunos cultivos
después de la floracion y de cereales de invierno. También se modificaron las condiciones
de aprobacién de las sustancias activas imidacloprid, clotianidin y tiametoxam mediante
tres reglamentos publicados en el Diario Oficial de la Unién Europea el 30 de mayo de
2018. Tras las restricciones de los tres neonicotinoides en 2013, varios Estados miembros
han concedido autorizaciones de emergencia para algunos de los usos restringidos (sitio
de la Comisién Europea sobre neonicotinoides: https:/tinyurl.com/mryj88dv).

El principal modo de accion de los neonicotinoides consiste en unirse a los receptores
de acetilcolina nicotinicos del sistema nervioso central de los invertebrados (Casida y
Durkin, 2013; Matsuda et al., 2001). En concentraciones bajas causan estimulacion
nerviosa, y en concentraciones altas bloquean los receptores, produciendo paralisis y
muerte en los insectos (Tomizawa y Casida, 2004). Los vertebrados son menos



susceptibles que los artropodos a los insecticidas neonicotinoides porque sus receptores
nicotinicos presentan menor afinidad a estos quimicos (Tomizawa y Casida, 2004). Pero
los estudios de toxicidad aguda con neonicotinoides en aves (Tabla 11) muestran que la
toxicidad relativa varia tanto entre productos como entre especies (Gibbons et al., 2014).
Segun las dosis letales medias (DL50), los neonicotinoides pasan de altamente toxicos (ej,
imidacloprid en Perdix perdix) a practicamente no toxicos (ej, clotianidin en Colinus
virginianus) para aves. Dadas estas diferencias, una de las criticas al sistema de
evaluacion de riesgos de plaguicidas en aves es que, aunque se aplican factores de
seguridad, se subestimaria el riesgo para las especies mas sensibles (Luttik et al., 2011).
Por tal motivo, es importante contar con datos de DL50 de aves de diferentes familias y
lugares para lograr evaluaciones realistas, considerando que la intoxicacion aguda puede
ser factible ya que existen reportes de envenenamiento agudo de aves por neonicotinoides
(Botha et al., 2018; Millot et al., 2017; Rogers et al., 2019).
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Fig. I.1. Estructura quimica de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam.

Tabla |.1. Dosis letales medias (DL50) de tres neonicotinoides de uso frecuente en distintas
especies de aves.

Especie de ave Neonicotinoide (mg i.a./kg PC)

imidacloprid  clotianidin  tiametoxam

Anade azulén (Anas platyrhynchos) 283 >752¢

Canario (Serinus canaria) 25-50¢

Codorniz japonesa (Coturnix japonica) 312 423° 576°
Colin de Virginia (Colinus virginianus) 1522 >2000° 1552°¢
Gorrién comun (Passer domesticus) 414

Paloma doméstica (Columba livia) 25-50¢

Perdiz pardilla (Perdix perdix) 149

Fuentes: @Tomlin CDS, 2004; PRexrode et al., 2003; °Mineau y Palmer, 2013; 9Gibbons et al., 2014.



En cuanto a efectos subletales, los estudios realizados en aves muestran que el
imidacloprid presenta los valores mas bajos de efectos adversos no observables (NOAEL)
respecto al resto de los neonicotinoides estudiados (Mineau y Palmer, 2013). Ademas de
poder causar la muerte, distintas formulaciones de imidacloprid producen disminucién de
la condicion corporal y de la respuesta inmune celular, estrés oxidativo, hepatotoxicidad y
cambios en parametros bioquimicos y hematoldgicos y alteraciones reproductivas (Abu
Zeid et al., 2019; Balani et al., 2011; Ivanova et al., 2013; Kammon et al., 2010; Lopez-Antia
et al., 2015; Lopez-Antia et al., 2013; Pandey y Mohanty, 2015; Rawi et al., 2019). Para el
resto de los neonicotinoides, los estudios son mas escasos. Un estudio de exposicion
subcrénica de aves a tiametoxam informé sobre cambios hematoldgicos significativos
(lvanova et al., 2013), en tanto que estudios similares con clotianidin informan sobre efectos
en la fertilidad y el desarrollo embrionario de codornices japonesas (Tokumoto et al., 2013),
asi como adelgazamiento de la cascara del huevo (Rexrode et al., 2003). Un efecto subletal
poco evaluado es la posible alteracién que podrian causar los neonicotinoides sobre
comportamientos complejos de las aves, como por ejemplo el comportamiento de defensa
contra depredadores, teniendo en cuenta que existe evidencia considerable que demuestra
que los contaminantes quimicos pueden afectar el comportamiento de la vida silvestre
(Clotfelter et al., 2004; Ford et al., 2021; Saaristo et al., 2018; Zala y Penn, 2004),
incluyendo los plaguicidas en las aves (de Souza et al., 2018; Eng et al., 2019, 2017; Grue
et al., 1997; Ottinger et al., 2005; Peakall, 1985; Walker, 2003).

Dado que el consumo de semillas tratadas con neonicotinoides por parte de aves es
una ruta potencial de intoxicacion (Goulson, 2013; Mason et al., 2013; Mineau y Palmer,
2013; van Lexmond et al., 2014), otro comportamiento conveniente de estudiar es la
evitacion de comida tratada con neonicotinoides, ya que la evitacién de alimento es un
comportamiento que resulta en una reduccién de la cantidad ingerida (M'Kay et al., 1999).
La evitacidon de un alimento puede originarse por neofobia o por la presencia de un
compuesto quimico que produce un rechazo (Reidinger Jr y Mason, 1983). Ese rechazo
puede ser inmediato, por reflejo (causado por olor o sabor desagradable y/o por irritacion
mediada por los receptores del nervio trigeminal de la cavidad oral-nasal), o puede requerir
un aprendizaje mediante aversion condicionada. La aversion condicionada implica que el
ave se alimenta del material tratado, siente un malestar post-ingestional y asocia ese
malestar a alguna caracteristica del alimento como color, olor o sabor y decide evitarlo
(Sayre y Clark, 2001). Se presume que la respuesta a varios plaguicidas seria mediante
este Ultimo mecanismo de rechazo, entre ellos algunos neonicotinoides como es el caso
del imidacloprid (Lopez-Antia et al., 2014). Por otro lado, el grado de evitacién a un
compuesto depende de varios factores: la especie, el sexo, la edad, el tamaro del grupo,



las interacciones sociales, la experiencia previa, el tipo de comida, la privacion previa de
comida, las limitaciones del tiempo de alimentacion durante el periodo de exposicion, el
color de la comida tratada, el tipo de comida alternativa disponible, el nUmero de elecciones
disponibles, la temperatura ambiente, el riesgo de predacion percibido, el método de
presentacion del material tratado, la regurgitacion, y el pelado o no de la cascara (Avery,
1994; Avery et al., 1995; Bennett, 1989b, 1989a; Espaillat y Mason, 1990b, 1990a; Fryday
et al., 2001, 1999, 1998; Greig-Smith, 1987; Greig-Smith y Rowney, 1987; Kononen et al.,
1987, 1986; Mason y Bonwell, 1993; Mason y Reidinger, 1982; Pascual et al., 19993,
1999b; Reidinger Jr y Mason, 1983; Schafer Jr. et al., 1983; Werner et al., 2009).
Potencialmente, el comportamiento de evitacion limita la exposicién y el riesgo de las aves
a los plaguicidas aversivos. Estudios realizados con aves en cautiverio presentan al
imidacloprid como un repelente efectivo y de minimo peligro para las aves (Avery et al.,
1993, 1997, 1994). En cuanto a clotianidin, Barfknecht (1998 a, b y 2000, citados en Mineau
y Palmer, 2013) informan sobre una evitacion completa a semillas tratadas por parte de
codornices y palomas domésticas cuando cuentan con alimento alternativo, y una evitacion
parcial en palomas cuando sélo se les ofrece semillas tratadas. Sin embargo, para Mineau
y Palmer (2013) y Goulson (2013), la evitacion de semillas tratadas no ha sido
suficientemente bien demostrada en un contexto realista para creer que mitigara un riesgo
toxicolégico alto. Es importante, entonces, profundizar en el estudio del comportamiento de
evitacion en contextos realistas, tanto en condiciones controladas (asegurando el estado
de hambre) como en campo, para decidir considerarlo en las evaluaciones de riesgo de
plaguicidas para aves porque, aunque la evitacibn pueda ser parcial, variable y
dependiente del contexto, es necesario determinarla (OECD, 2011).

Ademas de conocer el papel de la evitacion en la exposicidn de las aves a los
neonicotinoides, conocer la cantidad de semillas tratadas disponibles para las aves y la
proporcién que ingieren de las mismas es importante para caracterizar adecuadamente la
exposicion y el riesgo de las aves a estos quimicos. En los Ultimos afos, varios estudios
llevados a cabo en Europa y América del Norte han contribuido con valiosa informacion de
campo respecto al nimero de semillas tratadas sin enterrar que quedan disponibles para
las aves después de la siembra de los cereales de invierno en Espana (Lopez-Antia et al.,
2016) y Reino Unido (de Montaigu y Goulson, 2022; Lennon et al., 2020), y de cereales y
oleaginosas de verano en EE.UU. (Roy et al.,, 2019a) y Canada (McGee et al., 2018),
mostrando considerables diferencias en la densidad de semillas sin enterrar en entre
cultivos y entre paises. Factores como tipo de sembradora, experiencia del operador,
condicién del suelo, rastrojos, lluvia, tamafo de la semilla, profundidad de perforacion,
velocidad de trabajo durante la siembra, cultivo y sitio del lote (cabecera o interior) incidirian



en que haya mas o menos semillas sin enterrar (De Snoo y Luttik, 2004; Mineau y Palmer,
2013; Pascual et al., 1999c). En cuanto a la ingestion de esas semillas por parte de las
aves, Lopez-Antia et al (2016) y Lennon et al (2020) informan haber observado 30 y 11
especies de aves, respectivamente, consumiendo semillas de cereales de invierno en los
campos recién sembrados, alcanzando estas semillas mas del 50% de la dieta en el caso
de la perdiz roja (Lopez-Antia et al., 2016). Un numero intermedio de especies de aves (16)
se observo consumiendo semillas tratadas con neonicotinoides en derrames simulados de
cultivos estivales (maiz y soja) en EE.UU. (Roy y Coy, 2020). En cambio, se informa la
presencia de sblo 8 especies de aves en campos de Canad4, de las cuales sélo dos
individuos consumieron una semilla cada uno de maiz tratado con clotianidin (McGee et
al.,, 2018). Estas diferencias llevan a preguntarse acerca de cual es la situacién de los
cultivos del hemisferio Sur y hasta qué punto estos datos de semillas tratadas y aves
expuestas son extrapolables a escenarios sudamericanos, en los cuales también el uso de
neonicotinoides esta extendido. En Argentina, todas las semillas de maiz y gran parte de
las semillas de sorgo se venden ya tratadas con principalmente clotianidin y tiametoxam.
Las semillas de sorgo que se venden sin tratar son tratadas por el productor, generalmente
con imidacloprid. En los cultivos de soja de Entre Rios, en cambio, un porcentaje variable
de productores (entre 0% y 50%, segun la localidad) tratan las semillas con neonicotinoides
(com. pers. con extensionistas de las Agencias de Extension Rural de INTA Crespo,
Diamante, Victoria y Nogoya y asesores técnicos de la Cooperativa “La Agricola Regional”

de Crespo, provincia de Entre Rios).

El riesgo se define como la probabilidad de ocurrencia de efectos adversos como
resultado de la exposicidn a una sustancia, entendiendo como efectos adversos a los
cambios que alteran atributos funcionales o estructurales de la entidad estudiada (Norton
et al., 2003). La evaluacién de riesgo es un proceso secuencial que implica, por un lado, la
evaluacion de los efectos y, por otro lado, la evaluaciéon de la exposicion y, finalmente, la
caracterizacion del riesgo. La evaluacién de los efectos implica la identificacion de los
efectos adversos que causa la sustancia y la estimacién de la relacién entre la dosis o nivel
de exposicién a la sustancia y la incidencia y severidad de un efecto. La evaluacion de la
exposicién consiste en estimar la dosis o concentracion a la cual la poblacion estudiada
esta o puede estar expuesta. Finalmente, la caracterizacion del riesgo es la estimacion de
la incidencia y severidad de los efectos adversos que probablemente ocurran en la
poblacién estudiada debido a la exposicion actual o predicha a la sustancia (European
Comission, 2003). La cantidad y calidad de la informacién de soporte en cada etapa del
proceso es fundamental para evitar sub- o sobre-estimaciones del riesgo. Con la idea de

contribuir con informacién de soporte para las evaluaciones de riesgo, los dos primeros



capitulos de esta tesis estan abocados a responder preguntas mas vinculadas al peligro
de los neonicotinoides para las aves y los tres uUltimos a responder preguntas vinculadas a

la exposicion de aves a neonicotinoides a través de las variables descriptas en la Tabla 12.

Por lo tanto, en funcion del amplio uso de los neonicotinoides tanto a nivel global
como local, y de los antecedentes sobre sus impactos sobre aves en escenarios europeos
y norteamericanos, aqui presentamos estudios que amplian el entendimiento sobre los
efectos letales, no letales (comportamiento antipredador) y de evitacién que producen los
neonicotinoides, asi como el grado de exposicion de las aves a través de semillas tratadas
en un escenario sudamericano, determinando la densidad de semillas disponibles después
de la siembra de maiz, sorgo y soja, la proporcién de estas semillas ingerida por una
especie focal y su tasa de exposicidn toxica. La torcaza (Zenaida auriculata) fue la especie
elegida como modelo experimental de ave silvestre granivora sudamericana para los
estudios de toxicidad aguda y evitacién, y como especie focal en el campo, dado su tipo de
dieta, su abundancia en la regién, su facilidad de captura, su relativa facil visualizacién en
el campo y su ecologia y biologia méas conocida que la de otras aves locales (Bucher, 1982;
Bucher y Nores, 1976; Bucher y Ranvaud, 2006; Calvo-Silvera, 2006; Candido Jr et al.,
2008; Dardanelli et al., 2012; Murton et al., 1974; Ranvaud et al., 2001a).



Tabla 1.2. Variables medidas para contestar las preguntas de cada capitulo de la tesis, vin-
culadas al peligro (efectos), a la exposicidon (concentraciéon quimica) y al riesgo.

.1 20

————
Peligro n Exposicion = Riesgo
Cap. 1 ¢Como es la toxicidad aguda de distintos NNI en |la torcaza?

* Muerte (DL50, LT50) * Formulaciones de imidacloprid, * Consumo diario
* Aparicion e intensidad de signos clotianidin o tiametoxam promedio de sorgo

de intoxicacion y tiempo de administradas por gavage a * Semillas (masa y n°) de

recuperacion torcazas maiz, sorgo y soja que
* Variacién PC alcanzan las DL50

* Consumo alimento (anorexia)

Cap. 2 Imidacloprid a dosis subletales ¢ afecta el comportamiento antidepredador en perdices?
* Variacion del comportamiento * Imidacloprid por gavage a
antidepredador perdices rojas
Cap. 3 Semillas y cotiledones tratados con NNI éproducen evitacion “protectora” en torcazas cautivas?
* Consumo alimento de prueba * Residuos de neonicotinoide en
(evitacion de alimento tratado) alimentos de prueba (sorgo, sojao
* Consumo alimento cotiledones de soja) ofrecidos a
mantenimiento (anorexia) torcazas y tratados con
* Muerte formulaciones de neonicotinoides
* Signos de intoxicacidn o0 en origen

* Variacion SMI y PC
* Estreés oxidativo y Hto

Cap. 4 En el campo, las aves ¢evitan semillas y cotiledones de soja tratados con imidacloprid?

* Cantidad de semillas sin * Residuos de neonicotinoides en * TER agudo refinado
enterrar/m? después de la semillas de soja tratadas sin * Area de forrajeo
siembra (evitacion de semillas enterrar/m? problema
tratadas) * Residuos de neonicotinoides en * Tiempo de forrajeo

* Cantidad de cotiledones cotiledones de soja tratados problema
faltantes/m (evitacion de * Abundancia y riqueza de aves en
cotiledones tratados) campo experimental del INTA

Parana

Cap.5  Delas semillas tratadas en campo, ¢{cual es su concentracion de NNI, cuantas quedan disponibles
para las aves y en qué proporcion son ingeridas por torcazas?

* Cantidad de semillas sin * TER agudo nivel 1
enterrar/m? (maiz, sorgo y soja)  * TER agudo refinado
después de la siembra y variables
gue influyen en sun®.

* Residuos neonicotinoides en
semillas no enterradas

* Abundancia y riqueza de aves en
campos comerciales de maiz,
sorgo y soja de Parana y Diamante

* Contenido de semillas de cultivos
y de residuos de neonicotinoides
en en t.g.i de torcazas cazadas en
Paranay Diamante

NNI: insecticidas neonicotinoides. DL50: dosis letal media. LT50: Tiempo de muerte medio. PC: peso corporal.
SMI: Indice de masa escalonada. TER: Indice de exposicion téxica. INTA: Instituto Nacional de Tecnologia
agropecuaria. Hto: hematocrito.



Hipotesis
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Hipotesis generales

1) El peligro de los “curasemillas” neonicotinoides para las aves granivoras aumenta en la
medida que aumenta la toxicidad de la formulacion
2) La exposicidn de las aves granivoras a “curasemillas” neonicotinoides aumenta en la

medida que aumenta la cantidad de quimico ingerido

Hip6tesis de trabajo y predicciones derivadas

Hipotesis de trabajo 1: La toxicidad oral aguda de los “curasemillas” neonicotinoides
evaluada en torcazas difiere entre principios activos.

Prediccion 1: La DL50 del “curasemilla” neonicotinoide en torcazas, los signos de
intoxicacion, los efectos sobre el PC y el consumo de alimento difieren segun el principio
activo ingerido.

Hipdtesis de trabajo 2: La exposicibn de perdices rojas a imidacloprid afecta el
comportamiento antipredador de las mismas.
Prediccion 2: Las respuestas activas y pasivas a estimulos de riesgo de depredacién varian

entre perdices rojas dosificadas o no con dosis subletales de imidacloprid.

Hipdtesis de trabajo 3: Los cultivos tratados con “curasemillas” neonicotinoides producen
comportamiento de evitacidén en torcazas cautivas

Prediccion 3: El consumo de semillas y cotiledones tratados con neonicotinoides es menor
que el de semillas y cotiledones sin tratar.

Hipdtesis de trabajo 4: Imidacloprid agregado como curasemilla en soja a campo produce
en las aves un comportamiento de rechazo a semillas y cotiledones tratados

Prediccion 4: El numero de semillas sin entrerrar y de cotiledones sin dano por aves es
mayor en parcelas tratadas que en las no tratadas con imidaclprid.

Hipotesis de trabajo 5: La exposicion de las aves granivoras a “curasemillas’
neonicotinoides aumenta en la medida en que aumenta la cantidad de semillas tratadas
expuestas en el suelo luego de la siembra de un cultivo y la cantidad de residuos de
neonicotinoides ingeridos.

Prediccion 5a: Las semillas tratadas no debidamente enterradas luego de la siembra de
maiz, sorgo y soja constituyen una ruta de exposicién a neonicotinoides para las aves
granivoras.

Prediccion 5b: Amplio numero de especies e individuos de aves comedoras de semillas
estan presentes dentro de los campos recién sembrados

Prediccion 5c: Las torcazas cazadas contienen semillas de cultivos y neonicotinoides en

sus tractos gastrointestinales.
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Objetivos del trabajo
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Objetivo general

Evaluar la exposicion y el peligro para aves granivoras por la ingesta de semillas
tratadas con neonicotinoides.

Objetivos especificos (ordenados segun los capitulos)

1. Evaluar la toxicidad oral aguda de formulaciones de imidacloprid, clotianidin y

tiametoxam en torcazas.

2. Evaluar el comportamiento de perdices rojas tratadas con imidacloprid ante estimulos
de amenaza predatoria.

3. Evaluar el comportamiento de evitacion en aviario de torcazas expuestas a cotiledones
y semillas de soja tratadas con imidacloprid y a semillas de sorgo tratadas con
imidacloprid, clotianidin y/o tiametoxam

4. Evaluar el comportamiento de evitacion en campo de las aves a cotiledones

provenientes de semillas de soja tratadas con imidacloprid

5. Estimar la cantidad de semillas que quedan en el suelo disponibles para las aves luego
de una siembra de maiz, soja y sorgo en lotes comerciales. Evaluar la presencia de
neonicotinoides y de semillas de cultivos en buches de torcazas medianas cazadas
cerca de los lotes evaluados.
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CAPITULO 1

Toxicidad oral aguda de imidacloprid, tiametoxam y clotianidin en

torcazas
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Publicacién derivada:

Addy-Orduna, L.M., Brodeur, J.C., Mateo, R., 2019. Oral acute toxicity of imidacloprid,
thiamethoxam y clothianidin in eared doves: A contribution for the risk assessment of
neonicotinoids in birds. Science of The Total Environment 650, 1216-1223.
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Resumen

Recientemente se ha demostrado que los neonicotinoides causan impactos
negativos directos en las aves de América del Norte y Europa. Para comprender mejor el
impacto de estos compuestos en las especies de aves y mejorar las capacidades de
evaluacion de riesgos, el estudio actual determiné las toxicidades agudas de las
formulaciones de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam en torcazas de América del Sur
(Zenaida auriculata). Los insecticidas se administraron por sonda intragastrica a torcazas
adultas para determinar las dosis letales medias (DL50) de acuerdo con un procedimiento
secuencial estandarizado. La toxicidad aguda de la formulacién de imidacloprid (DL50=59
mg i.a./kg PC fue mucho mayor que la de las formulaciones probadas de clotianidin
(DL50=4248 mg i.a./kg PC) y tiametoxam (DL50=4366 mg i.a./kg PC). El imidacloprid
también difirid de los otros dos neonicotinoides en términos de la aparicién e intensidad de
los signos de intoxicacion y los tiempos de muerte y recuperacion. Los tres insecticidas
indujeron una reduccion en el consumo de alimentos que condujo a la pérdida de peso
corporal. Una torcaza de peso medio de 127 g obtendria una dosis equivalente a la DL50
de imidacloprid consumiendo 1,7 g de semillas de sorgo tratadas. Como a las torcazas se
les ofrecié semillas de sorgo no tratadas durante 5 h por dia consumiendo en promedio 6,4
+ 1,8 g (media = DE), se concluye que estas torcazas podrian estar expuestas a dosis
letales en el campo. Este trabajo es el primero en describir los signos de intoxicacion e
informar la DL50 de neonicotinoides en una especie de ave silvestre de América del Sur.

Introduccidn

Los neonicotinoides son la clase comercialmente mas importante de insecticidas
introducidos en el mercado global después de los piretroides (Jeschke et al., 2011). En
Argentina, como en otros paises, los neonicotinoides imidacloprid, clotianidin y tiametoxam
estan registrados para su uso en muchos cultivos y se emplean con frecuencia como
tratamientos de semillas (Simon-Delso et al., 2015). Las formulaciones de imidacloprid
(60% p/v) se registran como tratamiento de semillas (entre otros usos) para soja (0,3-0,4
mg i.a./g semilla), sorgo (4,5 mg i.a./g semilla) y maiz (3,0-4,5 mg i.a./g semilla). Por su
parte, clotianidin (60% p/v) se utiliza como tratamiento de semillas para sorgo (1,8-3,0 mg
i.a./g semilla) y maiz (0,9-1,5 mg i.a./g semilla), y tiametoxam (60% p/v) para soja (0,4-0,7
mg i.a./g semilla), sorgo (1,5-1,8 mg i.a./g semilla) y maiz (1,2-2,1 mg i.a/g
semilla) (CASAFE, 2013). Ademas, imidacloprid se usa a veces como "repelente" para
palomas en semillas de soja (1,2 mg i.a./g semilla, comunicaciéon personal de los
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agronomos del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria). Teniendo en cuenta que
101 incidentes de mortalidad de la vida silvestre, incluidas tres especies de palomas, se
han relacionado recientemente con el tratamiento de semillas con neonicotinoides (Millot
et al., 2017), esta practica puede necesitar ser reconsiderada como "control letal" en lugar

de "repelencia”.

Los neonicotinoides son neuroactivos y actian como agonistas en multiples subtipos
de receptores nicotinicos de acetilcolina (Casida y Durkin, 2013; Matsuda et al.,
2001). Poseen una alta afinidad por los receptores nicotinicos de los insectos y una pobre
penetracidbn de la barrera hematoencefalica en los mamiferos (Sheets et al., 2016;
Tomizawa y Casida, 2005). Son insecticidas sistémicos y generalmente tienen una larga
persistencia en el suelo (50 a 545 dias), una solubilidad en agua relativamente alta y un
considerable potencial de escorrentia y lixiviacion (Lewis et al., 2016). En muchos paises
se ha confirmado una extensa contaminacion neonicotinoide del suelo y el
agua, especialmente en Estados Unidos y Canada (Hladik y Kolpin, 2016; Limay-Rios
Victor et al., 2015).

Debido a su amplio uso y alto potencial de distribucion en el ambiente, los
neonicotinoides pueden causar impactos directos e indirectos en varias especies no
objetivo, incluidas las aves (Chagnon et al., 2015; Eng et al., 2017; Gibbons et al., 2015;
Goulson, 2014; Hladik y Kolpin, 2016; Mason et al., 2013; Mineau y Palmer, 2013; Sanchez-
Bayo y Goka, 2014; van der Sluijs et al., 2015). En las aves, se ha demostrado que los
neonicotinoides causan efectos directos o indirectos. El colapso de las poblaciones de
invertebrados de las que se alimentan las aves, representan un efecto indirecto de los
neonicotinoides (Hallmann et al., 2014; van Lexmond et al., 2014). Por otro lado, pueden
ocurrir efectos directos a través de la ingestién de invertebrados contaminados, semillas
tratadas (Elbert et al., 2008; Goulson, 2013), o a través de otras vias de exposicién (como
la via dérmica) que normalmente no se tienen en cuenta en la evaluacion del

riesgo (Mineau, 2011).

La toxicidad aguda de los insecticidas neonicotinoides, medida como la dosis letal
media (DL50), varia entre los productos y las especies de aves (Gibbons et al., 2015). Los
valores de DL50 notificados para las aves oscilan entre 14 y 450 mg/kg PC para el
imidacloprid, de 423 a >2000 mg/kg PC para clotianidin y de 576 a 1552 mg/kg PC para el
tiametoxam (Gibbons et al., 2015; Mineau y Palmer, 2013; Rexrode et al., 2003; Tomlin
CDS, 2004). Sin embargo, como pocas especies de aves se prueban tipicamente, es dificil
derivar de la literatura la verdadera variacién de las respuestas de la amplia gama de

especies de aves (Gibbons et al., 2015). Ademas, la toxicidad de los productos formulados
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puede diferir de la del ingrediente activo, porque los aditivos suelen facilitar la absorcion

del ingrediente activo por los organismos.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la toxicidad oral aguda
en torcazas (Zenaida auriculata) de tres neonicotinoides ampliamente utilizados
(imidacloprid, clotianidin y tiametoxam) en su forma formulada. También se estimé la
cantidad de semillas de soja, sorgo y maiz que podrian producir intoxicacién aguda, y se
calcul6 el consumo diario de semillas de sorgo no tratadas para evaluar el riesgo de
intoxicacion. Finalmente, también compilamos datos sobre la aparicion y evolucion de los
signos de intoxicacion subletal, ya que Mineau y Palmer (2013) sugirieron que el
debilitamiento severo podria ocurrir a exposiciones a neonicotinoides mucho mas bajas
que las dosis letales reportadas. La torcaza es una abundante ave granivora sudamericana
que es facil de capturar y se adapta bien al cautiverio. Estudios sobre el contenido
estomacal de las torcazas demostraron previamente que esta especie consume semillas
de cultivos que pueden ser tratados con neonicotinoides como sorgo, girasol, trigo y maiz
(Buchery Nores, 1976; Calvo-Silvera, 2006; Murton et al., 1974). Las semillas de soja y los
cotiledones de las plantas de soja recientemente emergidas también son consumidos por
estas torcazas (Ranvaud et al., 2001a).

Materiales y métodos

Quimicos

Las formulaciones de insecticidas probadas utilizadas fueron IMIDA NOVA® 60 (600
mg/ml de imidacloprid, NOVA®, lote n® 130), PONCHO 60 FS® (600 mg/ml de clotianidin,
Bayer®) y CRUISER 60FS (600 mg/ml de tiametoxam, Syngenta®). Clotianidin y
tiametoxam normalmente no se venden libremente y sélo se ponen a disposicion de las
empresas productoras de semillas. Por esta razon, en el estudio actual se utilizaron

muestras de clotianidin y tiametoxam donadas por las companias Bayer® y Syngenta®.

La concentracién del principio activo en todas las formulaciones fue corroborada por
un servicio contratado de analisis cromatogréfico, Laboratorio de Desarrollo Analitico y
Quimiometria del Departamento de Ciencias Biolégicas y Bioquimica de la Universidad
Nacional del Litoral. El imidacloprid fue determinado por HPLC-DAD (Agilent 1100)
equipado con una columna Varian-C18 de 150 x 4,6 mm y un tamafio de particula de 5 ym
a 35 °C, una fase moévil de agua:metanol (65:35) y un volumen de inyeccién de 5 pl. Las
formulaciones de clotianidin y tiametoxam se determinaron mediante HPLC-DAD (Agilent

1100) equipado con una columna Eclipse XDB-C18 de 75 x 4,6 mm y un tamano de
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particula de 5 ym a 35 ° C, una fase movil de agua: metanol (70:30) y un volumen de
inyecciéon de 10 pl. La identificacion y calibracién se realizaron con estandares analiticos
de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam (Pestanal, Sigma-Aldrich®). Las concentraciones
medidas fueron de 613 + 3 mg/ml (media + SE) para imidacloprid, 443 + 7 mg/ml para
clotianidin y 464 + 2 mg/ml para tiametoxam. Las dosis orales administradas se calcularon

en base a estas concentraciones medidas.

Aves experimentales y condiciones de alojamiento

Las torcazas silvestres fueron capturadas con trampas de cebo en campos dentro de
la Estacién Experimental Agropecuaria Parana del INTA, bajo permisos de las autoridades
provinciales (Resolucion 1721 de la Direccién General de Recursos Naturales del Gobierno
de la Provincia de Entre Rios). Las torcazas capturadas fueron alojadas en recintos
grupales (2 m de ancho x 9 m de largo x 2,5 m de altura), con hasta 70 aves por recinto,
en un aviario ubicado dentro de la Estacién Experimental Agropecuaria Parana. Las aves
fueron pesadas e identificadas con un anillo de metal a su llegada, antes de ser puestas
en cuarentena por un periodo de al menos un mes. El alojamiento de aves y el cuidado
general se realizaron de acuerdo con las pautas publicadas con respecto al uso de aves
silvestres en la investigacion (Fair et al., 2010).

Dos semanas antes de la prueba, las aves fueron asignadas al azar a jaulas
individuales (50 x 50 x 50 cm) y aclimatadas a las condiciones experimentales. A las aves
se les ofrecié mezcla comercial de semillas de paloma (una mezcla de trigo, maiz, sorgo,
mijo y semilla de colza adquirida en "Forrajeria Laurita” de Parana), agua y arenilla ad
libitum. La ventilacidén se controld para mantener las condiciones interiores de temperatura
y humedad dentro de los rangos ambientales exteriores. El fotoperiodo, la temperatura y la
humedad de la sala de pruebas se registraron diariamente. Todos los experimentos se
realizaron bajo un permiso del Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral (protocolo 232).

Disefio experimental

La toxicidad aguda oral de las formulaciones de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam
se determind en torcazas de acuerdo con la Guia de prueba 223 de la Organizacion para
la Cooperacién y el Desarrollo Econdémicos (OECD, 2009). Esta prueba es un
procedimiento secuencial disefiado para minimizar el nimero de aves utilizadas. Un
programa informético esta disponible en la pagina web de la OECD para ayudar con la
seleccion de dosis y estimar los limites de DL50, pendiente y confianza (Calculadora de
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disefio secuencial, SEDEC version 1.3, http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/
44050199.pdf). En la Fig. 1.1 se muestra un diagrama que representa los diferentes pasos
involucrados en el procedimiento (prueba limite y prueba completa). Para el imidacloprid,
las etapas 1, 2 y 3b se realizaron previamente utilizando como referencia la DL50 en
Colinus virginianus (152 mg/kg; Tomlin, 2004). La prueba limite y las etapas 2, 3a 'y 4 se
realizaron para clotianidin, mientras que la prueba limite y las etapas 1, 2 y 3a se llevaron
a cabo para tiametoxam. Para clotianidin, la prueba limite fue seguida por la etapa 2 porque
s6lo un individuo murié y se observaron signos de toxicidad en los sobrevivientes. Para
tiametoxam, la prueba limite fue seguida por la etapa 1 porque todos los individuos
dosificados murieron (Fig. 1.1A). Se utilizaron un total de 15 aves como controles: 5 para
las etapas de la prueba de imidacloprid, 5 para las pruebas limite de tiametoxam y
clotianidin, y 5 para las etapas restantes de las pruebas de clotianidin y tiametoxam. El
numero de individuos tratados fue de 24, 35 y 29 para imidacloprid, clotianidin y

tiametoxam, respectivamente.

En cada etapa, las dosis de tratamiento se calcularon utilizando el software SEDEC
y se administraron por sonda (gavage). Los volumenes de dosis se calcularon en funcion
de los pesos corporales individuales medidos 24 horas antes de la dosificacion. Para
prevenir la regurgitacion, los volumenes de dosis fueron los mas pequenos posibles y
nunca excedieron los 10 ml de formulacion/kg PC (media + SE=6,7 + 0,3 ml/kg PC). Las
aves tuvieron un ayuno de 12-15 horas durante la noche inmediatamente antes de la
dosificacién. Se utilizé agua como vehiculo. Las aves control fueron dosificadas sélo con
agua. Las aves se observaron continuamente durante las primeras dos horas después de
la dosificacion y tres veces mas (12:00, 13:30 y 15:30 h) durante las primeras 24 horas.
Luego se observaron tres veces al dia (7:30, 11:30, 15:30 h) durante los dos dias
siguientes, y una vez al dia durante el periodo restante de 14 dias (7:30 h).
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Fig. 1.1. Procedimiento de la prueba de dosis limite, dependiendo del numero de muertes
por dosis limite (A), y del disefio secuencial para la prueba de pendiente y DL50, depen-
diendo de las reversiones y las muertes parciales (B). Aves control no incluidas en estos
diagramas. Adaptado de la Guia de Pruebas 223 de la OCDE (2009).
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La mortalidad (nimero de muertes y tiempo de muerte), el inicio y la intensidad de
los signos de intoxicacién, el tiempo de recuperacion, la regurgitacion de la formulacion, el
consumo de alimentos y el peso corporal se registraron en todas las etapas. La mortalidad
se registré durante los tres primeros dias después del gavage y estos datos se utilizaron
para calcular la DL50 y la pendiente de la curva dosis-respuesta. El tiempo hasta la muerte
se expresé como el periodo de tiempo que dura desde el momento en que se dosificé un
ave hasta el momento en que se observd su muerte. Los signos de intoxicacién observados
incluyeron falta de voluntad para moverse, apatia, plumas "esponjosas”, alas caidas y
ataxia. El inicio de los signos de intoxicacion se registr6 como el periodo desde la
dosificacion hasta el primer signo de intoxicacion observado. A medida que se sigui6 un
procedimiento de subida y bajada, en muchos casos con un solo ave por dosis, se
establecieron rangos de dosis arbitrariamente para comparar las variables medidas,
manteniendo el nimero de individuos lo mas equilibrado posible en cada rango. Para el
imidacloprid, los rangos fijos fueron <40 mg/kg, 40-59 mg/kg, 60-90 mg/kg, y >de 90 mg/kg.
A su vez, los rangos de dosis para clotianidin y tiametoxam consistieron en <1000 mg/kg,
1000-2000 mg/kg y >2000 mg/kg.

La intensidad de los signos de intoxicacion se clasifico en tres niveles para cada
neonicotinoide, de menor a mayor intensidad. El tiempo de recuperacion correspondié al
periodo que durd desde la dosificacion hasta la ausencia de signos de intoxicacion. Para
detectar regurgitaciones de la formulacién, se colocé un papel blanco en el fondo de las
jaulas. El consumo de alimentos se registré en los dias 1, 2, 3, 7, 10 y 14 después de la
dosificacion calculando la diferencia entre los alimentos ofrecidos y los restantes.
Finalmente, el peso corporal de cada ave se midi6 con balanza analitica (£0,01) antes de
la dosificacion y en los dias 3, 7 y 14 después de la dosificacion.

Numero de semillas tratadas necesarias para alcanzar los DL50

La masa de semillas tratadas que necesitarian ser consumidas por las aves para
alcanzar la DL50 se calculé como (DL50 - PC) / CT, donde PC corresponde al peso corporal
medio de las torcazas adultas y CT a la concentracion teérica de neonicotinoides en
semillas tratadas (mg i.a./g de semillas) segun las dosis maximas recomendadas para su
uso como insecticida o 'repelente’. Sobre la base de este valor, el nimero de semillas
requeridas para alcanzar la DL50 se calcul6 utilizando la masa promedio de semillas de
soja, sorgo y maiz. El PC se obtuvo de 853 torcazas adultas capturadas para los diversos
experimentos realizados en el aviario de la Estacion Experimental Parana de agosto a
febrero desde 2009 hasta 2016. La CT se calculé6 como la concentracion nominal de la
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formulacién multiplicada por la tasa de uso maximo registrada. La concentracion de la
formulacién se consideré de 600 mg i.a,/ml (60% p/v, concentracion nominal) ya que esta
concentracion es mas comun para las formulaciones de neonicotinoides (CASAFE, 2013).
Las CT calculadas para imidacloprid fueron 4,5 mg i.a./g para sorgo y maiz, y 0,4y 1,2 mg
i.a./g de semilla en soja para uso insecticida y repelente, respectivamente. La CT de
clotianidin en el sorgo fue de 3,0 mg i,a,/g, mientras que para maiz fue de 1,5 mg i,a,/g.
Finalmente, la CT de tiametoxam fue de 0,7 mg i.a./g en soja, 1,8 mg i.a./g en sorgo y 2,1
mg i,a,/g en maiz. El peso medio de la semilla se basé en el peso promedio de 100 semillas
de soja (Super Soja NIDERA®), 100 semillas de sorgo blanco (JOWAR FOOD ©) y 250
semillas de maiz (DK73-10VT3P de Monsanto®). Para evaluar las posibles diferencias
entre la cantidad tedrica y la cantidad real de sustancias quimicas presentes en las semillas
después de un tratamiento convencional de semillas, 30 g de semillas de soja tratadas con
70 ml/100 kg de IMIDA NOVA 60 (60 % p/v imidacloprid) fueron analizadas por HPLC-DAD

como se describid anteriormente para las formulaciones de plaguicidas.

Ademas, la cantidad calculada de semillas equivalente a los rangos fijos de dosis
probadas se calculé como (dosis - PC) / CT. La intensidad de los signos de intoxicacién
observados se expresd en términos de la ingestién de estas cantidades calculadas de

semillas.

Consumo de semillas de sorgo no tratadas

Para determinar cuantas semillas de sorgo pueden comer normalmente las torcazas,
el consumo de semillas se cuantificd en 25 torcazas mantenidas en jaulas individuales
(diferentes de las utilizadas en la prueba de toxicidad aguda). Las aves se aclimataron a
las jaulas individuales durante cuatro dias antes de que comenzaran las mediciones.
Considerando un escenario realista donde las aves vuelan a diferentes sitios para buscar
alimento, se ofrecieron a las torcazas comederos con 15 g de semillas de sorgo (JOWAR
FOOD ©) entre las 9:00 h y las 14:00 h, y 20 g de alimento de mantenimiento (mezcla
comercial de semillas para palomas) desde las 14:00 h hasta las 7:30 h del dia siguiente
durante cinco dias. El consumo diario de sorgo y alimentos de mantenimiento se midié
durante tres dias consecutivos calculando la diferencia entre los alimentos ofrecidos y los
restantes, incluido el factor de humedad (alimentos consumidos=alimentos ofrecidos +
factor de humedad — alimentos restantes). El factor de humedad se midi6 pesando tazas
de comida no ofrecidas a las torcazas al final del periodo de exposicion al alimento. Los
pesos corporales de las aves se midieron al final del periodo de observacion. También se
considero el peor de los casos en el que las aves sélo se alimentaban de semillas de sorgo.
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Esta cantidad se calculd en base a la aparente energia metabolizable corregida para la
retencion de nitrogeno (AMEN) del sorgo (Sales y Janssens, 2003) y la tasa metabdlica de
campo (FMR) de las aves de bosque templado (Nagy et al., 1999).

Analisis de datos

Las pendientes de las curvas dosis-respuesta, las DL50 y sus limites de confianza
del 95% se calcularon a través del software SEDEC. TL50 (tiempo requerido para producir
el 50% de la mortalidad) se calcul6 utilizando el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier.
Las diferencias en el tiempo hasta la muerte, el inicio de los signos de intoxicacion, la
intensidad de los signos de intoxicacién y el tiempo hasta la recuperacion se compararon
entre las dosis para cada neonicotinoide utilizando una prueba de Kruskal-Wallis. Cuando
esta prueba indicé diferencias significativas, se utilizdé la prueba de Mann-Whitney para
realizar comparaciones pareadas entre los rangos de dosis. Para probar la presencia de
diferencias en la cantidad de alimentos consumidos entre los controles y los rangos de
dosis fija de cada neonicotinoide, la normalidad de los datos de consumo se probé a través
de la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Luego, se realizd un modelo mixto lineal
generalizado (MMLG) con medidas repetidas, fijando el consumo de alimentos como la
variable dependiente, los rangos de dosis, los rangos de dia y dosis * dia como predictores,
y la etapa y la jaula como efectos aleatorios.

Con respecto a los pesos corporales, la homogeneidad de la varianza y la normalidad
se evaluaron mediante las pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnov, respectivamente.
Para evaluar la presencia de diferencias significativas en los pesos corporales entre los
rangos de dosis, se realizd un modelo mixto lineal generalizado (distribucién normal,
funcién de enlace de identidad) con mediciones repetidas (dias 1, 3, 7 y 14 de cada etapa).
El rango de dosis, dias después de la dosificacién, y la interaccién de ambas variables se
incluyeron como factores fijos, y la etapa y la jaula como factores aleatorios. La significacién
de todas las pruebas se estableci6 como p<0,05. Todas las pruebas estadisticas se
realizaron con IBM SPSS Statistics 24.0.

Resultados

Mortalidad

La DL50 de la formulacion de imidacloprid fue aproximadamente 70 veces menor que
la de las formulaciones de clotianidin y tiametoxam (Tabla 1.1), lo que indica una mayor

toxicidad aguda del imidacloprid que los otros dos neonicotinoides. El tiempo hasta la
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muerte varié entre 1,75 a 8,00 horas para el imidacloprid, entre 0,92 a 1,95 dias para el
tiametoxam y entre 1,92 y 3,96 dias para el clotianidin (Tabla 1.2). TL50 (+SE) de
imidacloprid fue de 4,5 + 2,4 horas a dosis entre 66-84 mg/kg y 7,0 = 1,6 horas a dosis
entre 95-1075 mg/kg. TL50 de tiametoxam fue de 22,5 + 17,4 horas a dosis entre 1014-
2000 mg/kg (Fig.1.2).
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Fig. 1.2. Supervivencia acumulada de torcazas a lo largo del tiempo para cada rango de
neonicotinoides.
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Tabla 1.1. Dosis letal 50 (DL50) expresada en mg i.a./kg PC, y pendiente de las curvas
dosis-respuesta calculadas en torcazas (Zenaida auriculata) expuestas mediante sonda a
formulaciones de imdacloprid, clotianidin y tiametoxam.

Formulacién imidacloprid clotianidin tiametoxam
DL50 59 4248 4366

(limites de confianza 95%) (38 a 82) (2311 a +«) (1623 a +«)
Slope 6,80 1,93 1,49

(limites de confianza 95%) (1.58 a 12.03) (-0.16 a 4.02) (-0.16 a 3.15)

Signos de intoxicacion: inicio, intensidad y tiempo de recuperacion

Todas las torcazas dosificadas con las formulaciones de imidacloprid y tiametoxam
mostraron signos de intoxicacion. Por el contrario, dos torcazas dosificadas con la
formulacion de clotianidin (259 y 2000 mg/kg de peso corporal) no mostraron ningun signo
de toxicidad. Las torcazas control nunca mostraron signos similares a los observados en
las torcazas expuestas a pesticidas. Los signos de intoxicacion aparecieron
significativamente mas rapido a dosis de 40 mg/kg PC de imidacloprid o mas en
comparacion con dosis inferiores a 40 mg/kg (p=0,01). Aunque ninguna de las torcazas
expuestas a menos de 40 mg/kg PC murid, todas ellas mostraron signos neuroldgicos de
toxicidad (Tabla 1.3) que podrian perjudicar su supervivencia en la naturaleza. Con
clotianidin y tiametoxam, el inicio de los signos de intoxicacion fue significativamente
diferente entre los rangos de dosis (p=0,008 y p=0,043 para clotianidin y tiametoxam,
respectivamente), los signos de toxicidad aparecieron antes en los rangos de dosis mas
altos (Tabla1.2). No se encontré mortalidad en torcazas expuestas a menos de 1000 mg/kg
PC, pero la mayoria de ellas mostraron signos neurol6gicos de toxicidad (Tablas 1.2y 1.3).

En todos los casos, los signos de toxicidad aparecieron durante la primera hora
después de la exposicion a los neonicotinoides. La intensidad de los signos de intoxicacion
se clasificé en tres niveles diferentes segun los sintomas observados. En el nivel 1, se
observd que el ave descansaba a menos que alguien se acercara, caminaba lento y un
poco descoordinada, con alas caidas, movimientos descoordinados y disminucion de la
respuesta para huir. En el nivel 2, el ave estaba "sentada" y "esponjada”, con el abdomen
en el suelo, el cuello contraido, los ojos abiertos 0 medio abiertos, el pico cerrado o abierto
y la respuesta para huir muy disminuida. Finalmente, en el nivel 3 el ave estaba "tendida”,
es decir, acostada en el suelo, inmovil, inclinada hacia adelante, con las alas entreabiertas,
las patas abiertas, los ojos abiertos 0 medio abiertos, y sin ningun impulso de huir, solo
movimientos espasmddicos. La intensidad de los signos de intoxicacion fue

significativamente diferente entre los rangos de dosis para los tres neonicotinoides
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probados (p=0,004 para imidacloprid, p=0,003 para clotianidin y p<0,001 para tiametoxam).
La Fig. 1.3 muestra el aumento en el porcentaje de aves con signos severos de toxicidad
segun el aumento de las dosis de neonicotinoides. Cabe destacar que incluso en las dosis
de rango mas bajas, porcentajes significativos de aves mostraron signos medios a severos
con imidacloprid (83%), clotianidin (44%) y tiametoxam (8,3%) (Fig. 1.3). En cuanto al
tiempo de recuperacion, fue muy variable y no se detectaron diferencias entre los rangos
de dosis fijas en el caso de imidacloprid. Por el contrario, el tiempo de recuperacion fue
significativamente mayor en el rango de dosis mas alto para clotianidin y tiametoxam,
(p=0,007 y 0,034, respectivamente) (Tabla 1.2).

Osin signos Osignos leves O signos medios B signos severos

Imidacloprid Clotianidin Tiametoxam
] l l | .
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] — 2
! ! 1
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Dosis (mg i.a./kg PC) 14-37 41-59 66-84  95-1075 259-800 1014-2000 2065-3300 67-904 1014-2000 2070-3300

Equivalente semillas de sorgo (g) 0.4-1.0 12-17 19-24 27-30.3 11.0-33.9 42.9-84.7 87.4-141.0 47-63.8 71.5-141.1 146.1-235.0

Fig. 1.3. Niveles de intensidad de los signos de intoxicacion observados en torcazas ex-
puestas mediante sonda intra-gastrica.a formulaciones de neonicotinoides. Los numeros
dentro de las barras indican la cantidad de individuos con los diferentes niveles de signos
de intoxicacion en cada rango de dosis. El nivel 1 (leve) incluye descansar a menos que
alguien se acerque, caminar lento y un poco descoordinado, caminar con las alas caidas,
movimientos descoordinados y respuesta disminuida para huir; el nivel 2 (medio) incluye
torcaza "sentada" y "esponjada”, quieta, con abdomen en el suelo, cuello contraido, ojos
abiertos o medio abiertos, pico cerrado o abierto y respuesta muy disminuida para huir; y
el nivel 3 (severo) incluye torcaza "tendida", inmovil, en el suelo, inclinada hacia adelante,
alas medio abiertas, piernas abiertas, ojos abiertos 0 medio abiertos y respuesta nula para
huir, s6lo movimientos espasmadicos. Los valores de la semilla de sorgo se calcularon
utilizando el peso corporal promedio obtenido para las torcazas y la tasa de aplicacion
registrada mas alta. Ninguna de las aves control mostré signos de intoxicacion.
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Tabla 1.2. Tiempo de muerte, inicio e intensidad de signos de intoxicacién y tiempo de recuperacidn en torcazas (Zenaida auriculata) expuestas

mediante gavage a formulaciones de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam.

Formula- n Rango dosis Tiempo de muerte Inicio signos de intoxicacién Intensidad signos Tiempo de recuper-
cion (mgi,a/kg  (horas) (horas) de intoxicaciéon (1 a acion
PC) 3) (horas)
N° Mediana Min Max  %con Mediana Min Max Mediana Min Max % Rec Mediana Min Max
muertas signos
g?igaclo- 6 <40 0 - 100 1,72 11 28 22 1 3 100 94 70 200
6 40to59 1 7,0 _ 100 0,5° 0,1 15 2% 2 3 83 27,6 45 51,0
6 60to90 5 7,0 1,8 8,0 100 0,7° 0,5 1,0 3 2 3 17 27,0 _
6 >90 6 5,0 1,8 8,0 100 0,6° 03 15 3 3 3 0 _ _ _
clotianidin 9 <1000 0 _ _ 89 1,52 0,8 30 12 2 89 15,12 1,8 26,8
12 1000 to 2000 3 745 46,0 96,0 92 1,02 0,3 23,0 22 3 67 24,32 21,5 1195
14 >2000 5 71,0 69,1 95,0 100 0,3° 0,1 35 3 3 64 70,8° 21,3 189,0
:iame- 12 <1000 0 _ _ 100 1,72 0,1 70 12 1 3 100 23,026 3,50 31,0
oxam
8 1000 to 2000 5 22,5 22,0 70,0 100 1,2® 0,1 3,0 3° 3 3 12 26,5 _
9 >2000 3 23,2 22,0 27,0 100 1,00° 03 19 3° 2 3 67 46,5 22,00 144,0

abMedianas con diferentes letras fueron significativamente diferentes entre dosis dentro de cada tratamiento neonicotinoide. Muertas: torcazas muertas por intoxicacién con el
neonicotinoide. Con signos: torcazas con signos de intoxicaciéon. Min: minimo. Max: maximo. Rec: torcazas recuperadas. Las aves control no se muestran aqui porque ninguna

murié ni mostrd signos de intoxicacion.



Tabla 1.3. Numero estimado de semillas tratadas de sorgo, soja y maiz equivalentes a la dosis administrada por gavage y sighos de intoxicacién
observados en las torcazas expuestas a los neonicotinoides (una fila por ave).

Formulacion Dosis Etapa PC Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcion de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperacion
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
imidacloprid 14,1 2 99,0 3,3 0,3 0,3 1,3 3 Torcaza "sentada" y 20,0
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo,
cuello contraido, ojos
cerrados, inmévil
17,9 2 124,0 5,3 0,5 0,5 1,1 2 Torcaza "sentada" y 20,0
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo, el
cuello contraido, camina
si alguien se acerca
21,5 1 123,0 6,3 0,6 0,6 2,8 Camina con alas caidas 7,0
22,8 2 104,0 5,6 0,5 0,5 2,6 2 Torcaza “esponjada” 9,0
pero sobre la percha,
cuello contraido, no se
mueve si alguien se
acerca
28,9 2 121,0 8,3 0,8 0,8 1,8 2 Torcaza "sentada" 9,8

(abdomen en el suelo,
cuello contraido),
respuesta de huida
disminuida
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Formulaciéon Dosis
(mg
i.a./kg
PC)

Etapa PC

del
test

inicial de semillas de semillas de semillas de

(9) de soja
(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad

maxima de

intoxicacion signos de

(horas)

intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de

recuperacion

(horas)

36,6

41,0

41,0

46,5

52,1

114,0 9,9

118,1 11,5

112,9 11,0

123,0 13,6

115,2 14,3

0,9

1,1

1,0

1,3

1,3

0,9

1,1

1,0

1,3

1,3

1,7

0,4

0,3

1,5

0,8

2

Torcaza “sentada”
(abdomen sobre el
suelo, cuello contraido),
camina con las alas
caidas cuando alguien
se aproxima

Palomja “tendida, i,e,
tendida sobre el suelo,
inmévil, inclinada hacia
adelante, alas y pico
entreabiertos

Torcaza "sentada" y
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo, el
cuello contraido, camina
si alguien se acerca

Torcaza "sentada" y
"esponjada", con el
abdomen en el suelo, el
cuello contraido,
respuesta de huida muy
disminuida

Torcaza "sentada" y
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo, el
cuello contraido,
respuesta de huida muy

7,0

muere

4,5

51,0

31,0
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Formulaciéon Dosis
(mg
i.a./kg
PC)

Etapa PC

del
test

inicial de semillas de semillas de semillas de

(9) de soja
(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad

maxima de

intoxicacion signos de

(horas)

intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de
recuperacion
(horas)

52,1

59,0

66,1

66,1

74,8

116,7 14,5

117,0 16,4

124,5 19,6

121,7 19,2

119,0 21,2

1,4

1,5

1,8

1,8

2,0

1,4

1,5

1,8

1,8

2,0

0,1

0,7

1,0

0,6

0,6

disminuida, con alas
caidas

Torcaza "sentada" y
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo

Torcaza "sentada" y
"esponjada”, con el
abdomen en el suelo,
cuello contraido,
respuesta de huida
disminuida

Torcaza "sentada" y
"esponjada", con el
abdomen en el suelo,
camina sélo si alguien
se acerca

Torcaza "tendida",
acostada en el suelo,
inmévil, inclinada hacia
adelante, con las alas
abiertas

Torcaza "tendida ",
acostada en el suelo,
inmovil, solo
movimientos
espasmaodicos, inclinada

27,6

8,7

muere

muere

muere
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Formulacion Dosis Etapa PC

(mg del
i.a./kg test
PC)

inicial de semillas de semillas de semillas de

(9) de soja
(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad

maxima de

intoxicacion signos de

(horas)

intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los Tiempo de

signos de intoxicacion  recuperacion

(horas)

792 1

839 3

839 3

949 2

120,0 22,6

112,7 22,5

136,0 27,2

104,0 23,5

2,1

2,1

2,5

2,2

2,1

2,1

2,5

2,2

0,5

0,8

0,8

0,3

hacia adelante, con las
alas entreabiertas,
cabeza hacia un lado en
el suelo

Torcaza "tendida”, muere
sentada o acostada

sobre el suelo, inmovil,

hacia adelante, alas
entreabiertas, patas

abiertas, ojos cerrados

Torcaza "sentada" y 27,0
"esponjada”, con el

abdomen en el suelo, sin
ningun impulso para

huir, alas caidas

Torcaza "tendida ", muere
acostada en el suelo

hacia adelante, inmovil,

alas y patas abiertas

alas abiertas, open legs,

half open eyes

Torcaza “tendida”, sobre muere
el suelo, hacia adelante,

cabeza a un lado sobre

el suelo, inmdvil, sélo
movimientos

espasmaodicos
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Formulacién Dosis
(mg
i.a./kg
PC)

Etapa PC

del
test

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad

inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de

(9) de soja
(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

intoxicacion signos de
(horas) intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los Tiempo de

signos de intoxicacion  recuperacion

(horas)

106,0

106,0

120,0

292,0

106,9 27,0

118,2 29,8

129,0 36,9

121,0 84,1

2,5

2,8

3,4

2,5

2,8

3,4

7,9

0,8 3

0,7 3

0,3 3

1,5 3

Torcaza "tendida", muere
acostada sobre el suelo,

inmovil, hacia adelante,

alas entreabiertas, patas
abiertas, ojos

entreabiertos

Torcaza "tendida”, muere
acostada sobre el suelo,

inmévil, hacia adelante,

alas entreabiertas, ojos

cerrados

Torcaza "tendida”, muere
acostada sobre el suelo,

inmovil, hacia adelante,

alas entreabiertas, ojos
cerrados, soélo

movimientos

espasmaodicos, dificultad

para respirar

Torcaza "tendida”, muere
acostada sobre el suelo,

inmévil, hacia adelante,

alas y patas abiertas,

0jos entreabiertos
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
1075,0 1 120,0 307,1 28,7 28,7 0,5 3 Torcaza "tendida", muere
acostada sobre el suelo,
inmovil, hacia adelante,
alas y ojos entreabiertos,
patas abiertas
clotianidin 259,0 3 128,4 uso no 11,1 22,2 2,0 1 Torcaza en reposo a 2,4
registrado menos q alguien se
acerque
259,0 3 112,7 uso no 9,7 19,5 sin signos  sin signos sin signos
registrado
259,0 3 133,1 uso no 11,5 23,0 1,3 1 Torcaza en reposo a 1,8
registrado menos q alguien se
acerque
259,0 3 124,8 uso no 10,8 21,5 1,3 1 Quieta, sobre la percha 3,5
registrado
259,0 3 102,0 uso no 8,8 17,6 1,3 1 Quieta, sobre la percha 3,5
registrado
392,0 2 118,0 uso no 15,4 30,8 1,9 2 Torcaza “sentada’”, 53,8
registrado quieta con el abdomen

sobre el suelo, cuello
contraido, en reposo a
menos que alguien se
aproxime, alas caidas
cuando camina
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
4970 2 109,0 uso no 18,1 36,1 0,8 2 Torcaza “sentada” y 26,8
registrado “esponjada’, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, cuello contraido,
en reposo a menos que
alguien se aproxime
630,0 2 111,2 uso no 23,4 46,7 3,0 2 Torcaza “sentada” y 26,8
registrado “esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, alas caidas
cuando camina
800,0 2 118,7 uso no 31,7 63,3 1,8 2 Torcaza “sentada” y 47,0
registrado “esponjada” sobre la
percha, quieta
1014,0 2 119,5 uso no 40,4 80,8 1,9 2 En reposo a menos que 22,0
registrado alguien se aproxime,
camina lento y algo
descoordinado, alas
caidas, se bambolea
1281,0 4 110,3 uso no 47 1 94,2 0,8 3 Incapaz de caminar, muere
registrado inmévil, spasmodic
movements
1281,0 4 112,7 uso no 48,1 96,2 0,8 1 Quieta, sobre la percha, 21,5
registrado pierde el equilibrio
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
1286,0 2 102,8 uso no 44 1 88,1 0,3 3 Torcaza “tendida’”, muere
registrado sentada o acostada
sobre el suelo
1626,0 4 108,0 uso no 58,5 1171 2,3 1 En reposo a menos que 21,5
registrado alguien se aproxime,
aleteo torpe
1626,0 4 142,6 uso no 77,3 154,6 0,8 1 Quieta, en reposo a 21,5
registrado menos que alguien se
aproxime, camina lento
1632,0 2 128,0 uso no 69,6 139,3 1,0 2 Torcaza “sentada”, casi 26,5
registrado “tendida”, inmovil
2000,0 limite 109,8 uso no 73,2 146,4 3,6 2 Torcaza “sentada” y muere
registrado “esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, respuesta de
huida muy disminuida
2000,0 limite 139,6 uso no 93,1 186,1 Sin signos  Sin signos Sin signos
registrado
2000,0 limite 110,3 uso no 73,5 147 1 1,0 2 Torcaza “sentada” y 119,5
registrado “esponjada”, quieta con

el abdomen sobre el
suelo, respuesta de
huida disminuida
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de

(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion
(1a3)
2000,0 limite 134,4 uso no 89,6 179,2 23,0 1 En reposo a menos que 27,5
registrado alguien se aproxime,
camina lento
2000,0 limite 117,6 uso no 78,4 156,8 4,0 2 Torcaza “sentada”, 55,0
registrado quieta con el abdomen
sobre el suelo, cuello
contraido
2065,0 4 114,7 uso no 79,0 157,9 2,2 3 Torcaza “sentada” y 93,3
registrado “esponjada”, abdomen

sobre el suelo,
respuesta de huida muy
disminuida y torpe

2065,0 4 111,9 uso no 77,0 154,0 3,5 1 En reposo a menos que 45,3
registrado alguien se aproxime,
camina lento
2070,0 2 117,4 uso no 81,0 162,0 0,3 2 Torcaza “sentada” sobre 26,7
registrado la percha, quieta
2622,0 4 112,9 uso no 98,7 197,3 0,7 2 Camina con las alas 21,3
registrado caidas, respuesta de
huida disminuida
2622,0 4 119,3 usono 104,3 208,5 0,3 3 Torcaza “sentada” y muere
registrado “esponjada”, inmévil
2625,0 2 115,8 usono 101,3 202,7 0,2 3 Torcaza “tendida”, muere
registrado sentada o acostada

sobre el suelo, inmovil,
hacia adelante, alas
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
abiertas, sélo
movimientos
espasmaodicos
3330,0 2 139,7 uso no 155,1 310,1 1,6 2 Torcaza “sentada” y 54,6
registrado “esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, en reposo a
menos que alguien se
aproxime
3330,0 3 122,4 uso no 135,9 271,7 0,3 3 Torcaza “tendida’, muere
registrado sentada o acostada
sobre el suelo, inmovil,
hacia adelante, un ala
abierta, ojos cerrados, y
sin ningun impulso para
huir, s6lo movimientos
espasmaodicos
3330,0 3 125,8 uso no 139,6 279,3 1,9 3 Torcaza “tendida”, muere
registrado sentada o acostada
sobre el suelo, inmévil
3330,0 3 110,0 uso no 122,1 2442 0,2 2 Torcaza “sentada”, 70,8
registrado sobre la percha
3330,0 3 123,1 uso no 136,6 273,3 0,1 3 Torcaza “sentada” y 142,7
registrado “esponjada”, inmovil, sin

ningun impulso para huir
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion

(1a3)
3330,0 3 113,8 uso no 126,3 252,6 0,1 2 Camina lento y 94,7
registrado descoordinado,
respuesta de huida muy
disminuida
3330,0 4 109,4 uso no 121,4 2429 0,2 3 Torcaza “tendida”, muere
registrado acostada sobre el suelo,
inmévil, hacia adelante,
alas y ojos abiertos, y
sin ningun impulso para
huir
3330,0 4 115,0 uso no 127,7 255,3 0,1 3 Torcaza “sentada” y 189,0
registrado “esponjada”, inmovil

tiametoxam 66,6 1 127,0 11,7 4,7 4,0 5,3 1 Camina con alas caidas 31,0

1150 3 83,8 13,4 5,4 4,6 1,0 1 Quieta, torpe al 3,6
revolotear
115,0 113,6 18,1 7,3 6,2 0,9 1 Torpe al revolotear 5,0
115,0 109,9 17,6 7,0 6,0 1,4 1 Quieta, sobre la percha 3,5
115,0 110,8 17,7 7.1 6,1 0,1 1 Quieta, en reposo a 27,5
menos que alguien se
aproxime
115,0 3 106,9 17,1 6,8 59 1,3 1 Torcaza “sentada” y 5,1

“esponjada”,
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Formulacién Dosis
(mg
i.a./kg
PC)

Etapa PC
del inicial
test  (Q)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad
de semillas de semillas de semillas de

de soja

(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

maxima de

intoxicacion signos de

(horas)

intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de

recuperacion

(horas)

245,0

392,0

497,0

630,0

800,0

904,0

1 110,8

2 99,1

2 114,0

2 119,3

2 114,9

1 116,7

37,7

54,0

78,7

104,4

127,7

146,5

15,1

21,6

31,5

41,8

51,1

58,6

12,9

18,5

27,0

35,8

43,8

50,2

5,0

2,1

2,0

2,5

1,4

7,0

movimientos
descoordinados

En reposo a menos que
alguien se aproxime

Torcaza “sentada”
(abdomen sobre el
suelo) y “esponjada”, en
reposo a menos que
alguien se aproxime

En reposo a menos que
alguien se aproxime,
camina algo
descoordinada

Torcaza “sentada”
(abdomen sobre el
suelo), quieta

Torcaza “tendida”,
sentada o acostada
sobre el suelo, hacia
adelante, y respuesta de
huida muy disminuida

En reposo a menos que
alguien se aproxime,
camina lento y un poco
descoordinada

23,0

6,5

30,3

26,7

26,6

23,0
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Formulacion Dosis Etapa PC
(mg del
i.a./kg test (g) de soja
PC) (9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad
inicial de semillas de semillas de semillas de

maxima de
intoxicacion signos de

(horas)
(1a3)

intoxicacion

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de

recuperacion

(horas)

1014,0 2 94,2 132,7

1286,0 2 99,5 177,7

1632,0 2 109,3 247,7

2000,0 limite 98,8 274,4

53,1

71,1

99,1

109,8

45,5

60,9

84,9

941

0,08 3

1,83 3

1,42 3

Torcaza “tendida”,
sentada o acostada
sobre el suelo, inmovil,
hacia adelante, sin
ningun impulso para
huir, s6lo movimientos
espasmodicos

Torcaza “sentada” sobre
el suelo, hacia adelante,
alas abiertas, y
respuesta de huida muy
disminuida

Torcaza “tendida”,
sentada o acostada
sobre el suelo, hacia
adelante, alas abiertas,
respuesta de huida muy
disminuida

Torcaza “sentada” y
“‘esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, cuello contraido,
sin ningun impulso para
huir, inmovil

muere

1,1

muere

muere
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad
(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de

i.a./kg test (g) de soja
PC) (9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

maxima de

intoxicacion signos de

(horas)

intoxicacion
(1a3)

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de

recuperacion

(horas)

2000,0 limite 110,1 305,8

2000,0 limite 100,8 280,0

2000,0 limite 107,2 297,8

2000,0 limite 129,6 360,0

2070,0 2 116,0 333,5

122,3

112,0

119,1

144,0

133,4

104,9

96,0

102,1

123,4

114,3

0,50

1,25

3,00

1,92

3

Torcaza “sentada” y
“esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, cuello contraido,
sin ningun impulso para
huir, inmovil

Torcaza “sentada” y
“esponjada’, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, cuello contraido,
sin ningun impulso para
huir, inmovil

Torcaza “tendida”,
acostada sobre el suelo,
inmévil, hacia adelante,
alas abiertas, y sin
ningun impulso para huir

Torcaza “tendida”,
acostada sobre el suelo,
inmovil, hacia adelante,
alas abiertas, y sin
ningun impulso para huir

Torcaza “sentada” y
“‘esponjada”,
movimientos
descoordinados

muere

muere

muere

muere

0,9
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Formulacion Dosis
(mg del
i.a./kg test
PC)

Etapa PC

inicial

(9)

Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad

de semillas de semillas de semillas de

de soja

(9)

de sorgo

(9)

de maiz

(9)

maxima de
intoxicacion signos de

(horas)
(1a3)

intoxicacion

Descripcion de los
signos de intoxicacion

Tiempo de
recuperacion
(horas)

2625,0 2

3330,0 1

3330,0 2

3330,0 3

3330,0 3

86,0

99,6

118,9

107,9

106,0

313,5

460,7

549,9

499,0

490,3

125,4

184,3

220,0

199,6

196,1

107,5

157,9

188,5

1711

168,1

1,00 3

0,97 3

1,00 3

0,67 3

0,33 2

Torcaza “tendida”,
sentada o acostada
sobre el suelo, inmovil,
hacia adelante, alas
abiertas, sin ningun
impulso para huir

Torcaza “sentada” y
“esponjada’, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, cuello contraido,
ojos cerrados, inmovil

Torcaza “sentada” y
“esponjada”, quieta con
el abdomen sobre el
suelo, inmovil, hacia
adelante, alas abiertas,
sin ningun impulso para
huir

Torcaza “tendida”, hacia
adelante, inmdvil, sin
ningun impulso para
huir, s6lo movimientos
espasmaodicos

Quieta, respuesta de
huida disminuida,
movimiento algo

muere

2,0

1,9

muere

1,3
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Formulacion Dosis Etapa PC  Equivalente Equivalente Equivalente Inicio signos Intensidad  Descripcién de los Tiempo de

(mg del inicial de semillas de semillas de semillas de maxima de  signos de intoxicacion  recuperaciéon
i.a./kg test (g) de soja de sorgo de maiz intoxicacion signos de (horas)
PC) (9) (9) (9) (horas) intoxicacion
(1a3)
descoordinado, alas
caidas
3330,0 3 117,1 541,6 216,6 185,7 0,50 3 Torcaza “tendida”, muere

sentada o acostada
sobre el suelo, inmovil,
hacia adelante, alas

entreabiertas
3330,0 3 123,4 570,7 228.,3 195,7 1,33 3 Quieta, respuesta de 2,1
huida muy disminuida,
alas caidas
3330,0 3 82,0 379,3 151,7 130,0 0,42 3 Quieta, torcaza 6,0

“sentada” y “esponjada”,
movimientos
descoordinados,
respuesta de huida muy
disminuida, alas caidas

El equivalente de semilla se calculé como [(dosis de neonicotinoide administrada x peso corporal inicial) / (concentracion teérica de neonicotinoide)].
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Consumo de alimentos y peso corporal

Todas las aves que murieron por los tratamientos neonicotinoides comieron
pequenas cantidades de alimentos antes de morir. El imidacloprid practicamente
suprimi6 el consumo de alimentos en las aves que finalmente murieron (mediana=0,00
g, solo uno pudo comer hasta 0,27 g). En el caso de clotianidin, todas las muertes
ocurrieron de tres a cinco dias después de la dosificacidén, y el consumo diario de
alimentos fue muy bajo (mediana=0,02 g, min.=0,00 g, max.=2,48 g). Finalmente, en el
caso de tiametoxam, el consumo diario de alimentos antes de la muerte fue mas variable
pero también generalmente bajo (mediana=0,25 g, min.=0,00 g, max.=3,52 g). El
consumo medio diario de alimentos de todos los controles fue de 10,9 g + 0,2 g (media
+ SE).

Con respecto a las aves supervivientes, tanto los factores fijos (rango de dosis,
dia y rango de dosis*dia) como los factores aleatorios (etapa, jaula) del MMLG afectaron
significativamente (p<0,05) el consumo de alimentos. Estos efectos en el consumo de
alimentos de los sobrevivientes fueron mas fuertes durante los primeros dias después
de la dosificacién. En el caso de imidacloprid, las diferencias significativas entre pares
de rangos de dosis se observaron en los dias 1, 2 y 3. Para clotianidin, hubo diferencias
significativas entre todos los dias probados. Finalmente, se observaron diferencias
significativas en los dias 1, 2, 3 y 7 para tiametoxam (Fig. 1.4). El peso corporal de las
torcazas se redujo significativamente después de la dosificacion con los tratamientos
con clotianidin (p<0,001) y tiametoxam (p<0,001), pero este efecto fue reversible como
lo demuestra la interaccién significativa entre los tratamientos y los dias (ambos
p<0,001; Fig.1.5). El peso corporal no se vio afectado significativamente por la
exposicién a imidacloprid. Algunas aves control también perdieron peso durante los
experimentos, lo que podria explicarse por el estrés individual en cautiverio, aunque en

menor medida que las aves tratadas con clotianidin y tiametoxam.
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Fig. 1.4. Consumo medio de alimentos de las torcazas durante los dias de prueba des-
pués de su Unica dosis de neonicotinoide. El dia 1 es el dia del gavage. Los asteriscos
indican una diferencia significativa entre los controles y los rangos de dosis. Los tama-
fios de muestra (n) para cada rango de dosis son los iniciales, antes de que ocurran las
muertes.
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Fig. 1.5. Medias del peso corporal de torcazas tratadas via gavage con formulaciones
de neonicotinoides. Los pesos corresponden a los dias 1, 3, 7 y 14 de la prueba, consi-
derando los diferentes rangos de dosis y todas las aves (muertas y supervivientes).

Estimacién de la masa y el niumero de semillas tratadas necesarias para alcanzar las
DL50

El peso corporal medio de las torcazas adultas fue de 0,127 kg (DE=0,014 kg).
Por lo tanto, considerando la mayor tasa de aplicacion (4,5 mg i,a,/g de semillas de
sorgo 0 maiz) y la masa de las semillas (sorgo: media £ DE, 0,029 £ 0,004 g/semilla;
maiz: 0,30 = 0,05 g/semilla), una torcaza de peso medio podria alcanzar la DL50 de
imidacloprid consumiendo solo 1,7 g de semillas (56 semillas de sorgo o 6 semillas de
maiz) (Tabla 1.4). Los signos de toxicidad por exposicién a imidacloprid pueden ocurrir
con tan solo 0,4 g de semillas (13 semillas de sorgo o 1 semilla de maiz) (Fig. 1.3). En
contraste, se necesitarian mas de 100 semillas de soja (0,15 + 0,02 g / semilla) para
alcanzar la DL50 de imidacloprid, debido a la menor tasa de aplicacion utilizada en este
cultivo (0,4 mg i,a,/g semilla). Como se puede observar en la Tabla 1.4 y la Fig. 1.3,

46



puede ser necesario un mayor numero de semillas tratadas con clotianidin y tiametoxam
para producir signos de toxicidad o letalidad en torcazas. La concentracion de
imidacloprid medida en soja recolectada antes de la siembra fue aproximadamente un
10% menor (n=3, media £ DE, 380 + 30 pg/g) que la concentracion tedrica a la tasa
maxima de aplicacion como insecticida (420 ug/g), por lo que los valores de riesgo

indicados anteriormente pueden considerarse realistas.

Tabla 1.4. Masa y numero de semillas de soja, sorgo y maiz tratadas con neonicotinoi-
des, necesarias para alcanzar las DL50 en torcazas para los diferentes tratamientos de
semillas de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam.

Neonicotinoide DL50 Semilla Uso CT Semillas que alcanzan la DL50
(mg i.a./Kg (mg i.a/g  Masa (g) NUmero

PC) semilla)
Imidacloprid 59 Soja I 0,42 17,8 119
Soja R 1,20 6,2 42
Sorgo | 4,50 1,7 56
Maiz I 4,50 1,7 6
Clotianidin 4248 Sorgo | 3,00 179,8 5994
Maiz | 1,50 359,7 1199
Tiametoxam 4366 Soja I 0,72 770,1 5134
Sorgo | 1,80 308,0 10268
Maiz | 2,10 264,0 880

I=insecticida, R=repelente de aves, CT=concentracion tedrica de neonicotinoide. El nimero de semillas
para alcanzar las DL50 se calcul6 de acuerdo con la media de masa de semillas.

Consumo de semillas de sorgo no tratadas por torcazas cautivas

El consumo medio diario de semillas de sorgo fue de 6,4 g (SD=1,8 g) por torcaza.
El consumo maximo fue de 11,5 g registrado en el ultimo dia de prueba (dia 5) en una
torcaza cuyo peso corporal fue de 110 g. A su vez, el consumo minimo fue de 2,1 g
registrado en el dia 3 en una torcaza cuyo peso corporal era de 108 g. Las torcazas
pesaron entre 100 g y 121 g al inicio de la prueba. Teniendo en cuenta un consumo
diario de semillas de sorgo de 6,4 g, las torcazas que toman solo el 27% (1,7 g) de esta
cantidad podrian estar expuestas a dosis letales del insecticida. De acuerdo con la
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demanda energética estimada de torcazas, en el peor de los casos esta especie puede
comer hasta 16 g de sorgo por dia.

Discusion

Las DL50 obtenidas en torcazas destacan una amplia diferencia en la toxicidad
aguda entre el imidacloprid (59 mg/kg) por un lado, y el clotianidin y el tiametoxam por
el otro (mas de 4000 mg/kg en ambos casos), coincidiendo con lo observado en los
datos resumidos por Gibbons et al. (2015) para otras especies. Siguiendo los criterios
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020; WHO, 2009) para clasificar los
plaguicidas por el peligro que presentan, imidacloprid se clasifica como moderadamente
toxico para las torcazas, ya que su DL50 se encuentra entre 50 y 2000 mg/kg PC.
Clotianidin y el tiametoxam, en cambio, pueden clasificarse como poco peligrosos, ya
que sus DL50 se encuentran entre 2000 y 5000 mg/kg PC. En comparacion con las
DL50 ya disponibles para las aves, la DL50 de imidacloprid de las torcazas (59 mg / kg)
es mas alta que el valor mas bajo reportado (DL50=14 mg/kg para la perdiz gris Perdix
perdix; Gibbons et al., 2015), pero comparable a la mayoria de las DL50 previamente
registradas en aves: codornices japonesas Coturnix japonica (31 mg/kg), gorriones
domésticos Passer domesticus (41 mg/kg) y palomas domésticas Columba livia y
canarios Serinus canaria (25-50 mg/kg) (Gibbons et al., 2015). Por el contrario, las DL50
de clotianidin (4248 mg/kg) y tiametoxam (4366 mg/kg) fueron mas altas en torcazas
que en otras especies como las codornices japonesas (423 mg/kg para el clotianidin y
576 mg/kg para el tiametoxam; Mineau y Palmer, 2013; Rexrode et al., 2003), y las
codornices blancas del norte (DL50=1552 mg/kg para el tiametoxam; Mineau y Palmer,
2013). Por lo tanto, nuestros datos destacan la baja toxicidad aguda del clotianidin y el

tiametoxam en esta especie de paloma en comparacion con otras aves.

El tiempo que tarda una sustancia toxica en producir la muerte o la incapacidad
proporciona informacion importante sobre su peligro y también es muy relevante para
fines de evaluacion de riesgos. En el caso del imidacloprid, el tiempo hasta la muerte de
las torcazas siempre fue dentro del primer dia después de la dosificacion. Sin embargo,
el tiempo de muerte de las perdices de patas rojas (Alectoris rufa) alimentadas con trigo
que contenia 0,7 mg de imidacloprid/g durante 25 dias fue mas prolongado, ocurriendo
casi 7 dias para las hembras y 13 dias para los machos (Lopez-Antia et al., 2015). Esto
sugiere que la dosis y la forma de ingestion (dieta o sonda) afectan el tiempo de la
muerte debido a la evitacion de los alimentos tratados o la anorexia causada en las

primeras etapas de la intoxicacién. Por otro lado, en este estudio, el tiempo hasta la
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muerte del clotianidin y el tiametoxam resulté ser méas largo (hasta casi cuatro y dos
dias, respectivamente) que para el imidacloprid.

Conocer los signos clinicos tipicos puede ser util cuando se intenta identificar la
intoxicacion de las aves, pero hay poca informacion claramente detallada sobre el tema
de los neonicotinoides en la literatura cientifica. Por esta razdn, la primera
caracterizacion detallada de los trastornos nerviosos (caracteristicas, tiempo de
aparicién e intensidad de los signos de intoxicacion, y recuperacion) asociados a los
neonicotinoides se realiz6 en torcazas. Se demostré claramente que se requerian dosis
mucho mas altas de clotianidin y tiametoxam para obtener tiempos similares de inicio
de los signos de intoxicacion que con el imidacloprid. Pero a pesar de las diferencias de
dosis en los rangos de dosis mas bajos entre imidacloprid (>40 mg i.a./kg PC) y los otros
dos neonicotinoides (>1000 mg i.a./kg PC), la media de la aparicidn de signos de
intoxicacion fue similar (1,7 h para imidacloprid y tiametoxam, y 1,5 h para clotianidin)
entre los compuestos y siempre inferior a dos horas. El tiempo de recuperacion de las
torcazas afectadas por las dosis mas altas de clotianidin y tiametoxam fue generalmente
largo, con un maximo de casi 8 dias después de la dosificacion en el caso del clotianidin.
Estas diferencias entre neonicotinoides en la intensidad y duracién de los signos de
neurotoxicidad observados en aves pueden estar determinadas por su selectividad para
los receptores nicotinicos de acetilcolina de vertebrados (nAChR) (Tomizawa y Casida,
2005), la irreversibilidad de su unién a nAChR (Tennekes y Sanchez-Bayo, 2011), su
capacidad para alterar las corrientes inducidas por ACh (Cartereau Alison et al., 2017)
y las diferencias metabdlicas existentes entre las sustancias (Manjon et al., 2018).

En general, para los tres neonicotinoides examinados, los signos de intoxicacion
consistieron en una pérdida progresiva de vitalidad y movimiento, con aumento de la
dificultad respiratoria y la inmovilidad, pero sin temblores o convulsiones comunmente
observados con insecticidas piretroides. Curiosamente, los sintomas neurotéxicos
causados por los neonicotinoides fueron considerablemente diferentes de los signos de
intoxicacion causados por los piretroides en la misma especie (Addy Orduna et al.,
2011). Con los neonicotinoides, las torcazas morian en una posicion tipica que consistia
en que el ave se apoyaba hacia adelante en el suelo, inmévil, con las alas entreabiertas
y las patas abiertas. Dentro del rango de dosis mas bajas para cada neonicotinoide,
ninguna de las torcazas murid, pero casi todas presentaron signos de intoxicacién,
siendo mas intensas para el imidacloprid. Por lo tanto, como sugieren Millot et al. (2017),
los efectos agudos de los neonicotinoides podrian causar mortalidad indirecta al hacer

que las aves sean mas vulnerables a los depredadores o a la colision con automoviles.
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En general, el consumo de alimentos y el peso corporal disminuyeron
particularmente durante el primer dia después de la dosificacién de neonicotinoides.
Esto concuerda con los resultados observados por (Lopez-Antia et al., 2014, 2013),
quienes mostraron una condicién corporal reducida en perdices de patas rojas
alimentadas con trigo tratado con imidacloprid. En oposicién a esto, Tokumoto et al.
(2013) mostraron que 50 mg de clotianidin / kg PC en codornices causaron un aumento
en el peso corporal que los autores atribuyeron a la funcién hepatica deteriorada. En
cuanto al consumo de semillas de sorgo no tratadas, el menor consumo en cautividad
en comparacion con la estimacién en vida libre puede explicarse por la menor demanda

energética de las torcazas en condiciones de cautiverio.

Finalmente, de los tres neonicotinoides probados, el imidacloprid presentaria alto
riesgo de intoxicacibn aguda por semillas de sorgo tratadas para torcazas. Si la
concentracion en las semillas es igual a la dosis maxima registrada (750 ml de
formulacion de imidacloprid/100 kg de semillas), sb6lo 56 semillas de sorgo
(aproximadamente 1,7 g) serian suficientes para alcanzar la DL50 de una torcaza con
un peso corporal de 127 g. Estos calculos se han realizado utilizando concentraciones
tedricas en semillas de sorgo tratadas, pero la cantidad real de pesticida presente en las
semillas puede disminuir con el tiempo después de la siembra debido al lavado por lluvia
0 agua de riego. Teniendo en cuenta que la mayor parte de la dieta de la torcaza en
Argentina se compone de semillas de cultivo, que el sorgo es un alimento preferido
(Bucher y Nores, 1976; Murton et al., 1974) y que el rango de consumo de sorgo por
ave por dia (tanto la estimacion como la experimentada) fue en gran medida superior a
1,7 g, las intoxicaciones agudas debidas a la ingestién de semillas de sorgo tratadas
con imidacloprid son altamente probables en el campo. Esto también fue sugerido por
Avery et al. (1997), quienes consideraron que las palomas estaban en alto riesgo de
intoxicacion con sorgo tratado con imidacloprid. Sin embargo, algunos estudios
muestran que las semillas tratadas con imidacloprid (particularmente trigo y arroz) son
evitadas por especies de aves como los mirlos de alas rojas y los vaqueros de cabeza
marron (Avery et al., 1993, 1994), pero esta evitacién es de hecho una consecuencia de
la toxicidad después de la ingestion de pequefnas cantidades de semillas tratadas
(Lopez-Antia et al., 2014). Por lo tanto, evitar el imidacloprid podria ser insuficiente para
prevenir las intoxicaciones de aves en el campo (Millot et al., 2017), y se necesitan mas
estudios sobre el sorgo y la soja para evaluar el riesgo especifico (repelencia e
intoxicacion) de las dosis registradas de imidacloprid en estos cultivos. Ademas, como
la densidad de semillas tratadas en la superficie del suelo puede influir en la respuesta
de evitacién de las aves al modificar su tasa de consumo de semillas (Millot et al., 2017),
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se necesitan estudios de campo para saber cuantas semillas de sorgo permanecen
disponibles después de la siembra.

Conclusiones

Se encontr6 una amplia diferencia en la toxicidad aguda oral entre el imidacloprid
y otros dos neonicotinoides, clotianidin y tiametoxam, en la paloma sudamericana,
Zenaida auriculata. Como afirman (Moffat et al., 2016) para los artropodos, el riesgo del
del uso de neonicotinoides también debe estudiarse para cada compuesto y especie de
ave. El imidacloprid produce signos de intoxicacion mas intensos a dosis mucho mas
bajas y las aves mueren mas rapidamente que con los otros dos neonicotinoides. El
clotianidin y el tiametoxam causaron letalidad a dosis muy altas (>1000 mg i,a,/kg PC),
y los tiempos de recuperacién de las aves fueron en general muy largos. Esto sugiere
posibles diferencias toxicodinamicas entre estos dos neonicotinoides y el imidacloprid.
La principal caracteristica de la intoxicacién con neonicotinoides es una pérdida
progresiva de vitalidad y movimiento, como un "apagén", sin temblores y movimientos
bruscos. En vista de estos resultados, el nimero directo de muertes de aves en el campo
es mucho mas probable que se produzca por el uso de imidacloprid que por clotianidin
y tiametoxam. Se llevaran a cabo investigaciones futuras sobre los efectos de estos
productos quimicos administrados por la dieta a concentraciones ambientalmente

relevantes en torcazas para refinar la evaluacion del riesgo en condiciones de campo.
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CAPITULO 2

Comportamiento antidepredador de la perdiz roja dosificada con

imidacloprid ante simulacion de depredadores

52



Resumen

Los neonicotinoides tienen el potencial de producir alteraciones en el sistema
nervioso de las aves, lo cual podria afectar comportamientos complejos vinculados a la
supervivencia como los comportamientos antidepredadores. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de dosis subletales de imidacloprid (0, 1 y 6 mg/kg PC) sobre las
respuestas comportamentales de la perdiz roja (Alectoris rufa) a posibles depredadores.
Para ello, 66 perdices, machos y hembras en igual proporcién, se expusieron, en grupo
o individualmente, a la reproduccién de llamadas de alarma intra e interespecificas
(estimulos auditivos), a una silueta de rapaz como simulacién de predador aéreo y a
una maqueta de zorro como simulacion de predador terrestre (estimulos visuales). Las
respuestas comportamentales se dividieron en respuestas antipredador activas (escape
y vigilancia con desplazamiento) y respuestas antipredador pasivas (vigilancia sin
desplazamiento, inmovilizacién y agachado). También se midié la latencia (tiempo que
el ave demora en responder al estimulo), la velocidad de las respuestas activas y, so6lo
en el experimento individual, las vocalizaciones y estado neuroldgico. Se encontré un
efecto del tratamiento sobre la duracion de los comportamientos de agachamiento ante
los estimulos visuales en el experimento grupal (p=0,040) y sobre la vigilancia sin
desplazamiento ante el estimulo auditivo de alarma intraespecifica (p=0,007). Por lo
tanto, el imidacloprid caus6 una sobreexitacion en las aves, ya que las aves a las que
se les administr6 6 mg i.a./kg PC mostraron un agachamiento mas corto y una vigilancia
sin desplazamiento mas prolongada que las aves controles. Préximos estudios con
formulacién de imidacloprid serian convenientes para continuar dilucidando el efecto en

campo de este neonicotinoide sobre los comportamientos antidepredador de las aves.

Introduccion

Los contaminantes quimicos pueden interferir con comportamientos complejos de
la vida silvestre que tienen implicaciones directas en la aptitud y en la dinamica de las
poblaciones (Saaristo et al., 2018). Gran parte de los contaminantes quimicos vertidos
en el ambiente son plaguicidas, entre ellos insecticidas neonicotinoides. La intoxicacion
aguda con neonicotinoides provoca una pérdida progresiva de vitalidad y movimiento en
las aves (Addy-Orduna et al., 2019; Franzen-Klein et al., 2020; Sheets et al., 2016), asi
como pérdida de orientacién en el comportamiento migratorio (Eng et al., 2017). A su
vez, la intoxicacion por neonicotinoides puede causar excitacion del sistema nervioso
(Addy-Orduna et al., 2022; Burke, 2016; Hirano et al., 2015; Rodrigues et al., 2010). Ya

53



sea por excitacién o pérdida de vitalidad, las aves que ingieren neonicotinoides podrian
presentar alteraciones en comportamientos vinculados a su supervivencia como son los
comportamientos para evitar a los predadores. Como consecuencia, las interacciones
depredador-presa podrian alterarse, lo que a su vez puede resultar en cambios en la
poblacién del depredador, la presa o ambos (Weis et al., 2001).

Las perdices rojas (Alectoris rufa) son aves de tierras de cultivos del suroeste de
Europa (Farfan et al., 2022) que pueden estar directamente expuestas a plaguicidas
como los neonicotinoides a través de semillas, plantas e insectos tratados (Mateo et al.,
2022). El imidacloprid ingerido por perdices rojas cautivas a través de trigo tratado ha
demostrado causar la muerte, alterar parametros bioquimicos, disminuir el peso
corporal, causar estrés oxidativo, disminuir la respuesta inmune celular, producir
alteraciones reproductivas (Lopez-Antia et al., 2013; Lopez-Antia et al., 2015), y
posiblemente pueda afectar a los comportamientos antidepredador de las perdices
rojas. Estas aves discriminan entre predadores aéreos y terrestres, predominando
comportamiento de inmovilizacién ante los primeros, y de vigilancia y escape ante los
segundos (Binazzi et al., 2011; Davila et al., 2019). Es decir, las perdices, como otras
especies animales, pueden usar estrategias pasivas o activas ante situaciones de riesgo
cuando se aproxima un predador terrestre (Forkman et al., 2007). Estos
comportamientos podrian alterarse ante la ingestion de plaguicidas neurotoxicos,
afectandose por ejemplo el reconocimiento de predadores o la locomocion (Bhardwaj et
al., 2010; de Faria et al., 2018; de Souza et al., 2018). Dado que el comportamiento es
un indicador sensible del impacto de una exposicién (Peterson et al., 2017) y una
herramienta de alerta temprana (Hellou, 2011), el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de dosis bajas de imidacloprid sobre las respuestas comportamentales de la
perdiz roja a posibles depredadores.

Materiales y métodos

Aves experimentales y condiciones de alojamiento

Los experimentos se llevaron a cabo con 66 perdices rojas adultas del parque de
mantenimiento (18 m de largo x 18 m de ancho x 2,5 m de altura) del Centro de
Investigacién Agroambiental "El Chaparrillo" (Ciudad Real, Espafia), donde las aves se
mantienen con pienso comercial de perdiz (Forraje de mantenimiento de perdiz, Nanta-

Nutreco, Tres Cantos, Espafa), y son provistas de agua del grifo ad libitum.
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Treinta y seis perdices (18 hembras y 18 machos) fueron usadas para un
experimento grupal, y otras 30 perdices (15 hembras y 15 machos) para un experimento
individual. Previo a los experimentos, estas aves fueron pesadas, marcadas (anillas de
color con combinaciones unicas) y enjauladas individualmente (95 cm de largo x 40 cm
de ancho x 42 cm de altura) con agua y alimentos ad libitum. Los protocolos de los
experimentos fueron aprobados previamente por el "Comité de Etica y Experimentacién
Animal" de la Universidad de Castilla-La Mancha, Espana.

Tratamientos

Los tratamientos para ambos experimentos (grupal e individual) consistieron en 0,
1 0 6 mg de imidacloprid / kg de peso corporal (llamados C, T1 y T2, respectivamente),
administrados a través de sonda gastrica (gavage). Se utilizd imidacloprid grado
analitico (= 98.0 %, Pestanal, Sigma®) disuelto en aceite de maiz comestible.
Considerando la DL50 de una especie similar, la codorniz japonesa (DL50 = 31 mg/kg
p.v.), los tratamientos equivalen al 3 y 20 % de esta DL50. Todos los volumenes se
administraron de acuerdo con el peso corporal de cada individuo, incluidos los controles,
en los cudles s6lo se administro el aceite. El volumen de dosificacion siempre fue 1 ml/kg
PC.

Disefio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en un recinto de 3 m de largo x 2 m de ancho
x 2 m de altura, con el suelo marcado con cuadrados de 0,5 m de lado, diferenciando
una zona de alta exposicién y otra de baja exposicion al estimulo de depredacién
(Fig.2.1). El experimento grupal consistiéo en exponer secuencialmente 3 grupos de 12
aves cada uno (4 aves de cada tratamiento/grupo, mitad hembras y mitad machos) a un
estimulo auditivo intraespecifico de peligro (alarma de perdices, denominada A1), a un
estimulo de depredador aéreo simulando una rapaz (ida y vuelta, llamados R1 y R2
respectivamente), y a un estimulo visual de depredador terrestre simulando un zorro
(lamado FX) después de 2 h de haber recibido el imidacloprid (Fig. 2.2). Los 15 minutos
totales del experimento grupal fueron registrados mediante camara de video externa,
frente a la puerta del recinto. El estimulo A1 consistié en una grabacién de llamadas de
alarma de perdices transmitida a través de un dispositivo de audio por un operador
oculto ubicado en uno de los angulos del recinto. R1 y R2 consistieron en una silueta de
rapaz (simulando un aguilucho cenizo Circus pygargus) de madera contrachapada de
45 cm de evergadura que pasaba sobre el techo del recinto a una velocidad aproximada
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de 0.5 m/s, 3 m por encima del piso. La silueta fue movida por un operador oculto que
la movié a lo largo de una tirolesa utilizando un carretel de pesca de alta velocidad con
linea de monofilamento. El estimulo FX fue una piel de zorro real sobre un esqueleto de
alambre que simulaba el cuerpo del animal. La maqueta del zorro se fijé en un carro que
se movia a lo largo de una linea recta paralela al recinto, a unos 30 cm del mismo, y fue
tirado por un operador oculto mediante hilo transparente a una velocidad aproximada de
0.2 m/s.

El experimento individual consistié en exponer por Unica vez a un individuo (10
individuos/tratamiento) por 10 minutos después de las 2 h de recibir el tratamiento a dos
estimulos auditivos, uno intraespecifico (alarma de perdiz - A1) y otro interespecifico
(alarma de urracas - A2) y a los dos estimulos visuales de depredadores simulados (R1
y FX, como en el experimento grupal). La secuencia y duraciéon de los estimulos se
detalla en la Fig. 2.2. Los 10 minutos totales del experimento individual fueron
registrados tanto por la cdmara de video externa, frente a la puerta del recinto, como por
una camara interna, ubicada en uno de los angulos del recinto (Fig. 2.1). La alarma de
urraca (A2) se transmiti6 con el mismo dispositivo y operario que el estimulo Al.
Después de la exposicidn a los estimulos amenazantes del experimento individual, se
realiz6 un andlisis neurolégico en cada ave del experimento individual. Se midieron el
reflejo de amenaza, el reflejo pupilar directo, el reflejo palpebral, la expresion de la cara,
la capacidad de cerrar la mandibula, el reflejo nauseoso, el tono de la lengua, el tono
muscular, la propiocepcién consciente de las piernas y las alas, el reflejo del aleteo y el
aterrizaje, y el reflejo espinal de la retirada de la pierna.

Se distinguieron 6 categorias de comportamiento de respuesta ante los estimulos
amenazantes:1) escape (E: el ave salta, corre o vuela), 2) vigilancia con desplazamiento
(Vd: el ave esta vigilante, es decir erguida, con el cuello estirado y moviendo la cabeza
para escanear visualmente, y camina, generalmente en sentido contrario al estimulo
amenazante), 3) vigilancia sin desplazamiento (V: el ave se mantiene vigilante en el
lugar), 4) inmovilizacion (F: el ave queda inmdvil), 5) agachamiento (Fc: el ave se
agacha, queda en cuclillas, inmévil), y 6) sin comportamiento antidepredador (CNAD:
cualquier comportamiento diferente a los comportamientos antidepredador, como por
ejemplo caminar no vigilante, picoteo del suelo, bafo de arena, sacudida del plumaje,
aleteo, acicalamiento, beber). Para facilitar la comparacién entre aves controles y
tratadas respecto a un efecto neurosupresor o neuroexitador del insecticida, las
categorias de comportamiento E y Vd se combinaron (E+Vd) formando una medida

compuesta denominada “comportamiento antidepredador activo” (CAPA). Por otra
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parte, las categorias V, F y Fc se combinaron (V+F+Fc) formando una medida

compuesta denominada “comportamiento antidepredador pasivo” (CAPP).
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Fig. 2.1. Diagrama de la clausura donde se llevaron a cabo los ensayos de comporta-
miento de perdices rojas dosificadas con dosis subletales de imidacloprid.

Experimento grupal

Estimulo Al R1 R2 FX

. v Y ¢ ¢
Tiempo (min) 0 6 7 10 13 15
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Experimento individual
Estimulo Al R1 A2 FX
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del estimulo (s)

Fig. 2.2. Secuencia y duracion de la exposicion de perdices rojas a los estimulos ame-
nazantes en el experimento grupal e individual. A1: alarma intraespecifica, A2: alarma
interespecifica, R1: simulacién de rapaz yendo, R2: simulacién de rapaz volviendo, FX:
simulacién de zorro.
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De cada categoria de comportamiento se conté el nimero de individuos que lo
realizaron y su duracidon (segundos dedicados al comportamiento de respuesta
antidepredador), mediante muestreo focal continuo (Martin y Bateson, 1993) durante el
tiempo que duraba el estimulo. En las categorias que implicaron movimiento (E y Vd)
se determiné la velocidad de las mismas en metros/segundos. También se midi6 la
latencia (tiempo desde el inicio del estimulo hasta el inicio del comportamiento
respuesta, medido en segundos). Las vocalizaciones se consideraron sélo en el
experimento individual, registrandose como vocalizé/no vocaliz6 ante los estimulos

amenazantes.

Analisis de datos

Los andlisis estadisticos se realizaron usando GLMM con el programa R (R Core
Team, 2021; version 4.1.1) y el paquete gimmTMB (Brooks et al., 2017), considerando
los experimentos grupal e individual por separado. La proporcion de individuos que
mostraron comportamientos antidepredador se analizé determinando
presencia/ausencia de cada comportamiento en los individuos usando una distribucion
Binomial. La latencia y el tiempo gastado en los comportamientos se midié en segundos
enteros, ajustandose los datos asi generalmente a distribuciones Poisson o Binomial
Negativa, y en algun caso a la distribucion Conway-Maxwell-Poisson (Conway y
Maxwell, 1962; Shmueli et al., 2005). Cuando correspondio, el logaritmo del tiempo total
del estimulo se agregé al modelo a través de un término offset y se modelaron los ceros
(ziformula=~1). Para analizar la velocidad de los comportamientos activos se utiliz6 la
distribucion gaussiana o la Tweedie (Tweedie, 1984), y para las vocalizaciones se us6
una distribucion binomial. Los factores fijos fueron estimulo, tratamiento, sexo y zona
donde se encontraba el ave en el momento del estimulo (AE, zona de alta exposicion;
o BE, zona de baja exposicién). El peso corporal anidado al individuo se agregé como
factor aleatorio en cada modelo. Los ajustes a los modelos se realizaron usando el
paquete DHARMa (Hartig, 2021). Las comparaciones multiples se realizaron con el test
de Tukey usando los paquetes Ismeans (Lenth, 2016) y multcompView (Graves et al.,
2019). Los resultados de las pruebas neurolégicas se analizaron mediante un test de
Kruskal Wallis para determinar diferencias entre los tratamientos.

58



Resultados

Tanto en el experimento grupal como en el individual, la proporcion de aves que
respondieron a los estimulos no varié entre tratamientos (Tablas 2.1 y 2.2). Sin embargo,
cabe destacar que so6lo las aves control (aves C) escaparon ante el estimulo zorro en el
experimento individual (Tabla 2.2). Tampoco la latencia y la duracion de los
comportamientos variaron entre aves tratadas y controles (Tablas 2.3 y 2.4.), excepto
en el comportamiento de agachamiento frente a los estimulos visuales en el experimento
grupal (Fig. 2.3) y en el de vigilancia sin desplazamiento ante el estimulo auditivo
intraespecifico en el experimento individual (Fig. 2.4). En cuanto a las velocidades de
las respuestas activas, cabe notar una velocidad promedio de escape y de la vigilancia
con desplazamiento mayor en las aves control que en las tratadas ante la vuelta de la
rapaz y el cruce del zorro en el experimento grupal, aunque la diferencia no haya
resultado significativa (Tabla 2.3). En el experimento individual, las vocalizaciones no
difirieron entre tratamientos (Tabla 2.2). Las aves vocalizaron sélo ante los estimulos

visuales, y principalmente si se encontraban en la zona de alta exposicion AE (p=0.027).

Los casos (numero de individuos que respondieron con comportamientos
antidepredatorios) y la duracién de los comportamientos generalmente variaron entre
los estimulos, tanto en el experimento grupal como en el individual (Tabla 2.5). En el
experimento grupal, por ejemplo, hubo mas casos de aves con latencia ante el estimulo
zorro que ante el resto de los estimulos. En cambio, en el experimento individual, hubo
mas casos de latencia ante la alarma intraespecifica que ante el resto de los estimulos
(Tabla 2.5). El estimulo del paso de la rapaz fue el que produjo el mayor namero y
duracién de respuestas de escape (letras b y c en “Escapa” de Tabla 2.5). En ambos
experimentos, la duracién de la latencia fue menor ante el estimulo zorro (indicado con
letra a en Tabla 2.5) y las aves escaparon mas rapido ante la rapaz (indicado con letra
b en Tabla 2.5). En el experimento grupal, el comportamiento de inmovilidad estuvo
ausente y ningun ave escapd ni se agaché ante el estimulo auditivo intraespecifico
(espacios vacios en Tabla 2.5). Ante los estimulos auditivos predominaron los
comportamientos de vigilancia (con y sin desplazamiento), particularmente al inicio del
estimulo, y luego las aves continuaban con comportamientos no antidepredador hasta
el final del estimulo. Sélo ante los estimulos auditivos hubo aves que nunca
respondieron con comportamientos antidepredador. En cambio, todas las aves
respondieron con algun comportamiento antidepredador ante los estimulos visuales.
Las respuestas de escape, inmovilidad y vocalizacién fueron mayores cuando el ave se
encontraba en la zona de alta exposicién que en la de baja exposicion (indicado con
letra b en la zona AE de Tabla 2.5). En cuanto a los analisis neuroldgicos, sélo el reflejo
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pupilar mostrd diferencia significativa entre los tratamientos (p=0,04), con respuesta
disminuida en las aves T1. El peso corporal promedio de las hembras fue 423,5 g
(SE=%6,6 g) y el de los machos fue 464,1 g (SE=%6,1 g). En ningun ave se observaron
signos neurolégicos evidentes de intoxicacién, como falta de coordinacién, ataxia o
convulsiones durante los experimentos. La cantidad de imidacloprid promedio
incorporada por las aves a través del T1 fue 0,423 mg en hembras y 0,464 mg en
machos, y la incorporada a través del T2 fue 2,541 mg en hembras y 2,785 en machos.
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Duracion de Fc (s)

Fig. 2.3. Duracién (media + IC 95%) del comportamiento de agachamiento (Fc) de las
perdices rojas en cada tratamiento ante los estimulos visuales R1 (“rapaz” yendo), R2
(“rapaz” volviendo) y FX (“zorro”) en el experimento grupal. C: control, T1: 0 mg i.a./kg
PC, T1: 1 mg i.a./kg PC, T2: 6 mg i.a./kg PC. Las letras indican diferencia significativa
entre Cy T2.
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Fig. 2.4. Duracién (media + SE) del comportamiento de vigilancia sin desplazamiento
(V), de los comportamientos antidepredador pasivos (CAPP) y de las respuestas anti-
depredador (Rtas AP) en cada tratamiento (C=0 mg i.a./kg PC, T1=1 mg i.a.’kg PC,
T2=6 mg i.a./kg PC) ante el estimulo alarma intraespecifica (A1) en el experimento indi-
vidual. Letras distintas indican diferencia significativa.

Tabla 2.1. Numero y porcentaje (entre paréntesis) de individuos tratados con imidaclo-
prid (n=12 por tratamiento) que mostraron comportamientos antidepredador ante los di-
ferentes estimulos amenazantes en el experimento grupal.

Estimulo Comportamiento Numero de individuos (%)
C (0 mgkg) T1 (1 mgkg) T2 (6 mgikg)
Alerta auditiva Latencia 6 (50) 9 (75) 6 (50)
intraespecifica A: Escapa 0 0 0
B: Vigila y camina 2(17) 1(8) 4 (33)
C: Vigila 10 (83) 8 (67) 9 (75)
D: Inmovil 0 (0) 0 (0) 0 (0)
E: Agachada 0 (0) 0 (0) 0 (0)
A+B: CAPA 2 (17) 1(8) 4 (33)
C+D+E: CAPP 10 (83) 8 (67) 9 (75)
A+B+C+D+E: Con 10 (83) 8 (67) 9 (75)
respuesta
Sin respuesta (s6lo 2 (17) 4 (33) 3 (25)
CNAD)
Rapaz en Latencia 9 (75) 7 (64)* 5 (45)*
vuelo (ida) . Egeapa 6(50)  8(73)" 6 (54)*
B: Vigila y camina 5 (42) 4 (36)* 4 (36)*
C: Vigila 8 (67) 6 (54)* 7 (64)*
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D: Inmévil 0 (0) 0 (0)* 0 (0)*
E: Agachada 3 (25) 2(18)" 1(9)*
A+B: CAPA 9 (75) 10 (91)* 8 (73)*
C+D+E: CAPP 11 (92) 7 (64)" 8 (73)*
A+B+C+D+E: Con 12 (100) 11 (100) 11 (100)
respuesta
Sin respuesta (s6lo 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CNAD)

Rapaz en Latencia 4 (33) 4 (33) 3 (27)*

vuelo (vuelta) . pgeana 7(58)  7(58) 6 (54)*
B: Vigila y camina 8 (67) 6 (50) 5 (45)*
C: Vigila 6 (50) 7 (58) 8 (73)*
D: Inmoévil 0 (0) 0 (0) 0 (0)*
E: Agachada 1(8) 0 (0) 1(9)*
A+B: CAPA 10 (83) 10 (83) 9 (82)*
C+D+E: CAPP 6 (50) 7 (58) 8 (73)*
A+B+C+D+E: Con 12 (100) 12 (100) 11 (100)
respuesta
Sin respuesta (sélo 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CNAD)

Zorro Latencia 9 (75) 10 (83) 10 (83)

cruzando  p. Eocana 2(18)*  2(17) 1(8)
B: Vigila y camina 8 (73)* 10 (83) 9 (75)
C: Vigila 10 (90)* 11 (92) 8 (67)
D: Inmévil 0 (0)* 0 (0) 0 (0)
E: Agachada 2 (18)* 2(17) 1(8)
A+B: CAPA 9 (82)* 10 (83) 9 (75)
C+D+E: CAPP 10 (91)* 11 (92) 8 (67)
A+B+C+D+E: Con 11 (100) 12 (100) 12 (100)
respuesta
Sin respuesta (s6lo 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CNAD)

*n=11. CNAD: comportamiento no antidepredador. El numero y porcentaje de individuos con
comportamientos antipredador no difirié significativamente entre los tratamientos (p>0.05 en todos los
€asos).
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Tabla 2.2. Numero y porcentaje (entre paréntesis) de individuos tratados con imidaclo-
prid (n=10 por tratamiento) que mostraron comportamientos antidepredador ante los di-
ferentes estimulos amenazantes en el experimento individual.

Estimulo Comportamiento Numero de individuos y (%)
C (O mgkg) T1 (1 mgkg) T2 (6 mgikg)
Alerta auditiva Latencia 8 (80) 6 (60) 9 (90)
intraespecifica A: Escapa 0(0) 0(0) 2 (20)
B: Vigila y camina 2 (20) 0 (0) 2 (20)
C: Vigila 4 (40) 4 (40) 4 (40)
D: Inmovil 0 (0) 0 (0) 0 (0)
E: Agachada 0 (0) 0 (0) 0 (0)
A+B: CAPA 2 (20) 0 (0) 3 (30)
C+D+E: CAPP 4 (40) 4 (40) 4 (40)
A+B+C+D+E: Con 4 (40) 4 (40) 4 (40)
respuesta
Sin respuesta (sélo 6 (60) 6 (60) 6 (60)
CNAD)
Vocaliz 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Alerta auditiva Latencia 5 (56)* 5 (50) 5 (50)
interespecifica A: Escapa 1(11)* 0 (0) 0 (0)
B: Vigila y camina 0 (0)* 0 (0) 2 (20)
C: Vigila 5 (56)* 5 (50) 6 (60)
D: Inmévil 0 (0)* 0 (0) 0 (0)
E: Agachada 0 (0)* 0 (0) 0 (0)
A+B: CAPA 1(11)* 0 (0) 2 (20)
C+D+E: CAPP 5 (56)* 5 (50) 6 (60)
A+B+C+D+E: Con 5 (56)* 5 (50) 6 (60)
respuesta
Sin respuesta (sélo 4 (44)* 5 (50) 4 (40)
CNAD)
Vocaliz 0 (0)* 0 (0) 0 (0)
Rapaz en Latencia 0 (0) 1(10) 3 (30)
vuelo (ida) . Egcapa 5 (50) 6 (60) 3 (30)
B: Vigila y camina 6 (60) 6 (60) 5 (50)
C: Vigila 3 (30) 3 (30) 2 (20)
D: Inmévil 0 (0) 0 (0) 0 (0)
E: Agachada 5 (50) 4 (40) 3 (30)
A+B: CAPA 7 (70) 8 (80) 6 (60)
C+D+E: CAPP 8 (80) 7 (70) 7 (70)
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*n=9. CAPA: respuesta activa, CAPP: respuesta pasiva, CNAD: comportamiento no antidepre-
dador. El nUmero y porcentaje de individuos con comportamientos antipredador no difirié signi-
ficativamente entre los tratamientos (p>0.05 en todos los casos).

Tabla 2.3. Latencia y tiempo (s, media £ SE) invertido por las perdices expuestas a imi-
dacloprid (n=12 por tratamiento) en los comportamientos antidepredador ante diferentes
estimulos en los ensayos grupales.

Estimulo Comportamiento Duracion (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa
C (0 mg/kg) T1 (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)
Alerta auditiva Latencia 7,75+4,38 13,2 +5,52 13,50 + 5,55 a, a,a
intraespecifica
(alarma de A: Escapa 0 0 0
perdices) 0 0

B: Vigila y camina 1,17 £ 0,93 0,58 + 0,58 1,58 + 0,73 a,aa
0,01 +£0,01 0,01 +£0,01 0,04 + 0,02 a, a, a

C: Vigila 8,16 +1,69 8,58 £ 3,11 10,00 £ 2,79 a,aa
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Estimulo

Rapaz en
vuelo (ida)

Rapaz en
vuelo (vuelta)

Comportamiento Duracion (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa

C (0 mg/kg) T (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)

D: Inmovil 0 0 0

E: Agachada 0 0 0

A+B: CAPA 1,17 £ 0,93 0,58 + 0,58 1,58 £ 0,73 a, a a
0,01 +0,01 0,01 £0,01 0,04 + 0,02 a, a,a

C+D+E: CAPP 8,17 +1,69 8,58 £ 3,11 10,00 £ 2,79 a, aa

A+B+C+D+E: 9,33+1,689,17+3,12 11,58 £ 0,43 a, aa

Con respuesta

Sin respuesta 40,00 £ 39,75 39,00 + 1,00 a, a, a

(s6lo CNAD) 2,00 1,03

Latencia 1,08 £0,29 0,91 £ 0,28 0,91 £ 0,41 a, a, a

A: Escapa 1,08 £ 0,34 1,54 +0,43 1,73 £ 0,57 a, aa
0,31 +0,10 0,57 £ 0,15 0,31 £ 0,09 a, a,a

B: Vigilay camina 1,17 + 0,44 0,73 + 0,38 1,36 + 0,68 a, aa
0,12+ 0,05 0,06 + 0,03 0,12 + 0,06 a, a,a

C: Vigila 1,17 +0,30 1,54 £ 0,59 1,27 + 0,54 a, a a

D: Inmovil 0 0 0

E: Agachada 0,83 + 0,46 0,45 + 0,36 0,09 + 0,09 a,ab, b

A+B: CAPA 2,25 +0,52 2,27 £ 0,38 3,09 £ 0,72 a a a
0,43+0,120,63+0,16 0,43+ 0,11 a, a,a

C+D+E: CAPP 2,00 £ 0,35 2,00 + 0,60 1,36 + 0,53 a, a a

A+B+C+D+E: 425+0,49 4,27 £ 0,45 4,45 + 0,54 a, a a

Con respuesta

Sin respuesta 0 0 0

(s6lo CNAD)

Latencia 0,67 +0,31 0,75+ 0,33 0,64 + 0,39 a aa

A: Escapa 1,50 +0,47 1,42 £ 0,53 1,45+ 0,43 a, a a
0,46 + 0,14 0,43+ 0,13 0,32 0,10 a a,a

B: Vigilay camina 2,33 + 0,74 1,50 £ 0,56 1,27 + 0,54 a, a, a
0,20 + 0,05 0,15 + 0,06 0,08 + 0,04 a a,a
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Estimulo

Zorro
cruzando

Comportamiento Duracion (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa

C (0 mg/kg) T (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)

C: Vigila 1,42 + 0,51 2,33 £ 0,69 2,64 + 0,72 a, aa

D: Inmévil 0 0 0

E: Agachada 0,08 £0,08 0 0,09 + 0,09 a,ab,b

A+B: CAPA 3,83 +0,75 2,92 + 0,58 2,72 + 0,60 a, aa
0,66 £0,15 0,57+ 0,15 0,41 £ 0,09 a, a, a

C+D+E: CAPP  1,50+0,512,33+0,69 2,73 £0,75 a, aa

A+B+C+D+E: 5,33 £ 0,51 5,25 £ 0,58 5,45 +0,62 a, aa

Con respuesta

Sin respuesta 0 0 0

(s6lo CNAD)

Latencia 1,91 £ 0,41 2,00 £ 0,41 2,42 £ 0,47 a aa

A: Escapa 0,27 £0,19 0,17 £ 0,11 0,50 £ 0,50 a, aa
0,14 0,10 0,08 + 0,06 0,04 + 0,04 a, a,a

B: Vigila y camina 6,36 + 1,43 8,58 + 1,29 7,25 £ 1,52 a, a, a
0,12+ 0,03 0,09 +£ 0,02 0,12 + 0,03 a, a,a

C: Vigila 6,64 + 1,38 4,42 + 1,20 5,08 +1,45 a, aa

D: Inmovil 0 0 0

E: Agachada 0,18+ 0,12 0,17 £ 0,11 0,08 = 0,08 a,ab,b

A+B: CAPA 6,64 +1,38 8,75+1,32 7,75+ 1,50 a, aa
0,25+0,09 0,18 + 0,06 0,16 + 0,05 a, a, a

C+D+E: CAPP  6,82+1,394,58+1,18 5,17 £1,49 a aa

A+B+C+D+E: 13,45 + 13,33 = 12,92 + 0,42 a aa

Conrespuesta 0,43 0,39

Sin respuesta 0 0 0

(s6lo CNAD)

En las respuestas activas se muestra también (en cursiva) la velocidad en los desplazamientos
(media £ SE). CAPA: respuesta activa, CAPP: respuesta pasiva, CNAD: comportamiento no anti-
depredador. Letras diferentes en la ultima columna indican diferencias significativas entre los

tratamientos.
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Tabla 2.4. Latencia y tiempo (s, media £+ SE) invertido por las perdices tratadas con
imidacloprid (n=10 por tratamiento) en los comportamientos antidepredador ante los di-
ferentes estimulos en el experimento individual.

Estimulo Comportamiento Duracién (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa
C (0 mg/kg) T (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)
Alerta auditiva Latencia 26,70 = 26,30 + 28,00 = a, a,a
intraespecifica 6,87 7,16 6,71
(alarma de A: Escapa 0 0 0,60+0,4 a, a,a
perdices)
0 0 0,11 £ 0,08 a a a
B: Vigilay camina 1,20£0,80 0 0,90 + 0,60 a, a, a
0,06 £0,04 0 0,03 £0,02 a a a
C: Vigila 2,80+1,31 4,80+2,42 8,40 + 4,66 a,ab, b
D: Inmdvil 0 0 0
E: Agachada 0 0 0
A+B: CAPA 1,20+£0,80 0 1,50 £ 0,78 a,aa
0,06 £0,04 0 0,14 0,10 a a a
C+D+E: CAPP 280+1,31 4,80+242 8,40 + 4,66 a,ab
A+B+C+D+E: 4,00 + 2,04 4,80 £2,42 9,90 + 4,88 a,ab
Con respuesta
Sin respuesta 43,50 + 43,83 + 4433 + a,a,a
(s6lo CNAD) 0,22 0,17 0,21
Alerta auditiva Latencia 9,00 £3,41 9,70+3,23 7,80+ 3,05 a, a a
interespecifica
A: Escapa 0,22+0,22 0 0 a, a a
(alarma de
urracas) 0,05+ 0,05 0 0 a a, a
B: Vigilay camina 0 0 2,10 £ 1,45 a, a, a
0 0 0,02 0,02 a a a
C: Vigila 7,89+£280 8,10+2,07 6,60+ 1,31 a, aa
D: Inmdvil 0 0 0
E: Agachada 0 0 0
A+B: CAPA 0,22+0,22 0 2,10 £ 1,45 a, aa
0,05+0,05 0 0,02 £ 0,02 a a a
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Estimulo

Rapaz en
vuelo (ida)

Zorro
cruzando

Comportamiento Duracioén (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa

C (0 mg/kg) T (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)

C+D+E: CAPP 7,89+280 8,10+2,85 6,60 +2,07 a, a a

A+B+C+D+E: Con 8,11 £2,84 8,10+2,85 8,70 +2,70 a, aa

respuesta

Sin respuesta 19,75 ¢ 19,40 £ 19,00 £ a, a,a

(s6lo CNAD) 0,25 0,24 0,00

Latencia 0 0,20 £ 0,20 1,00 +£0,52 a, a a

A: Escapa 1,50+0,64 1,25+0,52 0,98 £ 0,63 a, a a
0,55+022 0,75+025 0,34+0,18

B: Vigilay camina 2,00 + 0,67 2,35+0,74 1,72 +0,67 a, a a
0,177+0,06 0,12+0,04 0,17 +0,07

C: Vigila 1,00+£0,63 0,75+0,40 0,30 £ 0,21 a, a a

D: Inmovil 1,00+£0,70 0 0,90 + 0,52 a, a a

E: Agachada 0,90+0,31 1,45+0,88 1,50x0,78 a, a a

A+B: CAPA 3,50+0,86 3,60+0,71 2,70 + 0,81 a, a, a
0,72+0,26 087+025 0,51+0.20 a a a

C+D+E: CAPP 290+0,75 2,20+0,83 2,70+0,76 a, aa

A+B+C+D+E: Con 6,40 £ 0,30 5,80 +0,42 5,40 £ 0,58 a, a a

respuesta

Sin respuesta 0 0 0

(s6lo CNAD)

Latencia 0,80x0,42 1,50+0,48 1,40x0,34 a, a a

A: Escapa 0,90+0,71 0 a, aa
0,23+ 0,18 0 a, a a

B: Vigilay camina 7,20 +1,53 4,70 £ 1,01 5,80 2,05 a, a, a
0,21+0,04 0,11 £0,03 0,09 + 0,03 a a, a

C: Vigila 280+1,31 230+0,75 2,10+1,17 a,aa

D: Inmovil 1,40+1,29 3,10+1,40 6,10+£2,05 a, aa

E: Agachada 0,10+£0,10 1,30+£1,30 O a, a a

A+B: CAPA 8,10+1,40 4,70+1,01 5,80+2,05 a, aa

68



Estimulo Comportamiento Duracioén (s) y Diferencia
Velocidad (m/s) significativa

C (0 mg/kg) T (1 mg/kg) T2 (6 mg/kg)
044 +0,16 0,11 £0,03 0,09 +0,03 a a a

C+D+E: CAPP 430+1,57 6,70+1,12 8,20 + 1,64 a,aa

A+B+C+D+E: Con 12,40 + 11,40 + 14,00 + a,aa
respuesta 0,83 0,65 1,20

Sin respuesta 0 0 0

(s6lo CNAD)

En las respuestas activas se muestra también (en cursiva) la velocidad en los desplazamientos (m/s, me-
dia + SE). CAPA: respuesta activa, CAPP: respuesta pasiva, CNAD: comportamiento no antidepredador.
Letras diferentes en la Gltima columna indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 2.5. Diferencias estadisticas (letras diferentes) en el nimero de individuos con
comportamientos antidepredador (casos) y la duracién del comportamiento entre los di-
ferentes estimulos amenazantes (A1, A2, R1, R2, FX) y ubicacién de las aves en la jaula
en el momento del estimulo (zona).

Experimento Comportamiento Estimulos Zonas
Grupal Individual Grupal Individual
A1R1R2FX A1 A2R1FX BE AE BE AE
Casos Latencia abab a b b ab a ab a a a b
A: Escapa b b a a ab a a b a b
B: Vigilay camina a ab bc ¢ aabb a a a a
C: Vigila a a a a a a a a a a a a
D: Inmovil a a a a a b
E: Agachada a a a a a a a a a
A+B: CAPA abbb a a a a a b a a
C+D+E: CAPP a a a a a a a a a a a a
A+B+C+D+E: a a a a a a a a a a a a
Con respuesta
Sin respuesta a b a a a a a
(s6lo CNAD)
Vocaliz a a a b
Duracién Latencia b abab a b b ab a b a a a
A: Escapa b ba abacb a b a a
B: Vigilay camina a b bc c b a a a a b a a
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Experimento Comportamiento Estimulos Zonas

Grupal Individual Grupal Individual

A1R1R2FX A1A2R1FX BE AE BE AE

C: Vigila a a a a a b a a a a a a

D: Inmovil a a a a a a

E: Agachada b ab a b a a a a a

A+B: CAPA abbob a b c bc a a a a

C+D+E: CAPP a a a a a cbch a a a a

A+B+C+D+E: b aab b b ab a a a a
Con respuesta

Sin respuesta a a a a b a a a a a

(s6lo CNAD)
Velocidad E* a b b a abab b a a b a a
Velocidad Vd a a a a a a a a a a a a

Velocidad CAPA* a b b a ab a b a a b a a

*Diferencia significativa entre sexos (p<0.05): hembra escapa mas rapido que macho en el experimento
grupal. El orden alfabético es proporcional a los valores de las variables comportamentales (a<b<c). E:
escape; Vd: vigila y camina. CAPA: Comportamiento antidepredador activo (E+Vd). CNAD: comportamiento
no antidepredador. BE: zona de baja exposicion, AE: zona de alta exposiciéon. A1. Alarma intraespecifica,
A2: alarma interespecifica, R1: simulacion de rapaz yendo, R2: simulacién de rapaz volviendo, FX: simula-
cién de zorro.

Discusion

En general, los tratamientos con imidacloprid no produjeron efectos significativos
en las respuestas de comportamiento antidepredador en los experimentos grupal e
individual. Los comportamientos aparentemente afectados por el tratamiento fueron
parte de los identificados como pasivos: el agachamiento ante los estimulos visuales
(rapaz y zorro) en el experimento grupal y la vigilancia ante la alarma intraespecifica en
el experimento individual. Ambos hechos podrian sugerir un efecto excitante, dado que
a las aves tratadas podria costarle mas esfuerzo permanecer en la posicion de
agachado si estan excitadas, y extender el tiempo de vigilancia por igual motivo. Otra
contribucién a esta idea es que las aves dosificadas con la dosis mas baja de
imidacloprid escaparon en promedio mas rapido que el resto ante la primera exposicién
al estimulo rapaz, tanto en el experimento grupal como en el individual (Tabla 2.3 y 2.4).
Sin embargo, ante el segundo estimulo rapaz y el estimulo zorro, ocurrié lo contrario:
las aves controles escaparon en promedio mas rapido, e incluso las aves tratadas en el

experimento individual ni siquiera lo hicieron, s6lo caminaron (Tablas 2.3 y 2.4). Por lo
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tanto, un efecto excitante del imidacloprid a dosis bajas no puede generalizarse aqui a
estimulos visuales sucesivos, sino que este efecto se limitaria al primer estimulo visual
amenazante que percibe, pudiendo existir cierta habituacion mas rapida ante los

estimulos siguientes.

Los escasos efectos sobre el comportamiento antidepredatorio observados en las
aves tratadas respecto a las controles posiblemente se deban a las bajas dosis
administradas y/o al uso de ingrediente activo en vez de formulacion plaguicida, ya que
las formulaciones suelen ser mas téxicas que los ingredientes activos solos (Nagy et al.,
2020). Ninguna perdiz roja evidencié alteraciones neurolégicas tales como ataxia, a
diferencia de gorriones alimentados con 6 mg/kg de imidacloprid (T2 en este estudio)
granulado de los que Cox (2001) describe sintomas de incoordinacion, falta de
respuesta e inhabilidad para volar. Por otra parte, codornices comunes (Coturnix
coturnix), pertenecientes a la misma familia de las perdices rojas (Phasianidae),
dosificadas con imidacloprid solo (4,5 mg/kg PC) o mezclado con polietilenglicol (PEG-
600) como adyuvante (3,995 mg/kg PC de imidacloprid y 10 mli/kg PC de PEG)
exhibieron debilidad general, salivacion, a veces excitacién y varios sintomas motores
como patadas y temblores (Rawi et al., 2019). Estos diferentes resultados ante una
misma dosis o dosis similares del quimico podrian explicarse por diferencias
interespecificas de sensibilidad al plaguicida y/o por el efecto potenciador de los aditivos
en las formulaciones comerciales del imidacloprid. Por otro lado, es necesario
mencionar que todas las mediciones en este estudio se realizaron sélo a las 2 horas
posteriores a la dosificacion, sin la posibilidad de registrar sintomas neurolégicos o

alteraciones en el comportamiento que pudieran aparecer mas tarde.

Considerando el peso corporal promedio de hembras y machos, las dosis de
imidacloprid usadas equivaldrian a menos de un tercio de una semilla de maiz de 0,325
g tratada con una tasa de aplicacion usual de 4,5 mg i.a./g de semillas (1,462 mg i.a/
semilla de maiz tratada) en el caso de la dosis mas baja (T1) y a menos de dos semillas
de maiz en el caso de la dosis mas alta (T2). Sin embargo, teniendo en cuenta que en
andlisis de residuos de imidacloprid en semillas de maiz no enterradas en el campo
luego de la siembra se hall6 s6lo un 8% de la tasa de aplicacién nominal en las semillas
(0,375 mg imidacloprid / g semilla de maiz, capitulo 5; es decir 0,122 mg i.a / semilla),
las dosis utilizadas aqui podrian ser equivalentes al consumo de menos de 4 semillas
de maiz tratadas para la dosis baja y al consumo de aproximadamente 20 semillas de
maiz tratadas para la dosis mas alta. Por lo tanto, considerando la tasa de aplicacion
nominal, las dosis usadas aqui equivaldrian a un consumo de semillas de maiz menor

al minimo consumo encontrado en esta especie, i.e 2 semillas (Prosser y Hart, 2005).
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En cambio, considerando concentraciones menores mas cercanas a las halladas en
campo, las dosis usadas podrian asemejarse al rango de semillas de maiz (2 a 12
semillas de maiz/ave) que ingiere la perdiz roja (Prosser y Hart, 2005).

Los estimulos amenazantes visuales (R1, R2, FX) produjeron mas
comportamientos antidepredador y menor latencia que los estimulos auditivos (A1, A2),
tanto en aves controles como en tratadas. Pero este aparente mayor efecto de los
estimulos visuales respecto a los auditivos no se observo, en cambio, en polluelos de
Charadrius melodus criados en cautiverio, los cuales parecieron responder
relativamente por igual a estimulos auditivos y visuales (Saunders et al., 2013). Los
comportamientos de huida (E y Vd) no parecieron ser notoriamente mas frecuentes,
duraderos o veloces ante el estimulo de predador terrestre (FX) respecto al aéreo (R1y
R2) en las aves control en ninguno de los experimentos. Binazzi et al. (2011), en cambio,
observaron mayor frecuencia de comportamientos de vigilancia y escape en perdices
rojas ante un depredador terrestre simulado que ante un depredador aéreo, y mayor
frecuencia de comportamiento de inmobilidad ante el depredador aéreo simulado. Esta
diferencia en los resultados podria explicarse por la menor reproducibilidad de las
evaluaciones de comportamiento en comparacién con las medidas fisiolégicas, y porque
los comportamientos pueden ser altamente variables debido a su propia flexibilidad
(Peterson et al., 2017; Zala y Penn, 2004). Por otro lado, existe evidencia de que las
respuestas de miedo, al menos hasta cierto punto, estan determinadas genéticamente.
Asi, en lineas divergentemente seleccionadas de Coturnix japonica, por ejemplo,
muestran marcadas diferencias en sus respuestas al miedo (Mills et al., 1997).

Conclusion

Los resultados de este estudio sugieren un efecto del imidacloprid a dosis
subletales sobre parte de los comportamientos antidepredador asociados a una
estrategia pasiva de defensa en las perdices rojas. Al igual que en insectos, bajas dosis
de imidacloprid causarian una estimulacion nerviosa en las perdices que se vio traducida
aqui en una reduccién del tiempo en que el ave vigila sin desplazarse y en que el ave
permanece agachada. Por lo tanto, es posible concluir que dosis subletales de
imidacloprid influyen sobre parte de los comportamientos antidepredador de las perdices
rojas tendientes a mimetizarse con el ambiente, reducir su perfil y visibilidad para pasar

desapercibidas.
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CAPITULO 3

Evitacién de semillas y cotiledones tratados con neonicotinoides por

torcazas cautivas

Alimento de prueba
tratado con
neonicotinoide

t
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» Repelencia primaria

Evitacion aprendida - Repelencia secundaria o
" aversion condicionada

Alimento de
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Publicacién derivada:

Addy-Orduna, L.; Cazenave, J.; Mateo, R. 2022. Avoidance of Neonicotinoid-Treated
Seeds y Cotyledons by Captive Eared Doves (Zenaida Auriculata, Columbidae).
Environmental Pollution, 304, 119237. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2022.119237.

73



Resumen

Las aves de las tierras de cultivo pueden estar expuestas a neonicotinoides a
través de la ingestion de semillas no enterradas y cotiledones tratados. El objetivo de
este estudio fue evaluar la evitacion del sorgo tratado con imidacloprid, clotianidin o
tiametoxam, de soja con imidacloprid y de cotiledones de soja con imidacloprid o
tiametoxam en torcazas (Zenaida auriculata). Las torcazas fueron alimentadas con
alimentos de prueba (sorgo, soja o cotiledones de soja tratados) y alimento de
mantenimiento (mezcla de semillas) durante 3-5 dias para estudiar la posible repelencia
(repelencia primaria y aversion condicionada) y la anorexia causadas por los alimentos
tratados con neonicotinoides, seguido de un periodo de 7 dias con sélo alimento de
mantenimiento para estudiar la persistencia del efecto anoréxico después de la
exposicién a neonicotinoides. Inmediatamente después, las mismas torcazas fueron
expuestas a alimentos de prueba tratados durante un segundo periodo de 3-5 dias para
estudiar el posible refuerzo de la evitacién de alimentos. Finalmente, las torcazas fueron
alimentadas con alimentos de prueba no tratados para probar la capacidad del pesticida
para inducir aversion condicionada contra los alimentos no tratados en encuentros
posteriores. Se determinaron los signos de intoxicacion aguda y las diferencias de peso
corporal. Con el sorgo, los tres neonicotinoides produjeron una disminuciéon en el
consumo de semillas tratadas en >97% en comparacion con las aves control. Sin
embargo, esto no fue suficiente para evitar la muerte de 3/8 y 1/8 de las torcazas
expuestas a imidacloprid y clotianidin, respectivamente. La anorexia se observo
claramente con el sorgo tratado con neonicotinoides. Las aves no evitaron el sorgo no
tratado después de la exposicion al sorgo tratado, lo que indica que la evitacién no se
generaliza al tipo de alimento sin una sefal sensorial asociada. Los resultados obtenidos
con semillas de soja y cotiledones fueron menos concluyentes porque las torcazas
cautivas apenas consumieron estos alimentos, incluso sin tratamiento neonicotinoide.
La evitacién de las semillas de sorgo tratadas con neonicotinoides fue insuficiente para

prevenir el envenenamiento y la muerte de las torcazas.

Introduccion

Dado el uso generalizado de neonicotinoides como tratamiento de semillas, el
consumo por parte de las aves de semillas tratadas es una ruta potencial de intoxicacion
(Goulson, 2014; Lennon et al., 2019; Lopez-Antia et al., 2016, 2013; Roy et al., 2019b;
Sanchez-Bayo, 2014; van der Sluijs et al., 2015). Los cotiledones (primera hoja del
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embrién de la planta) de las semillas tratadas también podrian ser una via de exposicion,
dada la absorcién de neonicotinoides por las plantas (Alford y Krupke, 2017; Balfour et
al., 2016). Sin embargo, la evitacion de alimentos contaminados es un comportamiento
que resulta en una reduccion en la cantidad de sustancia toxica ingerida (McKay et al.,
1999). Es necesario conocer con precision los efectos repelentes, anoréxicos y/o
aversivos que los neonicotinoides producen en las aves para afinar y valorar
adecuadamente su riesgo toxicologico. A pesar de la incertidumbre que aun persiste en
cuanto a la medida en que la evitacion es efectiva en la naturaleza, y las dificultades de
extrapolacion de los experimentos con aves cautivas, la evitacién debe considerarse en
la evaluacion del riesgo aviar para mitigar las sobreestimaciones de riesgo. La evitacién
puede ser parcial, variable y dependiente del contexto, y estos factores deben tenerse
en cuenta al evaluar su efecto sobre el riesgo de intoxicacién (OECD, 2011).

Exposicidn
Estimulo no 5
condicionado mspincomodidad RESPUesta \ - Repelencia
(quimico) refleja Primaria

Repelencia
secundaria

o

Aversién
condicionada

I

Alimento | 1w = = I'y | Aversién

no tratado] Respuesta \ condicionada
generalizada # generalizada

’

Estimulo
Asuciacion condicionado Respuesta
(vista, gusto, aprendida
olor)

Malestar
post-ingestion
Anorexia

Tiempo

Fig. 3.1. Modelo conceptual de evitacion de aves a quimicos con propiedades repelen-
tes. La exposicion de un ave a un alimento tratado con un repelente primario produce
evitacion refleja inmediata. En cambio, ante un repelente secundario, un ave lo evita al
asociar un estimulo condicionado (sonido, vista, gusto) a una experiencia aversiva (por
ejemplo, enfermedad, dolor) resultante de la ingesta del alimento tratado. Si posterior-
mente se ofrece el mismo alimento pero sin el repelente secundario, el ave podria evi-
tarlo sélo por el tipo de alimento como senal para rechazarlo, origindndose una aversion
condicionada generalizada.

Diferentes tipos de evitacién pueden ser conceptualizados con un modelo (Fig.
3.1) que implica un efecto reflejo de rechazo (repelencia primaria) o una evitacion
aprendida (repelencia secundaria o aversion condicionada). Por lo tanto, la repelencia
primaria se define aqui como un comportamiento de rechazo reflejo inmediato a un
toxico disuasorio que causa una incomodidad inmediata, mientras que la aversion

condicionada es un comportamiento que resulta de la asociacién entre una senal
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sensorial (caracteristica fisica como forma, sabor, color) de los alimentos y la
incomodidad o malestar resultante de la ingesta (Lopez-Antia et al., 2014; Pascual et
al.,, 1999%). La aversion condicionada puede ocurrir contra el alimento que contiene el
téxico (también conocido como repelencia secundaria), o incluso contra el alimento sin
el toxico, con solo el tipo de alimento como la clave para negarse a comerlo (también
conocido como aversién condicionada generalizada). Un efecto adicional involucrado en
la evitacion es la anorexia, que aqui es la falta de apetito causada por el téxico (Eng et
al., 2019; Grue et al., 1997).

Todavia no hay acuerdo sobre si la evitacion reduce efectivamente la exposicion
de las aves a los neonicotinoides utilizados como tratamiento de semillas. Segun Lépez-
Antia et al. (2014), las perdices (Alectoris rufa) evitan las semillas tratadas con pesticidas
por aversion condicionada cuando se dispone de alimentos alternativos. Con respecto
al clotianidin, Barfknecht (1998, 1998b y 2000, estudios de la industria no publicados
citados por Mineau y Palmer, 2013) informa una evitacion completa de las semillas
tratadas por codornices (Coturnix japonica) y palomas domésticas (Columba livia)
cuando tienen alimentos alternativos, y una evitacion parcial en las palomas cuando solo
se ofrecen semillas tratadas. Los estudios realizados con mirlos de alas rojas en
cautiverio (Agelaius phoeniceus) y tordos cabeza café (Molothrus ater) presentan al
imidacloprid como un repelente secundario efectivo y de minimo peligro para las aves
(Avery et al., 1993, 1997, 1994). Sin embargo, tanto Mineau y Palmer (2013) como
Goulson (2013) sugirieron que la evitaciéon de las semillas tratadas no se ha demostrado
lo suficientemente bien en un contexto realista (es decir, abordar adecuadamente el
estrés por hambre y la motivacion para comer semillas nuevas) para creer que mitigara
un alto riesgo toxicolégico. Recientemente, Roy y Coy (2020) demostraron que en
derrames simulados no todas las aves comen semillas tratadas con neonicotinoides,

pero algunas comen lo suficiente como para producir efectos adversos.

Para aclarar la evitacién causada por los neonicotinoides, se llevaron a cabo tres
experimentos consecutivos con formulaciones de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam
en una especie de ave granivora sudamericana (torcazas, Zenaida auriculata,
Columbidae) en jaulas individuales. Los objetivos fueron evaluar la repelencia primaria,
la anorexia y la aversion condicionada a las semillas de sorgo y soja, y a los cotiledones
de soja tratados con dosis de campo de neonicotinoides, y determinar algunos de sus
efectos adversos. Particularmente con respecto a la evitacion aprendida, nuestro interés
fue determinar si cualquier aversion condicionada después de la exposicién a
neonicotinoides es en respuesta al recubrimiento del tratamiento de semillas (repelencia

secundaria) o esto puede convertirse en una aversion condicionada generalizada al tipo
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de alimento independientemente del tratamiento. Planteamos la hipétesis de que la
evitacion de semillas tratadas puede ser causada por una contribuciéon de uno o varios
de estos diferentes procesos de comportamiento, y esto puede diferir segun la
secuencia de las exposiciones, el tipo de alimento y el neonicotinoide especifico
utilizado. La torcaza silvestre fue elegida como modelo experimental para evaluar la
evitacion de neonicotinoides debido a sus rasgos ecoldgicos, dado que es una especie
nativa granivora comun que puede aclimatarse al cautiverio, y puede consumir tanto
sorgo (Bucher y Nores, 1976) como semillas y cotiledones de soja (Ranvaud et al.,
2001). El sorgo es un cultivo muy deseado por varias especies de aves (Casuso et al.,
2016; de Melo y Cheschini, 2012), la soja ocupé alrededor del 40% del &rea sembrada
con cereales y oleaginosas en 2020/2021 en Argentina (calculado a partir de datos
publicados en http://datosestimaciones.magyp, gob.ar/), y ambos cultivos pueden ser

tratados con neonicotinoides antes de la siembra (CASAFE, 2013).

Materiales y métodos

Aves experimentales y condiciones de alojamiento

Las torcazas fueron capturadas en el campo de la Estacion Experimental
Agropecuaria de Parana (Parana, Argentina) con la autorizacién del Gobierno de Entre
Rios (Resolucion 1721). Las torcazas fueron alojadas en recintos grupales (2 m de
ancho x 9 m de largo x 2,5 m de altura) en el aviario de la Estacién Experimental
Agropecuaria de Parana siguiendo los lineamientos para el uso de aves silvestres en la
investigacion (Fair et al., 2010). Las utilizadas en los ensayos habian estado entre 6 y
20 meses en jaulas grupales antes del estudio.

Antes de los experimentos, las torcazas fueron asignadas aleatoriamente a jaulas
individuales (50 x 50 x 50 cm). Se les ofrecieron alimentos de mantenimiento ad libitum
(una mezcla de trigo, maiz, sorgo, mijo y semilla de colza adquirida en "Forrajeria
Laurita”, Parana), agua y arenilla. La ventilacién se controlé para mantener las
condiciones interiores de fotoperiodo, temperatura y humedad dentro de los rangos
ambientales exteriores. Se registraron las temperaturas y humedad maximas y minimas,
y la amplitud térmica (Tabla 3.1). Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con la Directiva 2010/63/UE para experimentos con animales, y bajo permisos del
Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional
del Litoral (protocolo 376/17).
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Tabla 3.1. Registros de temperatura y humedad maxima y minima y amplitud térmica
media diaria en cada periodo de cada experimento de exposicion de torcazas a sorgo,
semillas o cotiledones de soja tratados con neonicotinoides.

Experimento Periodo Temperatura (°C) Humedad (%) Amplitud
térmica media
Max. Min. Max.  Min. diaria (°C)

Sorgo Pre-Exposicion 1 30,9 12,1 78 17 13,5
Exposicion 1 30,2 9,2 77 18 11,6
Post-Exposicion 1 31,9 12,0 99 18 12,8
Exposicion 2 33,6 13,0 79 18 15,1
Aversion 344 13,0 75 13 16,5

Soja Pre-Exposicion1 36,3 15,2 49 13 15,7
Exposicion 1 39,5 14,1 58 13 20,0
Post-Exposicién 1 33,7 12,6 75 13 17,3
Exposicion 2 37,3 11,6 53 17 26,1
Aversion 37,3 11,6 53 15 19,1

Cotiledones  Pre-Exposicion1 37,8 20,7 77 12 15,9
Exposicion 1 38,8 20,5 55 10 16,7
Post-Exposicion 1 32,5 124 74 16 18,3
Exposicién 2 37,3 18,7 58 13 13,9
Aversion 36,6 15,7 91 15 14,2

Las medidas se tomaron con termdmetro ambiental digital ubicado dentro del aviario.

Disefio experimental

Se realizaron tres experimentos para evaluar la evitaciéon de las torcazas (1) a
semillas de sorgo tratadas, (2) a semillas de soja tratadas y (3) a cotiledones de soja
tratados. Se consider6 la guia de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo
Economicos sobre las pruebas de evitacién de aves (OCDE, 2011) para disenar los
experimentos. Los esfuerzos para hacer este estudio realista y conservador consistieron
en usar cultivos que puedan tratarse con neonicotinoides, usar dosis habituales a campo

y garantizar el estrés por hambre.

Se utilizaron un total de 112 torcazas para todos los ensayos, utilizando
generalmente 8 individuos por tratamiento. Todos los experimentos realizados
consistieron en (1) una etapa de aclimatacion a la jaula individual, con alimentos de
mantenimiento (mezcla de semillas descrita anteriormente) ad libitum; (2) un periodo de

Pre-exposicién de 5 a 7 dias o mas (Fryday et al., 2001), necesario para identificar la
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cantidad de alimentos que deben proporcionarse en el periodo de tratamiento, para
aclimatar a las aves a la comida de prueba y para proporcionar una medida de consumo
previa al tratamiento; (3) un primer periodo de exposicion de 3 a 5 dias a las semillas o
cotiledones tratados con neonicotinoides (Exposicion 1) para estudiar la evitacion y la
anorexia en torcazas, (4) un periodo de descanso de 7 a 8 dias (Post-exposiciéon 1) en
el que solo se ofrecieron alimentos de mantenimiento ad libitum, para estudiar la
persistencia de la anorexia, (5) un segundo periodo de exposicion de 3 a 5 dias a los
tratamientos (Exposicion 2) para reforzar la evitacion y anorexia, y estudiar el desarrollo
de una aversién condicionada contra los alimentos tratados (Rogers, 1978; Sayre y
Clark, 2001); y (6) un periodo de exposicién de 3 a 5 dias a alimentos de prueba no
tratados (post-exposicion 2) para determinar si la evitacién se extendié al tipo de
alimento de prueba independientemente de la presencia de insecticidas (aversion
generalizada a los alimentos condicionados) (Fig. 3.2 y 3.3).

El consumo diario de semillas de prueba y alimentos de mantenimiento se midié
calculando la diferencia entre los alimentos ofrecidos y los sobrantes, incluido el factor
de humedad, con la siguiente ecuacion: alimentos consumidos=alimentos ofrecidos +
factor de humedad - alimentos sobrantes. El factor de humedad se midi6 pesando tazas
de comida colocadas en jaulas sin torcazas al principio y al final del tiempo de exposicion
diaria al tratamiento. EI consumo de cotiledon se midié contando los cotiledones
faltantes en las plantulas ofrecidas. Las muestras del alimento de prueba (15 g de sorgo,
9 g de soja y 36 a 80 cotiledones por muestra) de cada tratamiento se tomaron
diariamente durante los periodos de exposicién 1 y 2 para determinar los residuos

quimicos promedio por tratamiento.

El peso corporal (PC), la longitud del tarso y la longitud del ala de cada ave se
registraron al principio y al final de cada periodo. Ademés, el indice de masa escalado
(SMI) se calculé como una estimacion de la condicién corporal segun Peig y Green
(2009):

SMI=PGC; , [Lo/Li] ®sma

PCi y L fueron las medidas del peso corporal y la longitud del tarso (mas
correlacionadas con PC que con la longitud del ala, coeficiente de Spearman=0,431,
p<0,001) del individuo i. Lo (2,6764 cm) fue la longitud tarsal media de las torcazas de

todos los experimentos, y bswa (0,9196) fue la pendiente de la regresion del Eje Mayor
Reducido (RMA) utilizando software en linea (Bohonak y van der Linde, 2004).
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EXPERIMENTO EVITACION SORGO

8 individuos/tratamiento de 115g<PC< 127g
* Registro de temperatura y humedad
*Necropsias en caso de muertes

* Analisis de residuos quimicos en semillas y drganos de aves muertas

Tratamientos: 1) CON: Sorgo sin plaguicidas
2) COM: hibrido comercial de sorgo AD75STA con fungicida no especificado
3) IMI: hibrido comercial de sorgo AD75STA tratado con imidacloprid (750 ml/100 kg de IMIDA NOVA 60 FS®)
4) CLO: hibrido comercial de sorgo “DeKalb” (DK) de Syngenta® tratado con clotianidin en origen
5) THI: hibrido comercial de sorgo AD75STA tratado con tiametoxam (550 ml/100 kg de CRUISER 35FS®)

dias

Mas de 2 semanas

1]2]3lals]e]7

1 | 2| 3] 4] s

1]2]3]als]|e]7

1 | 2 | 3| 4] s

1l 2]3]a] s

Aclimatacion

Pre-Exposicion

Exposicién 1

Post-exposicion 1

Exposicion 2

Post-exposicion 2

* 40 palomas en jaulas
individuales

* PCy medidas
morfométricas

* Alimento de
mantenimiento ad
libitum

» Determinacion de cantidad
de alimento de prueba y de
mantenimiento a ofrecer a
las aves durante el préoximo
periodo

* Medicidon de consumos

* PCy medidas
morfométricas

* Exposicion a tratamientos 1 h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 2 h/dia

* Medicion de consumos

* 4 observaciones/dia de signos de
intoxicacion

* PCy medidas morfométricas

* Necropsies and sampling of dead birds

* Alimento de mantenimiento
ad libitum

* Medicion de consumos en los
primeros 4 dias del periodo

+ 1 observacion/dia de signos
de intoxicacion

» PC y medidas morfométricas

* Exposicion a tratamientos 1 h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 2 h/dia

* Medicion de consumos

* 4 observaciones/dia de signos de
intoxicacion

* PCy medidas morfométricas

* Necropsies and sampling of dead birds

* Exposicion a sorgo no tratado por 1
h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 2 h/dia

* Medicion de consumos

* 2 observaciones/dia de signos de
intoxicacion

* PCy medidas morfométricas

Fig. 3.2. Diagrama de experimento de evitacion de torcazas a semillas de sorgo tratadas con neonicotinoides.




Y| EXPERIMENTO EVITACION SEMILLAS DE SOJA

* 3 individuos/tratamiento de 95g< PC < 124¢g
* Registro de temperatura y humedad
* Analisis de residuos quimicos en semillas

’ Tratamiento: IMI, semillas de soja con imidacloprid (70 ml/100 kg de IMIDA NOVA 60 FS®)
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Post-exposicion 1

Exposicion 2

Post-exposicion 2

* 40 palomas en jaulas
individuales

* PCy medidas
morfométricas

* Alimento de
mantenimiento ad
libitum

* Determinacion de cantidad de
alimento de prueba y de
mantenimiento a ofrecer a las
aves durante el proximo
periodo

* Medicion de consumos

* PCy medidas morfométricas

* Exposicion a tratamientos 2 h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 1/2 h

* Medicion de consumos

* Observacion diaria de signos de
intoxicacién

* PCy medidas morfométricas

» Alimento de mantenimiento ad
libitum

» Medicion de consumos en los
primeros 3 dias de este periodo

» Observacion diaria de signos de
intoxicacién

» PCy medidas morfométricas

* Exposicion a tratamientos 2 h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 1/2 h

* Medicion de consumos

* Observacion diaria de signos de
intoxicacién

* PCy medidas morfométricas

* Exposicion a soja no tratada 2 h/dia

* Exposicion a alimento de
mantenimiento 1/2 h
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)] EXPERIMENTO EVITACION COTILEDONES DE SOJA
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Tratamientos: 1) CON: plantulas provenientes de semillas de soja sin neonicotinoide
2) IMI 1: plantulas provenientes de semillas de soja con imidacloprid (70 ml/100 kg de IMIDA NOVA 60 FS®)
3) IMI 2: plantulas provenientes de semillas de soja con imidacloprid (200 ml/100 kg of IMIDA NOVA 60 FS®)
4) THI: plantulas provenientes de semillas de soja con tiametoxam (200 ml/100 kg of CRUISER 35FS®)
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Fig. 3.3. Diagrama de experimento de evitacion de torcazas a semillas (A) y cotiledones (B) de soja tratados con neonicotinoides.
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El comportamiento durante los primeros 15 minutos de exposicion al tratamiento
(contado desde el momento en que la persona coloc6 la comida y se alejé) se grabo en
video en algunas aves al azar. Se registrd la frecuencia (nimero de ocurrencias/s
durante los primeros 15 minutos de exposicién) de picoteo en el comedero con alimentos
no tratados (promedio entre los periodos Pre-exposicion y Post-exposicién) o alimentos
tratados (promedio entre los periodos de Exposicién 1 y Exposicion 2). Ademas, todas
las aves fueron observadas al menos una vez al dia durante unos 20 segundos cada
una mediante muestreo de exploraciéon (Martin y Bateson, 1993), y se registraron las
alteraciones neuroconductuales y los signos de intoxicacion. Los signos de intoxicacion
registrados fueron letargo (ave en reposo o caminando lentamente, un poco
descoordinada), frenesi (ave exaltada, sobreexcitada), "sentada", "esponjada" y
"acurrucada" (ave quieta, con el abdomen en el suelo, cuello contraido, ojos abiertos /
medio abiertos, pico cerrado / abierto) y "tendida" (ave acostada en el suelo, inmovil,
inclinada hacia adelante, alas medio abiertas, piernas abiertas, ojos abiertos / medio
abiertos, s6lo movimientos espasmddicos). A las torcazas muertas durante los
tratamientos se le realizaron necropsias y se recogieron muestras de higado para el

analisis de residuos de neonicotinoides.

Experimento de evitaciéon de semillas de sorgo tratadas con neonicotinoides

El experimento se llevé a cabo durante octubre y noviembre, meses en los que se
suele sembrar sorgo en la regién. Cuarenta torcazas fueron aleatoriamente asignadas
y aclimatadas a jaulas individuales durante mas de dos semanas. Cada uno de los
siguientes 5 grupos de tratamientos contenia 8 aves: (1) semillas de sorgo control no
tratado de un almacén de forraje (tratamiento llamado CON), (2) semillas de sorgo
hibrido comercial AD75STA de "adSur, Agrosemillas del Sur SA" tratadas con fungicidas
no especificados en origen (llamado COM), (3) semillas de hibrido AD75STA tratado
con la dosis maxima insecticida de imidacloprid registrada para sorgo, es decir, 750
ml/100 kg semilla de IMIDA NOVA 60 FS® (concentracién nominal: 4,5 g i,a’kg semilla;
llamado IMI), (4) semillas de sorgo hibrido comercial "Dekalb" (DK) de Syngenta®
tratado con clotianidin en origen a una concentracién no especificada en la etiqueta de
la bolsa (llamado CLO), y (5) semillas de sorgo hibrido comercial AD75STA tratado con
la dosis maxima insecticida de tiametoxam registrada para sorgo, es decir, 550 ml/100
kg semilla de CRUISER 35 FS® (concentracién nominal: 1,9 g de i,a,/kg semilla; llamado
THI). Para la preparacién del tratamiento IMI (750 ml/100 kg de semillas), se prepar6
una soluciéon mezclando 30 ml de IMIDA NOVA 60FS® con 18 ml de agua. Para el
tratamiento THI (550 ml/100 kg de semillas), se preparé una solucion mezclando 22 ml



de CRUISER 35FS® con 26 ml de agua. Las semillas de sorgo (500 g) se trataron
agregando 6 ml de estas soluciones en diferentes recipientes mientras se agitaban
vigorosamente durante 5 minutos. Los hibridos de sorgo generalmente difieren en su
composicion (Bullard et al., 1980). El color puede variar dependiendo de su composicién
y del tratamiento de plaguicidas que reciben. Aqui, el color final de las semillas no fue

homogéneo en todos los tratamientos, pasando de marrén rojizo a rojos mas vivos.

El primer dia de cada periodo, las aves (una jaula / tratamiento) fueron grabadas
en video durante los primeros 15 minutos de exposicion a la comida. Durante los 3-7
dias del periodo de Pre-exposicion, a las torcazas se les ofrecieron 15 g de sorgo sin
tratar durante una hora y 20 g de alimento de mantenimiento durante dos horas y se
midi6é el consumo de ambos tipos de alimento. En 10 de las 40 torcazas, se midi6 el
consumo diario de alimento de mantenimiento. Finalmente, durante el periodo Pre-
exposicion, se determiné que 15 g de sorgo (8:30 a 9:30 h) y 20 g de alimento de
mantenimiento (12:00 a 14:00 h) eran adecuados para evaluar los tratamientos a ofrecer
durante los periodos Exposicion 1, Exposicion 2 y Post-exposicion 2, de 5 dias cada
uno. Durante la exposicién a los tratamientos (periodos Exposicion 1 y Exposicién 2),
las aves fueron observadas 4 veces al dia (7:45, 9:00, 11:55, 14:00 h) para registrar la
mortalidad o los signos de intoxicacion. En el periodo Post-exposicion 1, el consumo de
alimentos de mantenimiento ofrecido ad libitum se midié los primeros 4 dias, y las aves
fueron observadas una vez al dia (7:45) hasta el dia 5 de este periodo. En el periodo
Post-exposicion 2, las aves estuvieron expuestas sélo al sorgo no tratado (equivalente
a las semillas posteriores a la cosecha) en la misma cantidad y duracion de la exposicion
por dia que en los periodos Exposicion 1 y Exposiciéon 2, y las aves se observaron 2
veces al dia (Fig. 3.2).

Experimento de evitacion de semillas de soja tratadas con neonicotinoides

Durante noviembre y diciembre (meses en los que la soja se siembra cominmente
en la region), cuarenta torcazas fueron aleatoriamente asignadas y aclimatadas a jaulas
individuales durante cinco dias. En los primeros tres dias del periodo de Pre-exposicién,
a las aves se les ofreci6 soja (aproximadamente 9 g, variedad Nidera Seeds® 5909)
durante 1 h/diay luego 20 g de alimento de mantenimiento durante 2 h / dia. Pero dado
el bajo consumo de los alimentos de prueba, las condiciones se restringieron
progresivamente. En los dias 5 y 6 de este periodo, se ofrecieron semillas de soja
durante 2 h / dia y luego alimentos de mantenimiento durante 1 h / dia. Finalmente,
durante los dos ultimos dias del periodo de Pre-exposicién (dias 7 y 8), se ofrecieron las
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semillas de soja por 2 h/dia (de 8:30 a,m, a 10:30 a,m,) y el alimento de mantenimiento
por solo 0,5 h/dia (de 11:00 a,m, a 11:30), siendo estas las condiciones finales de
exposicion al alimento tratado ofrecido en el siguiente periodo. De esta manera, 12 de
las 40 torcazas (30%) consumieron soja durante el periodo Pre-exposicion (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Consumo de semillas de soja sin tratar por torcazas (12 de las 40) durante el
periodo Pre-exposicion,

Individuo nro. Dia de mediciéndurante el N° semillas consumidas/individuo
periodo Pre-exposicion

1 6 0,9
1,0
1,7
1,1
3,4
8,1
14,4
17,7
18,4
5,1
8,3
9,4
7,5
47
1,1
1,1
2,8
2,5
1,6
1,0
9,7
8,9
15,1
13,4
22,3
1,3
10 1,9
11 1,0
12 8 1,2

El consumo fue medido desde el cuarto dia del periodo Pre-exposure. El n° de semillas consumido fue
calculado a partir del peso diario promedio de las semillas usadas para medir el factor humedad

~

9
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Dado que las aves deben consumir varias semillas para alcanzar niveles

peligrosos de neonicotinoides en la soja (Addy-Orduna et al., 2019), solo se
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seleccionaron las aves que consumieron mas de tres granos de soja al dia (3 individuos)
para garantizar una respuesta de evitacién medible. Debido a este pequeno numero de
aves, solo se llevé a cabo un tratamiento (llamado IMI). El tratamiento (IMI) consistié en
semillas tratadas con la dosis insecticida de imidacloprid (70 ml de semillas
formuladas/100 kg, es decir, 0,4 g i.a./kg de semilla, obtenidas diluyendo 2,8 ml de
IMIDA NOVA 60FS® en 17,2 ml de agua, e incorporandolas en 200 g de semillas).

Las tres aves fueron expuestas al tratamiento en los periodos de Exposicion 1y
Exposicion 2 (soja tratada durante dos horas y alimentos de mantenimiento durante
media hora), durante tres dias en lugar de cinco cada uno, dadas las condiciones mas
restrictivas que en el experimento de sorgo. El periodo posterior a la exposicion 1
(alimentos de mantenimiento de 24 horas) duré 8 dias y el periodo posterior a la
exposicion 2 (soja no tratada durante dos horas y alimentos de mantenimiento durante
media hora) durd tres dias. El consumo se midié todos los dias durante los periodos de
Exposicién 1, Exposicion 2 y Post-exposicion 2, y los primeros tres dias del periodo
Post-exposicion 1 (Fig. 3.3). Las aves fueron observadas 4 veces durante el primer dia
de exposicion al tratamiento, y luego una vez al dia para detectar posibles signos de
intoxicacion, y su comportamiento fue grabado por video el primer dia de todos los
periodos durante los primeros 15 minutos después de que se les ofrecid el alimento de
prueba.

Experimento con cotiledones de soja tratados con neonicotinoides

El experimento se llevdo a cabo durante los meses de enero y febrero, para
asegurar las condiciones ambientales necesarias para la germinacién y emergencia de
las plantulas de soja en bandejas de plastico. Treinta y dos torcazas fueron asignadas
aleatoriamente y aclimatadas a jaulas individuales durante una semana. Ocho aves
fueron expuestas a uno de los siguientes cuatro tratamientos: (1) plantulas de semillas
de soja no tratadas, llamadas CON; (2) plantulas de semillas de soja tratadas con 70
ml/100 kg de IMIDA NOVA 60 FS®, es decir, 0,4 g imidacloprid/kg semilla que se utiliza
como insecticida (IMI-i); (3) plantulas de semillas de soja tratadas con 200 ml/100 kg de
IMIDA NOVA 60 FS®, es decir, 1,2 g imidacloprid/kg semilla que se utiliza como
repelente de aves (IMI-r); y (4) plantulas de semillas de soja tratadas con 200 ml/100 kg
de CRUISER 35 FS®, es decir, 0,7 g de tiametoxam/kg semilla (THI). Los tratamientos
de semillas consistieron en incorporar 3 ml de la soluciéon neonicotinoide a 600 g de
semillas CON y agitar vigorosamente durante 5 minutos. La solucidn para el tratamiento
IMI-i se preparé diluyendo 1,96 ml de la formulacién de imidacloprid en 12,04 ml de
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agua, mientras que las soluciones de los tratamientos IMI-r y THI se prepararon
diluyendo 5,6 ml de neonicotinoide (formulaciéon de imidacloprid o tiametoxam) en 8,4
ml de agua. Las semillas utilizadas fueron la variedad 5909 de Nidera Seeds®.

Al comienzo del periodo Pre-exposicién, se ofrecieron bandejas con plantulas (2
bandejas / ave con 20 semillas sembradas cada una) durante 2 h / dia y luego 20 g de
alimento de mantenimiento durante 0,5 h / dia. La alimentacién se restringié cada vez
mas a lo largo de los 10 dias del periodo para maximizar el consumo de cotiledones. El
aumento de las restricciones consistio en ofrecer las plantulas durante 3 h/diay 0,5 h
diarias de 20 g de alimentos de mantenimiento, luego 4 h / dia de plantulas y 6 g (dias
5 a 8 del periodo) o 5 g (dia 9 del periodo) de alimento de mantenimiento durante 0,5 h
/ dia. Finalmente, se decididé exponer a las aves a las plantulas durante 24 h y agregar
8 g de alimento de mantenimiento después de la 1:00 p.m. durante los periodos de
Exposicion 1, Exposicidn 2 y Post-exposicion 2 (Fig. 3.3 B). Las aves fueron asignadas
a cada tratamiento en base al consumo promedio de cotiledones (nivel de consumo) de
los dltimos 3 dias del periodo Pre-exposicion, de modo que los individuos que
presentaron consumo alto (mas de 6 cotiledones), medio (entre 3 y 6), bajo (menos de
3) o nulo de cotiledones se representaron de la manera mas equitativa posible en cada
tratamiento. El consumo se midi6 todos los dias de los periodos Exposicion 1,
Exposicion 2 y Post-exposicion 2, y hasta el dia 4 en el periodo Post-exposicién 1. Las
torcazas se observaron 4 veces durante el primer dia de exposicion al tratamiento, y
luego una vez al dia en todos los periodos. Las torcazas de las jaulas 25 a 32 (una CON,
dos IMI-i, dos IMI-r, tres THI) fueron filmadas durante los periodos de Preexposicidon y
Exposicién 1. Para los periodos de Exposicion 2 y Post-exposicién 2, una torcaza para
los tratamientos IMI-i, IMI-r y THI, y dos torcazas CON también fueron filmadas para
conocer el comportamiento de los primeros 15 minutos después de ofrecer las bandejas
con cotiledones.

Hematocrito y estrés oxidativo en torcazas expuestas a cotiledones de semillas tratadas

La sangre se tomé del corazdén de cada torcaza recientemente sacrificada y el
hematocrito (volumen celular * 100 / volumen total) se determin6 mediante el uso de 2
o 3 tubos capilares por ave, después de la centrifugacién durante 5 minutos a 1400 rcf.
El peso hepatico fue registrado y dividido por el PC para obtener el indice hepato-
somatico. Las muestras de higado y cerebro (n=8 por tratamiento) se congelaron
inmediatamente en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el analisis de

marcadores de estrés oxidativo.
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Los tejidos fueron homogeneizados (1:10 p/v) en buffer fosfato 0.01 M (pH 7.4), el
cual contenia 0,02 M EDTA y 1,15% KCI (Reglero et al., 2009). Los homogeneizados se
centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min (4 °C) y se utilizaron sobrenadantes para
evaluar las actividades enzimaticas antioxidantes y la peroxidacion lipidica. Los métodos
para determinar glutation S-transferasa (GST) (Habig et al., 1974)., 1974) y catalasa
(CAT) (Beutler, 1982) se adaptaron a un lector de microplacas (Biotek Synergy HTK).
Cada ensayo enzimatico se realiz6 por triplicado y la actividad se expresé como mU mg
prot—-1 (GST) o U mg prot-1 (CAT). La peroxidacion lipidica se midié en el mismo
sobrenadante a través de la reaccién de malondialdehido (MDA) con &cido 2-tio-
barbitarico (TBA) (Yagi, 1976). Los niveles de sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico
(TBARS) se expresaron como nanomoles de MDA formados por hora por miligramo de
proteinas (nmol TBARS mg prot™"). El contenido de proteina se determiné utilizando
albumina bovina sérica (Sigma) como estandar (Bradford, 1976).

Analisis de neonicotinoides en semillas, cotiledones e higados de aves muertas

La determinacién de la concentracién de neonicotinoides se realizé en semillas y
cotiledones no tratados y tratados (0,5 g) siguiendo a Lopez-Antia et al. (2013), y en
higado (1 g) siguiendo a Lopez-Antia et al. (2015). En ambos casos, se realizé un
andlisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) con un
cromatégrafo Agilent serie 1100® y Agilent 6110® cuadrupolo LC-MS con fuente
multimodo. Las recuperaciones en semillas (es decir, grano de sorgo) con un pico de 1
Mg/g (n=2) fueron (media =+ RSD) 71,8 + 4,8% para imidacloprid, 94,1 + 2,6% para
clotianidin y 49,0 + 0,9% para tiametoxam. Las recuperaciones en muestras de higado
con un pico de 2 ng/g (n=4) fueron (media + RSD) 82,8 + 4,6% para imidacloprid, 73,1
+ 14,5% para clotianidin y 54,4 + 9,5% para tiametoxam.

Analisis de datos

La media y el error estandar (ug/g) de la concentracién de neonicotinoides en
sorgo, soja y cotiledones se calcularon a partir de los resultados del analisis de residuos
de muestras tomadas durante los periodos Exposicion 1 y Exposicion 2. Los supuestos
de normalidad y homocedasticidad se evaluaron en los datos de consumo mediante
graficos Q-Q y mediante pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene. Se utilizaron
modelos mixtos lineales generalizados (IBM SPSS v, 25) para analizar la cantidad
consumida, tanto de alimentos de prueba como de consumo total (es decir, alimentos

de mantenimiento + alimentos de prueba). Los gramos consumidos (alimentos de
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prueba o consumo total) se asignaron como la variable de respuesta, los tratamientos
(en experimentos de sorgo y cotiledones) o los periodos (en el experimento de soja)
como el factor inter-sujeto, la jaula como factor sujeto y el dia de prueba como un factor

intra-sujeto.

En los experimentos de sorgo y cotiledones, los consumos durante el periodo Pre-
exposicién se analizaron utilizando modelos mixtos lineales generalizados, con el
tratamiento como factor inter-sujeto, y el dia del experimento como factor intra-sujeto y
la jaula como factor aleatorio. La repelencia primaria y la aversion condicionada se
evaluaron comparando el consumo entre los grupos control y los grupos tratados
durante los periodos Exposicion 1 y Exposicion 2. La anorexia se evalué comparando el
consumo total entre los grupos control y los grupos tratados durante los periodos
Exposicion 1 y Exposicidén 2. La persistencia de esta anorexia también se probo en el
periodo Post-exposicidén 1 comparando el consumo de alimentos de mantenimiento
entre los grupos control y tratados. Finalmente, la aversion condicionada generalizada
se evalué comparando el consumo de alimentos de prueba no tratado entre el grupo
control y los grupos tratados durante el periodo posterior a la Exposicion 2. En el
experimento de cotiledones, el nivel de consumo obtenido durante el periodo Pre-

exposicion se consider6 como una covariable.

En el experimento de semillas de soja, dado que se realiz6 sin un grupo de control
separado, la evitacién se evalu6 comparando el consumo de soja en los periodos
Exposicion 1 y Exposicién 2 con respecto al periodo Pre-exposicion. La anorexia se
evalud a través de la diferencia de consumo total entre los periodos con (Exposicién 1
y 2) y sin (Pre-exposicion 1) exposicion a neonicotinoides. La aversién condicionada
generalizada se evalu6 comparando los consumos de semillas durante los periodos
Post-exposicion 2 y Pre-exposicion 1, y a través de la diferencia entre los periodos
Exposicion 2 y Post-exposicion 2.

Los signos de intoxicacion se analizaron en cada periodo de exposicién
(Exposicién 1y 2 por separado) con modelos lineales generalizados con una variable
de respuesta binomial (presencia/ausencia de signo de intoxicacién en el momento del
registro), con el tratamiento y el dia como factores fijos. Las frecuencias de picoteo sobre
los alimentos no tratados y tratados de las aves filmadas se presentan como media +
DE. Los valores de PC e SMI en el momento de la muerte de las torcazas muertas se
compararon con los de los sobrevivientes en el periodo de exposicidbn mediante una
prueba ty una prueba de Mann Whitney, respectivamente, para descartar la muerte por
inanicion. La variacién en PC de cada individuo se obtuvo calculando el PC final menos
el PC inicial en cada periodo del experimento. Se analizaron las variaciones de PC
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comparando las de los grupos control con las de los grupos tratados. En los casos de
experimentos de sorgo y cotiledén, esto se realizé6 con modelos lineales generales
cuando la distribucion de datos era normal y homocedastica, y con modelos lineales
generalizados cuando este no era el caso. En el experimento de soja, se comparoé la
variacion de PC entre periodos para las mismas torcazas. Las actividades hepaticas y
cerebrales de la enzima glutation S-transferasa (GST) en las torcazas del experimento
de cotiledén se compararon entre los grupos con las pruebas ANOVA unidireccionales.
La actividad de la catalasa hepatica (CAT) y la peroxidacion lipidica hepatica y cerebral
(LPO) se compararon entre los grupos con las pruebas de Kruskall-Wallis porque no
lograron los supuestos normales y / o de homocedasticidad. El SMI de los tratamientos
al principio y al final de cada experimento se compar6 mediante una prueba de Wilcoxon
pareada.

Resultados

Contenido de neonicotinoides en semillas y cotiledones ofrecidos

Aunque no intencionalmente, se encontré6 que algunos tratamientos contenian
mas de un neonicotinoide (Tabla 3.3). En el experimento del sorgo, el hibrido de sorgo
AD-75STA (tratamiento COM), considerado a priori sin neonicotinoides (la etiqueta en
la bolsa de las semillas no especificaba los componentes quimicos y se vendia como
sin neonicotinoides) y utilizado para realizar los tratamientos de semillas con las
formulaciones de imidacloprid y tiametoxam, resulté contener bajos niveles de
imidacloprid (<5 ug/g). Esta concentracién fue tres 6rdenes de magnitud menor que en
el tratamiento IMI en sorgo. Por lo tanto, se utilizaron los grupos CON y COM como
controles para ser comparados con el resto de los tratamientos en los que se agregaron
los neonicotinoides al sorgo COM. Ademas, se detecté clotianidin en los cotiledones de

soja a partir de semillas tratadas con CRUISER® (tiametoxam, 35% p/v).
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Tabla 3.3. Concentracidén de neonicotinoides en el alimento de prueba de cada tratamiento y medidas de evitacion en las torcazas.

Experimento

Grupo Neonicoti-

Concentracion’ (ug/g semilla)

Aversion condicionada

Anorexia (%)?

Aversion genera-

(alimento de ?rziccijc? encon- N N (%)? N N N N lizada (%f )
prueba) Exposicién 1 Exposicion 2  Exposicion 1 Exposicién 2 Exposicion 1 Exposicién 2 Post-exposicion 2
Semillas sorgo COM Imidacloprid 1,7 +0,8 41+0,2 18,5 18,9 4.1 9,8 0,0

Semillas sorgo  IMI Imidacloprid  2222,0 £ 137,0 2411,0 £ 69,0 98,7* 100,0* 29,2* 21,2* 0,0

Semillas sorgo  CLO  Clotianidin 247,0£16,0 230,0+5,0 99,4~ 100,0* 14,9* 7,7 1,4

Semillas sorgo  THI Tiametoxam 189,0 £10,0 142,0 £ 10,0 97,5* 99,9* 14,0* 5,7 0,0

Semillas sorgo  THI Imidacloprid® 4,4 +0,3 43+04

Semillas soja IMI Imidacloprid  479,0 699,0 £ 134,0 95,4* 97,7* 13,5 34,3" 18,9
Cotiledones soja* IMI-i  Imidacloprid 35,9 +4,9 33,2+5,9 37,2 60,6 6,3 4,6 57,5
Cotiledones soja* IMI-r  Imidacloprid 157,0 + 17,0 148,0 £ 43,0 57,1 58,0 7,5 10,3 62,0
Cotiledones soja* THI Tiametoxam 11,4 £ 1,1 76+1,6 34,1 38,3 8 7,1 50,6
Cotiledones soja® THI Clotianidin® 1,7+0,4 1,12+0,14

IMedia (+ SE) de concentracidn diaria de cada periodo. 2Porcentajes calculados como 100 — [(C1i,j /C0 i,j)*100], siendo C1 el consumo promedio del grupo tratado, CO el consumo promedio del
grupo control, i el tipo de comida, y j el periodo. 3Las semillas COM (sorgo control comercial) fueron usadas para preparar las semillas THI, por tanto las trazas de imidacloprid estuvieron
presentes. “La soja tratada para obtener las plantulas ofrecidas en la Exposicién 1 contuvo 422,91 y 953,67 ug/g de imidacloprid (IMI-i y IMI-r, respectivamente) y 71,13 ug/g de tiametoxam
(THI). En la soja tratada para obtener las plantulas ofrecidas en la Exposicion 2, los valores de neonicotinoides fueron 408,22 y 1246,46 ug/g de imidacloprid (IMI-i y IMI-r, respectivamente) y
80,61 pg/g de tiametoxam (THI). STiametoxam fue parcialmente metabolizado a clotianidin en los cotiledones. Todos los consumos de cotiledones tratados fueron menores que los de los
controles pero no significativamente. Los asteriscos indican diferencia significativa con el control. Las concentraciones de neonicotinoides en semillas y cotiledones CON fueron "ND" (no

detectado).



Evitacién de las torcazas al sorgo tratado

El consumo de sorgo entre todos los tratamientos durante el periodo de Pre-
exposicion no difirid (p=0,335), lo que indica que fueron comparables. Aunque el
tratamiento COM (control comercial) contenia bajos niveles de imidacloprid, la diferencia
en el consumo total de sorgo y alimentos entre CON y COM no fue significativa en
ningun periodo del experimento (p>0,05 en todos los casos, Fig. 3.4 y Tabla 3.3), lo que
indica que las torcazas COM se comportaron como un grupo control.

El consumo de sorgo entre los controles (tanto CON como COM) y los tratamientos
neonicotinoides (IMI, CLO y THI) fueron significativamente diferentes durante los
periodos de Exposicion 1 y Exposicidén 2 (p<0,001 en ambos casos, Fig. 3.4 y Tabla
3.2), lo que indica un fuerte efecto de rechazo de neonicotinoides. Teniendo en cuenta
la masa media del grano de sorgo utilizado (Tabla 3.3 y 3.4), las torcazas consumieron
menos de 4 semillas de sorgo/dia durante los periodos de exposicidn, y este consumo
se limitdé al primer dia de exposicion. Hubo una reduccién en el consumo total de
alimentos durante el periodo Exposicion 1 (p<0,05 entre los grupos control y los grupos
tratados, Fig. 3.4), evidenciando un efecto anoréxico de los neonicotinoides. En el
periodo Exposicién 2, el efecto anoréxico se mantuvo significativamente sélo en el grupo
IMI con respecto a ambos grupos control (p<0,001, Fig. 3.4). La reduccién del consumo
total de alimentos se observé en los primeros dias de los periodos de Exposicién 1y 2.
En los dias siguientes, la evitacion de los alimentos tratados se compensd con un mayor
consumo de alimento de mantenimiento. Esto confirma el efecto anoréxico de los
neonicotinoides durante el consumo de alimentos tratados (s6lo relevante en los
primeros dias de los periodos de exposicion). No hubo diferencias significativas (p>0,05)
en el consumo de sorgo CON y COM frente al resto de tratamientos durante el periodo
Post-exposicion 2 (Fig. 3.4), lo que indica que las torcazas no desarrollaron una aversion
condicionada generalizada, es decir, contra el alimento de prueba sin el plaguicida.

Todas las torcazas del grupo IMI mostraron alteraciones neuroconductuales
(letargo o frenesi, caminar descoordinado, "sentarse" y "esponjarse” o "tenderse" en el
suelo, inmdvil inclinada hacia adelante, alas medio abiertas, piernas extendidas y ningin
impulso de huir). Tres de las ocho aves IMI murieron durante el periodo Exposicion 1,
dos antes de las 24 h posteriores a la dosis (jaulas 20 y 2) y una antes de las 48 h
después de la dosis (jaula 21). El sorgo se observo en el buche de las torcazas de las
jaulas 20 (8 granos) y 2 (27 granos), ambas con poca cantidad de grasa corporal. La
torcaza en la jaula 21 era muy flaca, practicamente sin grasa corporal. Sin embargo, el
PC (p=0,452, Fig. 3.5) ni el IME de los muertos difirieron significativamente de los
sobrevivientes (IME sobrevivientes (media + SE)=105,10 + 1,18; SMI muertas=99,35 +



4,01, p=0,617). La concentracién promedio de imidacloprid encontrada en el higado de
las tres torcazas IMI muertas fue de 5,66 (tDE=0,65) pg/g. En el grupo CLO, cinco de
las ocho torcazas mostraron alteraciones neuroconductuales (letargo o frenesi,
"sentada" y "acurrucada") el primer dia y una muri6 en el segundo dia del periodo
Exposicién 1. Los granos de sorgo no se encontraron en el buche del ave muerta, pero
esta ave mostro diarrea y signos de intoxicacion ("sentada" y "esponjada"). Sin embargo,
no se detectaron residuos de clotianidin en el higado de esa ave muerta. En el grupo
THI, cinco de las ocho torcazas mostraron alteraciones neuroconductuales (letargo o
frenesi, caminar descoordinado, "sentada" y "esponjada"), y ningun ave muri6. Los
signos de intoxicacién difirieron significativamente entre las aves IMI y las aves CON
(control no tratado), COM (control comercial) y CLO tanto en la Exposicion 1 (p<0,001
en los tres casos) como en la Exposicion 2 (p=0,003 en los tres casos, Fig. 3.6). El grupo
IMI alcanz6 la mayor frecuencia y duracion de los signos de intoxicacién durante los dias
del periodo (Fig. 3.6), asi como la mayor intensidad en los signos de intoxicacion, ya
que fue el Unico grupo donde se observaron torcazas "tendidas". Considerando las
concentraciones de neonicotinoides encontradas (Tabla 3.3), el PC promedio de las
aves de cada tratamiento, y el consumo de sorgo tratado durante la Exposicion 1 (Tabla
3.4), la cantidad estimada de neonicotinoides ingeridos a través del sorgo tratado fue de
1,6, 0,09 y 0,20 mg i.a./kg de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam, respectivamente.
Los signos de intoxicacién fueron menos evidentes en el periodo Exposicion 2 (Fig. 3.6)
debido a la alta evitacion de las semillas tratadas por las torcazas como se confirma en
los videos grabados durante los primeros 15 minutos del primer dia de cada periodo
(Tabla 3.6). Las torcazas IMI, CLO y THI picotearon el comedero con sorgo no tratado
un promedio de 0,264 veces / s (+SD=0,165) y el comedero con sorgo tratado 0,066
veces / s (+SD=0,040) durante los primeros 15 minutos de exposicidén. Cabe aclarar que
el nimero de picoteos no implica necesariamente la ingesta de semillas en todos los

casos. A veces las aves picoteaban para explorar la comida o para moverla.

Las torcazas IMI (59% mas PC perdido) y THI (49% mas PC perdido) en el periodo
Exposicion 1y las torcazas IMl y CLO en el periodo Exposicién 2 mostraron una pérdida
significativa de PC en comparacién con las torcazas CON (Fig. 3.7 A), posiblemente
como consecuencia del efecto anoréxico de los productos quimicos. Hubo una

diferencia significativa entre el IME inicial y el final del experimento (Tabla 3.7).
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Fig. 3.4. Consumos de sorgo (subindice "sg") y alimentos totales (subindice "t"=sorgo +
alimentos de mantenimiento) por parte de las torcazas (media + SE) a lo largo del
experimento de evitacion al sorgo tratado. CON: aves expuestas a sorgo sin tratar,
COM: aves expuestas a sorgo comercial. IMI: aves expuestas a sorgo tratado con
imidacloprid, CLO: aves expuestas a sorgo tratado conclotianidin, THI: aves expuestas
a sorgo tratado con tiametoxam.
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Tabla 3.4. Consumo medio en gramos (media + SE) de alimentos de prueba y consumo
total (gramos de alimentos de prueba + gramos de alimento de mantenimiento) de tor-
cazas durante los periodos de exposicion a neonicotinoides.

Tratamiento Consumo comida de prueba (g) Consumo total (g)

Exposicién 1 Exposicion 2 Exposicion 1 Exposicién 2
Semillas sorgo
CON 456 +0,63 2,73x+0,42 11,79+0,44 8,06 £0,39
COM 3,72+0,59 2,22+0,46 11,59+0,37 7,75+£0,25
IMI 0,08 £0,05 0,00 +0,00 7,78 £ 0,91 5,28 0,57
CLO 0,04 £0,03 0,00 £0,00 9,82 £ 0,58 6,9 + 0,36
THI 0,12+0,02 0,00 £0,00 10,05+0,58 7,62 +0,57
Semillas soja
IMI 0,10£0,02 0,06 £0,02 7,82 £ 0,30 5,81 £ 0,40
Cotiledones
CON 1,14 £ 0,31 0,92 £ 0,47 9,05 0,22 8,61 £ 0,55
IMI-i 0,79+0,24 0,40 £0,07 8,55+ 0,29 8,01 £ 0,15
IMI-r 0,53+0,13 0,44 +0,11 8,40+ 0,10 7,96 £ 0,32
THI 0,83+0,14 0,65%0,10 8,40 £ 0,20 7,64 £0,24

CON: aves expuestas a sorgo o cotiledones sin tratar, COM: aves expuestas a sorgo comercial, IMI: aves
expuestas a semillas de sorgo o de soja tratadas con imidacloprid, IMI-i: aves expuestas a cotiledones
tratados con dosis insecticida de imidacloprid, IMI-r: aves expuestas a dosis repelente para aves de
imidacloprid, CLO: aves expuestas a sorgo tratado con clotianidin, THI: aves expuestas a sorgo o
cotiledones tratados con tiametoxam.

Tabla 3.5. Masa media en gramos de semillas y cotiledones.

Alimento de prueba Masa en gramos (Media = SD)

Cotiledones de soja 0,206 £ 0,043
Sorgo "Ad Sur" 0,035 + 0,001
Sorgo "DK"? 0,027 + 0,001

'Sorgo hibrido comercial AD75STA de "adSur, Agrosemillas del Sur SA",
utilizado en los tratamientos COM, IMI y THI del experimento de exposicién a
sorgo tratado.

2Sorgo hibrido comercial "Dekalb" de Syngenta®, utilizado en el tratamiento
CLO de la prueba de sorgo.
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Fig. 3.5. Peso corporal de torcazas sobrevivientes y muertas del experimento de evita-
cién a sorgo tratado con neonicotinoides. Las muertes solo ocurrieron durante el periodo
Exposicién 1, en aves tratadas con imidacloprid (3 muertas) y clotianidin (1 muerta). En
las muertas, los PC fueron medidos en el momento de la muerte. En las sobrevivientes,
el PC fue medido al final del periodo Exposicion 1.
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Fig. 3.6. Frecuencia de los signos de intoxicacion observados en torcazas a lo largo de
los dias en cada tratamiento durante los periodos de Exposicion 1 (A) y Exposicién 2
(B) del experimento de sorgo. Los signos de intoxicacion se midieron como presentes o
ausentes en cada momento de observacién, consistiendo desde letargo hasta inmévil.
Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos, IMI: barras rojas, CLO:
barras verdes, THI: barras azules.
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Tabla 3.6. Registros de grabaciones en video del comportamiento de algunas torcazas durante los primeros 15 minutos de exposicién a los alimentos
en los diferentes tratamientos y periodos.

Jaula Experi- Trata- Periodo Alimento Diadel 1°pico- npicoteo npicoteo ntra- nacica- nsacu- En per-
mento miento periodo teo (s) comida arenilla  gos lamiento didas cha

29 Sorgo IMI Pre-exposicion 1 Alimento de 7 93 416 0 2 7 1 0
prueba no tratado

29 Sorgo IMI Exposicion 1 Alimento de 1 58 178 17 1 7 1 0
prueba tratado

29 Sorgo IMI Post-exposicion 1 Alimento de man- 1 43 232* 0 1 3 0 0
tenimiento

29 Sorgo IMI Exposicién 2 Alimento de 1 NO*™ 0 0 1 3 2 1
prueba tratado

29 Sorgo IMI Post-exposicion 2  Alimento de 1 98 401 0 1 6 2 0
prueba no tratado

30 Sorgo THI Pre-exposicion 1 Alimento de 7 26 100 0 1 3 1 0
prueba no tratado

30 Sorgo THI Exposicién 1 Alimento de 1 10 138 0 0 4 2 0
prueba tratado

30 Sorgo THI Post-exposicién 1 Alimento de man- 1 3 391" 0 3 0 1 0
tenimiento

30 Sorgo THI Exposicién 2 Alimento de 1 NO*™ 0 0 1 5 1 0
prueba tratado

30 Sorgo THI Post-exposicién 2 Alimento de 1 2 168 0 2 0 0 0
prueba no tratado

31 Sorgo CLO  Pre-exposicion 1 Alimento de 7 434 129 0 2 1 3 0
prueba no tratado

31 Sorgo CLO  Exposicion 1 Alimento de 1 49 39 0 3 7 7 0

prueba tratado

96



Jaula Experi- Trata- Periodo Alimento Diadel 1°pico- npicoteo npicoteo ntra- nacica- nsacu- En per-
mento miento periodo teo(s) comida arenilla  gos lamiento didas cha

31 Sorgo CLO  Post-exposiciéon 1 Alimento de man- 1 16 389 0 3 3 3 0
tenimiento

31 Sorgo CLO  Exposicion 2 Alimento de 1 NO*™* 0 15 1 8 4 0
prueba tratado

31 Sorgo CLO  Post-exposicién 2  Alimento de 1 509 214 22 1 4 2 4
prueba no tratado

32 Sorgo COM  Pre-exposicion 1 Alimento de 7 36 173 13 0 3 0 2
prueba no tratado

32 Sorgo COM  Exposicion 1 Alimento de 1 48 141 35 1 5 0 2
prueba tratado

32 Sorgo COM  Post-exposiciéon 1 Alimento de man- 1 22 166 0 1 4 1 1
tenimiento

32 Sorgo COM  Exposicion 2 Alimento de 1 25 87 4 1 6 1 3
prueba tratado

32 Sorgo COM  Post-exposicién 2  Alimento de 1 33 78 21 1 4 2 2
prueba no tratado

10 Soja IMI Exposicion 1 Alimento de 1 129 1 0 0 0 0 0
prueba tratado

10 Soja IMI Post-exposicién 1 Alimento de man- 1 3 590 0 1 0 0 0
tenimiento

10 Soja IMI Post-exposicion 2  Alimento de 1 17 52 4 3 0 0 0
prueba no tratado

11 Soja IMI Exposicion 1 Alimento de 1 246 6 0 0 3 1 0
prueba tratado

11 Soja IMI Post-exposicion 1 Alimento de man- 1 3 640 0 1 0 1 0

tenimiento
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Jaula Experi- Trata- Periodo Alimento Diadel 1°pico- npicoteo npicoteo ntra- nacica- nsacu- En per-
mento miento periodo teo(s) comida arenilla  gos lamiento didas cha

11 Soja IMI Post-exposicion 2 Alimento de 1 69 20 0 2 1 0 0
prueba no tratado

21 Soja IMI Exposicion 1 Alimento de 1 41 184 45 2 1 1 1
prueba tratado

21 Soja IMI Post-exposicion 1 Alimento de man- 1 16 340 0 3 5 0 0
tenimiento

21 Soja IMI Exposicion 2 Alimento de 1 600 3 0 0 4 0 0
prueba tratado

21 Soja IMI Post-exposicion 2  Alimento de 1 10 79 0 3 4 0 0
prueba no tratado

31 Cotiledbn CON  Pre-exposiciéon 1 Alimento de 10 0 292 0 2 1 0 0
prueba no tratado

31 Cotiledon CON  Exposicién 1 Alimento de 1 36 346 0 1 2 0 0
prueba tratado

39 Cotiledon CON  Exposicién 2 Alimento de 1 NO*™ 0 0 0 6 0 0
prueba tratado

39 Cotiledbn CON  Post-exposicion 2 Alimento de 1 200 2 0 2 7 0 0
prueba no tratado

40 Cotiledon CON  Exposicién 2 Alimento de 1 120 8 0 1 0 0 0
prueba tratado

40 Cotiledbn CON  Post-exposicion 2 Alimento de 1 NO*™ 0 0 1 0 0 1
prueba no tratado

30 Cotiledon IMI 1 Pre-exposicién 1 Alimento de 10 2 71 0 2 2 2 0
prueba no tratado

30 Cotiledén IMI 1 Exposicién 1 Alimento de 1 0 436 0 5 2 0 0

prueba tratado
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Jaula Experi- Trata- Periodo Alimento Diadel 1°pico- npicoteo npicoteo ntra- nacica- nsacu- En per-
mento miento periodo teo(s) comida arenilla  gos lamiento didas cha

32 Cotiledén IMI1  Pre-exposiciéon 1 Alimento de 10 12 38 0 0 1 0 0
prueba no tratado

32 Cotiledén IMI1  Exposicién 1 Alimento de 1 NO*™* 0 0 0 5 1 0
prueba tratado

37 Cotiledon IMI 1 Exposicion 2 Alimento de 1 NO*™* 0 0 2 1 0 0
prueba tratado

37 Cotiledon IMI1  Post-exposicion 2 Alimento de 1 26 65 0 1 4 0 0
prueba no tratado

24 Cotiledon IMI2  Post-exposuret Alimento de man- 1 1 306 0 0 3 2 1
tenimiento

24 Cotiledon IMI 2  Exposicion 2 Alimento de 1 57 5 0 0 0 0 0
prueba tratado

24 Cotiledon IMI 2  Post-exposicion 2  Alimento de 1 152 289 0 1 2 0 0
prueba no tratado

27 Cotiledon IMI 2  Pre-exposicién 1 Alimento de 10 NO*™ 0 0 0 0 0 0
prueba no tratado

27 Cotiledon IMI2  Exposicion 1 Alimento de 1 15 1 0 0 1 0 0
prueba tratado

28 Cotiledon IMI 2  Pre-exposicién 1 Alimento de 10 87 52 0 0 4 1 0
prueba no tratado

28 Cotiledén IMI2  Exposicién 1 Alimento de 1 140 26 0 0 6 0 0
prueba tratado

25 Cotiledon THI Pre-exposicién 1 Alimento de 10 NO*™ 0 0 1 0 0 1
prueba no tratado

25 Cotiledén THI Exposicion 1 Alimento de 1 NO*™* 0 0 0 0 0 0

prueba tratado
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Jaula Experi- Trata- Periodo Alimento Diadel 1°pico- npicoteo npicoteo ntra- nacica- nsacu- En per-
mento miento periodo teo(s) comida arenilla  gos lamiento didas cha

26 Cotiledén THI Pre-exposicién 1 Alimento de 10 NO*™ 0 0 0 3 0 0
prueba no tratado

26 Cotiledon THI Exposicion 1 Alimento de 1 NO** 25 0 0 2 2 0
prueba tratado

29 Cotileddén THI Pre-exposicion 1 Alimento de 10 0 517 0 4 1 0 0
prueba no tratado

29 Cotileddén THI Exposicion 1 Alimento de 1 7 298 0 5 0 2 0
prueba tratado

38 Cotileddn THI Exposicién 2 Alimento de 1 8 20 0 3 2 2 1
prueba tratado

38 Cotileddén THI Post-exposicién 2 Alimento de 1 724 16 0 3 5 0 1

prueba no tratado

*Video terminado a los 8,5 minutes. **NO indica que esto no ocurrié durante los primeros 15 minutos de exposicion de comida. 1° picoteo: tiempo en segundos en que el ave picoted

por primera vez la comida dentro del comedero después de que se le ofrecid; n picoteo comida: nimero de veces que el ave picote6 el alimento del comedero durante los primeros 15

minutos de su exposicién al alimento, n picoteo arenilla: nimero de veces que el ave picoteo la arenilla; n tragos: nimero de veces que el ave bebid agua de la fuente de agua potable;

n acicalamientos: nimero de veces que el ave se acicald; n sacudidas: numero de veces que el ave se sacudio; "en percha": nimero de veces que el ave subié a la percha. En el

experimento del sorgo, CON es el control de sorgo sin tratar y COM es el control de sorgo comercial.
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Fig. 3.7. Diferencia de peso corporal (PC al final del periodo - PC al comienzo del periodo) en las
torcazas dentro de cada tratamiento de los experimentos de sorgo (A), soja (B) y cotiledon (C). Los
bigotes muestran valores minimos y maximos. Los asteriscos muestran el grupo con diferencias
significativas con respecto al grupo control en cada periodo. En A, CON es el sorgo control no
tratado, COM es el sorgo control comercial, e IMI, CLO y THI son los tratamientos de imidacloprid,
clotianidin y tiametoxam, respectivamente. En B, el tratamiento fue imidacloprid y las letras a, by ¢
indican las diferencias entre los periodos. En C, CON es el control no tratado, IMI-i es la dosis de
insecticida de imidacloprid, IMI-r es la dosis repelente de imidacloprid y THI es el tratamiento con
tiametoxam.
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Tabla 3.7. indice de masa escalado (SMI) de las torcazas al inicio y al final de cada tratamiento en
los tres experimentos.

Experimento Tratamiento ~ SMlinicial (g)  SMl final (g) p-valor
(media = SD) (media = SD) (a =0,05)
Sorgo CON 117,06 £2,79 106,81 £6,22 0,017
COM 117,16 £4,55 107,24 +4,17 0,012
IMI 117,59 £5,01 100,80 +£8,88 0,012
CLO 118,59 +2,27 106,88 +5,89 0,012
THI 118,21 £4,76 103,12+7,65 0,017
Soja IMI 118,02 +3,12 117,01 £15,18 1,000
Cotiledones de soja CON 134,20 £ 25,26 112,02 + 16,08 0,036
IMI-i 123,39 +£5,18 101,983 +25,13 0,093
IMI-r 117,13+5,68 116,79 15,93 0,779
THI 113,41 £ 8,16 94,37 +13,05 0,028

CON: aves expuestas a sorgo o cotiledones sin tratar, COM: aves expuestas a sorgo comercial, IMIl: aves expuestas a
semillas de sorgo o de soja tratadas con imidacloprid, IMI-i: aves expuestas a cotiledones tratados con dosis insecticida
de imidacloprid, IMI-r: aves expuestas a dosis repelente para aves de imidacloprid, CLO: aves expuestas a sorgo tratado
con clotianidin, THI: aves expuestas a sorgo o cotiledones tratados con tiametoxam.

Evitacidn de torcazas a semillas de soja tratadas

El consumo de semillas de soja fue significativamente menor en los periodos Exposicion 1y
2 que en el periodo Pre-Exposicion (p<0,001 en ambos casos; Tabla 3.8), sugiriendo que el
tratamiento IMI en soja (alrededor de 590 mg/kg de semilla en promedio) produjo un fuerte efecto
repelente sobre las torcazas (Tabla 3.3). Hubo alguna evidencia de anorexia, debido a que el
alimento total consumido fue significativamente menor durante la Exposicién 2 que en el periodo de
Pre-exposicién (p<0,01, Tablas 3.3 y 3.8). El consumo de soja en el periodo posterior a la Exposiciéon
2 frente al periodo anterior a la Exposicioén 1 no difirié significativamente (Tabla 3.8), lo que indica
que no hay evidencia de aversién condicionada generalizada. No se observaron alteraciones

neuroconductuales.

La cantidad estimada de imidacloprid ingerido a través de la soja tratada fue de 0,46 mgi.a./kg
PC. Las torcazas picotearon en promedio el comedero con soja no tratada 0,056 veces/s
(SD=0,033) y el comedero con soja tratada 0,037 veces/s (SD=0,058) durante los primeros 15
minutos de exposicion. Hubo variaciones en el peso corporal entre periodos (Fig. 3.7 B), con una
ganancia de PC particularmente durante el primer periodo de exposicion a la sustancia quimica. No

hubo diferencias significativas entre el SMI inicial y el final del experimento (Tabla 3.7).
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Tabla 3.8. Consumo de soja tratada con imidacloprid y consumo total (soja + alimento de manteni-
miento) por parte de las tres torcazas evaluadas (media + SE).

Periodo Pre-exposi- Exposicion 1 Post-exposi-  Exposicion 2 Post-exposi-
cion 1 cién 1 cion 2

Soja consumida (g) 1.77 £0.27 0.10 £ 0.02* 0.06 £0.02* 1.77 £0.55

N° semillas consu- 10.93 £ 1.73 0.56 + 0.24* 0.11 £0.09* 12.22 £ 3.86

midas

Consumo total (g) 8.18£0.41 7.65%x0.17 12.07x0.17 5.81+x040 7.82+0.30

*Diferencia significativa (p<0.05) con el periodo Pre-exposicion 1.

Evitacién de torcazas a los cotiledones de soja tratados

El consumo total entre los tratamientos durante el periodo previo a la exposicién no difirid
(p=0,154), lo que indica que los tratamientos fueron comparables. El consumo de cotiledén de
torcazas CON no difirié con respecto a IMI-i, IMI-ry THI durante los periodos de exposicion (p=0,191
en la exposicién 1 y p=0,170 en la exposicion 2; Fig. 3.8). El consumo total de alimentos no fue
significativamente diferente entre los controles y los cotiledones de soja tratada, por lo que no se
observé el efecto anoréxico (p=0,065 en la exposicidén 1, p=0,470 en el periodo de exposicidn 2).
Sin embargo, hubo una ingesta significativamente menor en el consumo de alimentos de
mantenimiento en los tratamientos que en el grupo control (p=0,034) durante el periodo Post-
exposicion 1, que desaparecio el ultimo dia de ese periodo, sugiriendo un efecto anoréxico después
de la exposicion a los cotiledones tratados (Fig. 3.8). En el periodo post-exposicion 2, el consumo
de cotiledones no tratados no fue significativamente menor en el grupo tratado que en el control
(Tabla 3.3, p=0,348). La Tabla 3.3 muestra altos valores medios de aversién, pero la alta variabilidad
del consumo de cotiled6n en torcazas CON impide la significaciéon del efecto (Fig. 3.8). El consumo
medio de cotiledones y el consumo total durante la Exposiciéon 1y 2 pueden observarse en la Tabla
3.4. No se observaron alteraciones neuroconductuales ni variaciones en el PC en periodos (Fig. 3.7
C).

La cantidad estimada de neonicotinoides ingeridos a través de los cotiledones tratados fue de
0,29, 0,85y 0,10 mg i.a./kg PC de las dosis insecticidas y repelentes de imidacloprid y tiametoxam,
respectivamente. Las torcazas IMI-i, IMI-r y THI picotearon en promedio el comedero con
cotiledones no tratados 0,116 veces / s (SD=0,187) y el comedero con cotiledones tratados 0,090
veces / s (SD=0,172) durante los primeros 15 minutos de exposicién. Hubo una diferencia
significativa entre el IME inicial y el final del experimento (Tabla 3.7). Sin embargo, ni el hematocrito
ni las actividades tanto de GST en el higado como en el cerebro o la catalasa hepéatica mostraron
diferencias significativas entre el grupo CON y el resto de los tratamientos (Fig. 3.8). Los niveles de
TBARS, un indicador de oxidacién lipidica, tampoco difirieron entre los tratamientos.
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Fig. 3.8. Consumo (media + SE) de cotiledones de soja (subindice "c") y de alimento total (subindice
"t"=cotiledones mas alimentos de mantenimiento) por parte de torcazas a lo largo de los dias del
experimento de exposicion a cotiledones provenientes de semillas tratadas con neonicotinoides. A:
dosis de insecticida de la formulacion de imidacloprid (IMI-i), B: dosis repelente de la formulacion
de imidacloprid (IMI-r), C: formulacién de tiametoxam (THI). En la post-exposicién 1, sélo se dio
comida de mantenimiento a las aves. Aunque los consumos totales difieren entre algunos tratamien-
tos (p=0,046) en algunos dias del periodo de preexposicion del experimento del cotiledon, se puede
observar que esta diferencia disminuye hasta desaparecer en los ultimos dias de este periodo, su-
perponiéndose todas las lineas de error.
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Fig. 3.9. Estrés oxidativo en muestras de higado y cerebro de torcazas expuestas a cotiledones de
soja tratados con neonicotinoides. A: Actividad de Catalasa hepatica (A). B: Glutatién S-transferasa
(GST) en higado y cerebro. C: peroxidacién lipidica (LPO) en higado y cerebro. Control: aves ex-
puestas a cotiledones sin tratar, IMI-i: aves expuestas a cotiledones de soja tratada con dosis in-
secticida de imidacloprid. IMI-r: aves expuestas a cotiledones de soja tratada con dosis de imida-
cloprid para repeler aves. Las lineas en las barras indican el error estandar.

Discusién

Los neonicotinoides evaluados (imidacloprid, clotianidin y tiametoxam) produjeron una fuerte
evitacion de los alimentos tratados en las torcazas, particularmente contra las semillas tratadas. La
soja no fue muy apetecible. Los signos de intoxicacion y la fuerte evitacion con el consumo nulo
después del primer dia de exposicién al sorgo tratado pueden indicar el desarrollo de una aversion
condicionada (o repelencia secundaria) contra las semillas de sorgo tratadas en lugar de una
repelencia primaria (Sayre y Clark, 2001). Sin embargo, la repelencia primaria no debe descartarse
totalmente porque los diferentes neonicotinoides produjeron una evitacidon de semillas similar,
mientras que su toxicidad (y por lo tanto su capacidad esperada para inducir aversion) es bastante
diferente entre ellos (Addy-Orduna et al. 2019). La aversién condicionada es un proceso
neuroconductual inducido por la enfermedad o angustia causada por la sustancia aversiva (Tobajas
et al., 2019a). Por el contrario, la repelencia primaria es inducida por el efecto disuasorio causado
por el repelente (Clapperton et al., 2012). La aversion condicionada suele producir una fuerte
evitacion alimentaria a largo plazo (Tobajas et al., 2019b), mientras que la repelencia primaria
desaparece a corto plazo y los animales pueden acostumbrarse a la presencia del repelente si no
tiene consecuencias relevantes en su salud (Elmeros et al., 2011). Ademas de estos dos procesos,
los experimentos descritos aqui han mostrado la evidencia de anorexia inducida por los tres tipos
de alimentos prueba, que es otro signo de toxicidad neonicotinoide y posiblemente asociado con el

proceso de aversion condicionada. Sin embargo, los experimentos han demostrado que los
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neonicotinoides no lograron inducir una aversion condicionada generalizada hacia la semilla de

prueba sin el tratamiento (es decir, equivalente a las semillas posteriores a la cosecha).

Con el sorgo, la mayor evitacion se observé en el tratamiento CLO, consumiendo menos del
1% del consumido por el grupo control no tratado. Esta aversién condicionada al clotianidin en
torcazas fue mas fuerte que en palomas domésticas evaluadas en un estudio de una opcion de la
industria (Barfknecht, 1998; citado por Mineau y Palmer, 2013), en el que las palomas domésticas
fueron expuestas al maiz tratado con casi el doble de concentracién (500 mg/kg) que el utilizado
aqui y consumieron alrededor del 45% de maiz en comparacién con el grupo control. La codorniz
también parecio evitar fuertemente el clotianidin segun un estudio de dos opciones de la industria,
en el que las aves sélo comieron semillas no tratadas, dejando intactas las semillas tratadas
(Barfknecht, 2000; citado por Mineau y Palmer, 2013).

El imidacloprid en las semillas de sorgo (alrededor de 2300 mg/kg semilla) también causé una
mayor evitacién en las torcazas que en los mirlos de alas rojas expuestos a semillas de arroz
tratadas con 2500 mg/kg semilla (Avery et al., 1994), donde los mirlos de alas rojas alimentados
con arroz tratado con imidacloprid consumieron el 21% del arroz consumido por el grupo control.
Las torcazas son posiblemente tan repelidas por semillas tratadas con imidacloprid como las
perdices rojas, que se ha demostrado que reducen significativamente la ingesta de trigo tratado con
700 mg/kg semilla de imidacloprid (Lopez-Antia et al., 2013). También se han observado efectos
anoréxicos en gorriones de corona blanca tratados con dosis de campo realistas de imidacloprid
(Eng et al., 2019).

El tiametoxam agregado en el sorgo también tuvo un fuerte efecto aversivo o repelente (Tabla
3.7, Fig. 3.4), incluso con una concentracién ligeramente menor que el resto de los neonicotinoides
(Tabla 3.3). En funcion de la bibliografia revisada, estos resultados son el primer registro del efecto

aversivo o repelente del tiametoxam en alimento tratado ofrecido a aves.

A pesar del pequefio niumero de aves utilizadas en el experimento de soja, se pudo detectar
la evitacion de la semilla tratada. Sin embargo, dada la ausencia de un grupo control separado y el
bajo numero de animales utilizados, estos resultados son menos robustos que el experimento de

sorgo y deben tomarse con precaucion (Allgoewer y Mayer, 2017).

En cuanto a los cotiledones de soja, solo el 11,7% (SD=38,6) de los neonicotinoides aplicados
a las semillas fueron a la planta en esta primera etapa de crecimiento, o que puede limitar la
capacidad del tratamiento para inducir la evitacién en comparacién con las semillas. Ademas, parte
del tiametoxam se habria metabolizado a clotianidin, ya que se detecté en los cotiledones THI. Esto
podria esperarse teniendo en cuenta que el tiametoxam puede transformarse en clotianidin dentro
de los tejidos de plantas e insectos (Jeschke et al., 2011; Nauen et al., 2003) al escindir parcialmente
el anillo de seis miembros de la estructura quimica del tiametoxam. La ausencia de evitacion de

cotiledones con imidacloprid coincide con la falta de repelencia del imidacloprid encontrada en
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concentraciones de 70-205 mg/kg de semilla en arroz o 55 mg/kg de semilla en trigo (rango de
concentracién similar al determinado en los cotiledones, Tabla 3.3) ofrecida a mirlos de alas rojas
cautivos en pruebas de dos opciones (Avery et al., 1993), siendo posiblemente concentraciones
insuficientes para producir efecto repelente.

Las aves no evitaron los alimentos de prueba no tratados después de haber sido expuestos a
los alimentos de prueba tratados. Por lo tanto, no se corrobord la hipétesis que planteamos de que
la exposicién al alimento tratado induciria una aversion generalizada. La evitacién observada puede
deberse a un atributo de la sustancia quimica que las aves logran detectar en las semillas tratadas
(es decir color, olor o sabor). El color en las semillas tratadas puede tener algun papel en la
diferenciacién entre alimentos tratados y no tratados, aunque no exclusivo, dados los resultados
obtenidos en mirlos de alas rojas expuestos al arroz tratado con imidacloprid incoloro (Avery et al.,
1994). En ese estudio, los mirlos de alas rojas también evitaron el arroz con imidacloprid incoloro
en las dosis mas altas probadas (833 y 2500 mg/kg). Alli, los mirlos y los tordos consumieron
suficientes semillas que exhibieron ataxia y enfermedad, y la evitacién puede haberse debido al
malestar posterior a la ingestion, particularmente en las concentraciones mas altas. Posiblemente,
el color de las semillas tratadas ha jugado un papel importante en la evitacion en las torcazas,
porque existen diferencias sustanciales entre las especies en la percepcién visual (Fernandez-
Juricic et al., 2019), y el color generalmente ha demostrado ser la dimensién visual mas destacada
en el comportamiento de busqueda de alimentos en palomas (Abs, 1983). En resumen, la aversion
condicionada puede existir contra el alimento tratado como respuesta a los efectos adversos téxicos
de los neonicotinoides (repelencia secundaria) en vista de la mayor evitacién observada en la
Exposicion 2 en comparacion con la Exposicién 1, pero no contra el alimento no tratado con
exposicion previa a tratados (aversién condicionada generalizada). Este hallazgo es relevante,
porque una aversion condicionada generalizada a las semillas similares en forma y tamano a las
semillas tratadas podria tener consecuencias importantes en el comportamiento de forrajeo de las
aves de las tierras de cultivo, teniendo en cuenta que los cambios de comportamiento pueden

afectar la supervivencia o condicion de las aves (Araujo et al., 2020; Saaristo et al., 2018).

Aunque el efecto repelente/aversivo de los neonicotinoides en las semillas fue fuerte, no fue
suficiente para prevenir la ingestion de sorgo tratado, como se observé en los videos grabados, ni
para prevenir la muerte de algunas aves. Todas las aves expuestas al sorgo IMI mostraron signos
de intoxicacién por consumir menos del 5% (0,08 g, Tabla 3.4) de la cantidad de sorgo tratado con
imidacloprid para alcanzar la DL50 (1,7 g de sorgo tratado; Addy-Orduna et al., 2019). En el campo,
el imidacloprid seria el neonicotinoide mas frecuentemente involucrado en eventos de
envenenamiento de aves silvestres (Botha et al., 2018; Millot et al., 2017; Rogers et al., 2019),
posiblemente debido a su amplio uso, las dosis de campo empleadas y su DL50 mas baja que el
resto de los neonicotinoides (Addy-Orduna et al., 2019; Goulson, 2013; Mineau y Palmer, 2013).

Aqui, el mayor nimero de aves envenenadas y las muertes se observaron con el tratamiento IMI
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en sorgo, posiblemente porque estas son semillas preferidas por las torcazas y debido a la mayor
concentraciéon de imidacloprid presente en ellas. Sin embargo, el porcentaje de torcazas de los
tratamientos CLO y THI que mostraron signos de intoxicacion, asi como la muerte de una torcaza
en el grupo CLO sugeriria la posibilidad de efectos adversos de tiametoxam y clotianidin en aves

que comen semillas tratadas con estos neonicotinoides en el campo, y no sélo con imidacloprid.

En comparacion con el sorgo, la soja (semillas y cotiledones) tuvo una aceptacién no
homogénea por parte de las torcazas. Algunas torcazas nunca consumieron semillas de soja (28
de 40). La no deteccién de alteraciones neuroconductuales se debié posiblemente a la menor
concentraciéon de neonicotinoide y a la correspondiente dosis de exposicion. La masa consumida
de semillas de soja tratadas en el experimento fue inferior al 0,6% (0,10 g, Tabla 3.4) de la cantidad
de semillas para alcanzar la DL50 (17,8 g; Addy-Orduna et al., 2019). Con respecto a los
cotiledones, las tasas de aplicacion de neonicotinoides utilizados en el campo no serian suficientes
para causar signos de intoxicacién. Considerando una concentracién de 157 ug/g de imidacloprid
en cotiledones (Tabla 3.3), un ave de 120 g tendria que ingerir unos 45 g de cotiledones para
alcanzar la DL50 de imidacloprid. Dado que la cantidad media méaxima de cotiledones ingeridos
tratados con imidacloprid fue de 0,79 g, seria poco probable la intoxicacion en el campo por el
consumo de cotiledones tratados. Por lo tanto, tanto la preferencia por el cultivo como la

concentracion del producto quimico influirian en el grado de intoxicacion.

La reduccion del PC fue significativa en los grupos IMl 'y THI en los dos periodos de exposicién
del experimento del sorgo (Fig. 3.7) en comparacion con los controles. En los tres experimentos
(sorgo, soja y cotileddn), la pérdida de PC dentro de todos los grupos de tratamiento observados en
el periodo Pre-exposicion se explica porque las aves pasaron de consumir alimentos de
mantenimiento ad libitum durante la aclimatacién a tener progresivamente condiciones mas
restrictivas. Particularmente esto se noté en el experimento de soja, por la mayor duracion de ese
periodo en comparacion con los siguientes. El aumento de peso durante el periodo Exposicién 1 en
el experimento de soja puede indicar que las aves se acostumbraron a las condiciones
experimentales y que la mayor parte de lo que se ingiri6 en ese periodo fue alimento de
mantenimiento, posiblemente mas nutritivo que la combinacién con la ingesta de soja. Durante el
periodo posterior a la Exposicion 1, todos los grupos generalmente recuperaron peso corporal, ya
que se alimentaron ad libitum con alimentos de mantenimiento. En resumen, la pérdida de PC se
observo claramente durante la exposicion a los tratamientos en el experimento del sorgo, no en el
experimento de soja o cotileddén. En otro estudio en el que a las torcazas se les administrd
imidacloprid, clotianidin o tiametoxam a través de sonda, también redujeron su peso corporal,
principalmente durante los primeros dias después de la exposicién (Addy-Orduna et al., 2019). Los
resultados de otros estudios sobre el efecto del imidacloprid (el neonicotinoide mas probado) sobre
el peso corporal de otras especies de aves es variable. Por ejemplo, todas las perdices rojas

expuestas al trigo tratado con 0,7 mg de imidacloprid/g de semilla perdieron peso corporal durante
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los experimentos, pero las diferencias no fueron significativas (Lopez-Antia et al., 2014). Lo mismo
se describe en un estudio realizado en dos especies de mirlos expuestos al arroz y al trigo tratados
con diferentes dosis de imidacloprid. Aunque los mirlos mostraron una ligera reduccién en su PC,
estos cambios no fueron significativamente diferentes entre los tratamientos (Avery et al., 1993). En
comparacion, los gorriones de corona blanca expuestos a 3,9 mg / kg de imidacloprid redujeron
significativamente su peso corporal (Eng et al., 2019). Cabe destacar que en los estudios de perdiz
y mirlo la exposicion fue por semillas tratadas. Por lo tanto, la exposicion real en cada grupo de
tratamiento no fue controlada como en el estudio de gorriones de corona blanca, que fueron
expuestos a la sustancia quimica por sonda. De esta manera, la pérdida de masa corporal a corto
plazo en aves como resultado de la ingestion de neonicotinoides se observa recurrentemente en
varios estudios. Este hecho podria afectar el ciclo de peso diario de las aves en el campo (el maximo
alcanzado al final de la tarde y el minimo justo antes del inicio de la alimentacion por la manana;
(Pinowski y Kendeigh, 2012) y, por lo tanto, su salud y rendimiento. Por otro lado, los cotiledones
tratados con los neonicotinoides parecieron no producir estrés oxidativo en las torcazas. En
contraste, Sasidhar et al. (2014) describieron una reduccién significativa en la concentracion de
GSH en el higado y un aumento en los niveles hepéticos de TBARS en aves tratadas con 200 mg /
kg de imidacloprid en los alimentos. También las palomas domésticas dosificadas con 2, 3y 6 mg
de imidacloprid/kg de peso corporal (Abu Zeid et al., 2019) y las perdices rojas expuestas al trigo
tratadas con 0,7 y 1,4 mg/g de semilla (Lopez-Antia et al., 2015, 2013) mostraron efectos sobre el
estrés oxidativo. En cuanto al hematocrito, los datos bibliograficos son variables. Por ejemplo, el
volumen del paquete celular (PCV) de pollos tratados con 1,25, 1,67 y 2,5 mg de imidacloprid/kg de
peso corporal no se vio afectado (Balani et al., 2011). Finalmente, los indices de condicién corporal
(SMI) inferiores al final de los experimentos en comparacion con el principio (incluso en torcazas
control) evidenciaron las restricciones dietéticas en cantidad (alimentos no ad libitum) y/o calidad
(alimentos tratados) durante los experimentos de sorgo y cotiledones, representando un escenario
probable para las aves en el campo.

Conclusiones

Con las dosis de neonicotinoides comunmente utilizadas para el tratamiento de semillas, la
evitacion de semillas tratadas por parte de torcazas fue fuerte, pero no pudo prevenir la intoxicacion
y la muerte en el caso de exposicion a sorgo tratado. En contraste, los cotiledones de soja tratados
con neonicotinoides no lograron producir un efecto de evitacién y las aves no mostraron signos de
intoxicacion. Estos resultados muestran la necesidad de evaluar el riesgo de cada neonicotinoide
por separado, considerando las preferencias alimentarias del ave, las dosis y el tiempo de
aplicacion, y los cultivos en los que se aplican.
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CAPITULO 4

Evitacidn y riesgo de semillas y cotiledones de soja tratados con imidacloprid

para aves que comen semillas
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Resumen

Los insecticidas aplicados a las semillas antes de la siembra y sus cotiledones pueden
presentar un riesgo toxicolégico para las aves que comen semillas. Para evaluar si el
comportamiento de evitacion (rechazo de alimentos tratados) limita la exposicién y, en
consecuencia, el riesgo para las aves, se sembraron con soja tres campos de la Estacién
Experimental Agropecuaria Parana del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. La mitad de
la superficie de cada campo se sembré con semillas tratadas con 70 ml / 100 kg de semillas del
insecticida imidacloprid 60% p/v (parcela T) y la otra mitad con semillas sin imidacloprid (parcela C).
Las semillas no enterradas/m? y el porcentaje de plantulas dafiadas se midieron 2 y 12 dias después
de la siembra, respectivamente. Las aves se registraron utilizando recuentos de puntos desde el
borde del campo. La densidad de semillas no enterradas fue un 29,4% menor en las parcelas C que
en las parcelas T, y el dafno en los cotiledones de las plantulas fue un 15,4% mayor en las parcelas
C que en las parcelas T. La abundancia y riqueza de aves que comen semillas y cotiledones fueron
menores después de la siembra. Estos resultados sugieren un efecto aversivo de la soja tratada
con imidacloprid en las aves en el campo. La especie dominante fue la torcaza (Zenaida auriculata),
cuyo riesgo agudo de intoxicacién por imidacloprid en semillas de soja y cotiledones fue bajo, de
acuerdo con su relacion de exposicidon a la toxicidad (TER, segun sus siglas en inglés), su area de
forraje problema y su tiempo de forraje problema. Aunque el imidacloprid causé aversién en las aves
y esto podria reducir el riesgo agudo en especies como la torcaza, serian relevantes estudios
adicionales para evaluar el riesgo de imidacloprid en soja en aves pequenas y / 0 mas sensibles al

imidacloprid que utilizan este cultivo.

Introduccion

Los neonicotinoides son un grupo de insecticidas que han tenido un rapido crecimiento en el
mercado mundial (Elbert et al., 2008; Jeschke et al., 2011). Se utilizan para controlar insectos
chupadores del suelo (Elbert et al., 1990). Los receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR) de la
membrana postsinaptica son el objetivo principal de los neonicotinoides (Matsuda et al., 2001; Shao
et al., 2013), afectando el impulso nervioso y actuando como disruptores de la transmision neuronal.
Tienen menor afinidad con los receptores nicotinicos de los vertebrados que con los de los insectos
y esto se considerd una ventaja frente a otros insecticidas utilizados antes (Tomizawa y Casida,
2005). Los insecticidas neonicotinoides son solubles en agua, no volatiles, generalmente
persistentes en el suelo y tienen un alto potencial de escorrentia y lixiviacion (Bonmatin et al., 2015;
Radolinski et al., 2018). Debido a su naturaleza sistémica, los neonicotinoides pueden ser
absorbidos y distribuidos a través del tejido a todas las partes de la planta (Simon-Delso et al., 2015;
Alford y Krupke, 2017).. Aproximadamente el 60% de todas las aplicaciones de neonicotinoides son
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tratamientos de semillas en una amplia variedad de cultivos (Jeschke et al., 2011; Radolinski et al.,
2018).

El imidacloprid, el primer neonicotinoide comercializado, se usa comunmente para el
tratamiento de semillas, incluida la soja (Hladik et al., 2014). Se ha identificado como un riesgo para
las aves que se alimentan de semillas cuando se aplica como tratamiento previo a la siembra
(L6pez-Antia et al., 2013; Goulson, 2013; Mineau y Palmer, 2013; Gibbons et al., 2015). La eficiencia
de la siembra practicamente nunca es completa, las semillas permanecen en la superficie del suelo
a diferentes densidades y, por lo tanto, estan disponibles para las aves que comen semillas (de
Leeuw, 1995; M'Kay et al., 1999; De Snoo y Luttik, 2004; Lépez-Antia et al., 2016). La mayoria de
los estudios de campo se han centrado en el riesgo para las aves de semillas de cereales de invierno
(principalmente trigo y cebada) tratadas con neonicotinoides (Botha et al., 2018; Ertl et al., 2018;
Ing et al., 2019; Lennon et al., 2020a, 200b; Turaga et al., 2016). Estudios recientes en Canada y
Estados Unidos evaluaron el riesgo que representan las semillas de cereales y las semillas
oleaginosas de primavera tratadas con neonicotinoides para las aves (McGee et al., 2018; Roy et
al., 2019; Roy y Coy, 2020). Pero se sabe poco sobre el riesgo que representan las semillas (y sus
cotiledones) tratadas con imidacloprid en los agroecosistemas sudamericanos.

A nivel mundial, la cosecha de soja representd el 13% de la produccion de granos 2020-2021,
alcanzando los 363 millones de toneladas producidas en 129 millones de hectéreas, y siendo
Estados Unidos, Brasil y Argentina los principales productores y exportadores del mundo (FAO-
AMIS, 2021) En Argentina, el cultivo de soja es el mas extendido, abarcando 17 millones de
hectareas en las ultimas temporadas (MAGyP, 2021) Dado el predominio del cultivo de soja en
Argentina, las semillas tratadas que permanecen sin enterrar después de la siembra, asi como los
cotiledones que emergen de las semillas tratadas, podrian presentar un riesgo de intoxicacién para
las aves que las consumen. Sin embargo, este riesgo podria reducirse fuertemente debido al efecto
aversivo del imidacloprid. Los estudios realizados por el Centro de Investigacion de Vida Silvestre
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos sobre aves en cautiverio han demostrado
que el imidacloprid es un aversivo efectivo y de bajo riesgo para las aves (Avery et al., 1993, 1997,
1994) En contraste, existen estudios que atribuyen a las semillas tratadas con imidacloprid las
intoxicaciones y muertes de perdices en campos agricolas (Berny et al., 1999; Millot et al., 2017).

Aqui, hemos estudiado el efecto que las semillas de soja y cotiledones tratados con
imidacloprid pueden tener en el comportamiento de forrajeo de las aves de tierras de cultivo en
Parana (Argentina). Las aves expuestas a alimentos que contienen imidacloprid pueden cambiar su
comportamiento de forrajeo por la aversion y la anorexia causadas por este neonicotinoide, lo que
tiene consecuencias en el refinamiento de la evaluacion del riesgo ambiental de este tipo de
producto fitosanitario. Entonces, los objetivos de este estudio fueron (1) estimar la densidad de
semillas de soja no enterradas y disponibles para las aves después de la siembra, ya que las aves
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que comen semillas, en ausencia de aversion, podrian estar expuestas a cantidades téxicas de
imidacloprid al alimentarse en estos campos; (2) evaluar la aversion de las aves a la soja tratada
con imidacloprid midiendo las diferencias en la densidad de semillas que quedan disponibles para
las aves en parcelas tratadas y no tratadas en diferentes momentos después de la siembra, (3)
evaluar el comportamiento de evitacién de las aves a los cotiledones de la soja tratada con
imidacloprid midiendo las diferencias en el dafo a las plantulas en parcelas tratadas y no tratadas;
(4) comprobar que los campos sembrados de semillas de soja tratadas con imidacloprid muestran
una menor abundancia de aves y riqueza de especies después de la siembra que antes de la
siembra debido a la aversién causada por las semillas de soja tratadas con imidacloprid en las aves
que utilizan dichos campos; y (5) calcular indices para caracterizar el riesgo agudo de semillas y
cotiledones de soja tratados con imidacloprid para la especie de ave granivora dominante.

Materiales y método

Lugar de estudio

El estudio se realizé en la primavera del hemisferio sur (finales de noviembre y principios de
diciembre), en el campo experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria de Parana (EEA
Parané, 31950°'S, 60°32'W) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). A diferencia
de los campos comerciales privados, este campo experimental permitié controlar mas variables
vinculadas al disefio y la logistica del estudio, incluida la presencia de aves porque estas no fueron
perturbadas por la caza u otras actividades humanas en el area de estudio.

El 4rea de estudio pertenece a la subregién Nandubay de la ecorregion Espinal, que tiene un
clima humedo, relieve plano y suavemente ondulado, y fue histéricamente ocupada por bosques
bajos, sabanas y prados (Burkart et al., 1999). Los suelos corresponden al orden taxonémico de
Mollisol, con drenaje moderado y humedad relativa anual del suelo del 71,4% (Geo Inta, 2014).

Disefio Experimental

Se sembraron tres campos (llamados 1, 2y 3, Fig. 4.1) de 3,1, 3,0 y 3,7 ha con semillas de
soja NIDERA A 6411 RG®. Los cultivos anteriores en estos campos fueron maiz (campo 1) y sorgo
(campos 2y 3). En el momento de este estudio, los tres campos estaban "en reposo”, con rastrojos
del cultivo anterior, pero ya sin rastros de semillas de los cultivos predecesores. Cada campo se
dividié en dos parcelas de tamano similar. Una de las parcelas fue sembrada con semillas tratadas
(parcela T) con la dosis insecticida registrada (70 ml de formulacion / 100 kg de semillas de soja)
de una formulacién de imidacloprid 60% p/v (IMIDA NOVA 60, lote 130). La concentracién de la
formulacion fue confirmada analiticamente por el Laboratorio de Desarrollo Analitico y Quimiometria
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de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral (UNL),
siendo 613 £ 3 mg de imidacloprid/ml de formulacion. La parcela control (parcela C) se sembré con
semillas de soja sin tratamiento con imidacloprid. Todas las semillas de soja, en parcelas Cy T,
fueron tratadas rutinariamente con un producto fungicida e inoculante (EFECTHOR PLUS®, con
120 mg/ml de carbendaz-2 metoxicarbamoil-benzimidazol + 120 mg/ml de tiram + 1,10 c.f.u./g de
soporte de bacterias fijadoras de nitrégeno Bradyrhizobium japonicum). Se tomaron muestras de 30
g de ambas semillas, tratadas y no tratadas con el insecticida, para confirmar la concentracion del
neonicotinoide en soja, que fue de 380 = 30 mg/kg (media £ SD), es decir, el 90,5% de la
concentracién nominal esperada (420 mg/kg). Esto indica que el tratamiento de las semillas con el
insecticida fue relativamente eficiente. La sembradora fue una Mega Agrometal® con placas
mecanicas dispensadoras y 13 cuerpos de siembra. El tren de siembra consistio en discos de corte,
discos de doble cepilladora, contactores y ruedas. La densidad de siembra fue de 19 semillas/m por
surco y la distancia entre surcos fue de 0,52 m (38 semillas/m?). En el dia de la siembra, las
temperaturas minimas y maximas fueron de 16,7 °C y 30,6 °C, la humedad relativa media fue del
59%, y el viento fue de 9,4 km/h.

100 m e

Fig. 4.1. Dibujo de las superficies de campos 1, 2 y 3 utilizados para las mediciones de cantidad de
semillas no enterradas post-siembra, cotiledones danados y numero y especies de aves que comen
semillas. 31°50°01.907°S, 60°32°35.98° O, provincia de Entre Rios. La linea negra indica el perime-
tro del campo. Las lineas blancas continuas indican los bordes considerados cabeceras, donde se
fijaron dos transectos para evaluar la densidad de las semillas no enterradas después de la siembra.
Las lineas blancas segmentadas indican, figurativamente, las tres transectas centrales en los que
se inspeccionaron las semillas no enterradas. La linea violeta en el medio indica la division entre la
parcela control (C) y la parcela tratada (T). Las lineas segmentadas de color celeste indican, figura-
tivamente, las transectas en las que se evaluaron los cotiledones. Los circulos blancos indican los
puntos desde donde se observaron las aves.
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En los dias siguientes, se estudiaron la densidad de semillas de soja no enterradas, la
densidad de plantulas y el porcentaje de cotiledones danados junto con los recuentos de aves que
comen semillas, como se explica a continuacién. Con el fin de saber si el dafo a las semillas y
plantulas de soja fue causado principalmente por aves y no por insectos u otros organismos, se
ubicaron tres clausuras en un campo adicional de 1 ha a mas de 2 km de distancia de los otros
campos en estudio para evitar interferencias en el comportamiento de las aves. Después de la
siembra (similar a los campos de siembra 1, 2 y 3, pero con semillas sin ningun tratamiento), se
instalaron las clausuras (3,5 m de ancho x 4,1 m de largo x 3,0 m de alto cada uno, totalmente

cerrados con un tamafo de malla de 1 mm?), abarcando cada una de ellas 7 surcos de 4 m lineales.

Relevamiento de las semillas no enterradas disponibles para las aves

La siembra de los campos terminé a las 7:30 p.m. La densidad de semillas expuestas en la
superficie de cabeceras e interior del campo se determind al dia siguiente a las 7:30 a.m. (12 h
después de la siembra) y 48 h después de la siembra por puntos en transectas (2 transectas en
cabecera y tres transectas en el interior del campo, Fig. 4.1). En cada transecta de la cabecera,
tomamos 20 puntos equidistantes, seleccionando el primer punto al azar entre cero y la longitud de
la transecta/20, y por lo tanto evaluamos 40 puntos/cabecera/campo. En las transectas del interior,
se fijaron 10, 20 y 10 puntos de muestra equidistantes/transecta respectivamente, obteniendo un
total de 40 puntos de muestras de interior/campo. En cada punto, se coloc6 un anillo metalico de
0,25 m? y se contaron las semillas en la superficie del suelo dentro del anillo. En el sitio de carga de
la sembradora, ubicado en un margen del campo 2, el nimero de semillas derramadas se determiné
tomando fotos de la superficie del suelo donde se encontré el derrame de semillas. Usando el
software de diapositivas, la foto se superpuso con una cuadricula que dividié la imagen en celdas
pequefias para facilitar el conteo de todas las semillas visibles en la imagen.

Relevamiento de los dafios causados en los cotiledones de las plantulas

El dafo a las plantulas debido al consumo de sus cotiledones se evalu6 12 dias después de
la siembra mediante un muestreo sistematico con inicio aleatorio (adaptado de Canavelli et al.,
2014), cuando la mayoria de las plantulas del campo emergidas se encontraron en el estado de
crecimiento "VC" (vegetativo cotiledonar), en el que ya aparece el primer par de hojas unifoliadas
(Fehr y Caviness, 1977). Para hacer esto, cada parcela del campo (C o T) se dividié en cuatro
secciones iguales en la direccidon de los surcos de siembra. En cada seccién, se seleccioné
aleatoriamente una fila y se definieron 20 puntos equidistantes a lo largo de la fila. En cada uno de
los puntos, se contaron y evaluaron las plantulas presentes en 1 m lineal del surco, identificando 3

tipos de dafio: cotiledones picados (<1/4 cotiledones), 1 o 2 cotiledones faltantes por plantula. Se
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evaluaron un total de 160 muestras en cada campo, 80 en la parcela Ty 80 en la parcela C. Después
del relevamiento, se tomd una muestra de aproximadamente 50 g de cotiledones (equivalente a
cerca de 200 cotiledones) en cada parcela (C y T) de cada campo para determinar la concentracion
de imidacloprid. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Desarrollo Analitico y Quimiometria
de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas de la UNL. Se realizaron cinco extracciones
sucesivas de cada muestra con 10 ml de metanol, los extractos se agruparon, se llevaron a
sequedad y se re-suspendieron en 5 ml de agua: metanol (50:50). Las muestras se analizaron
mediante cromatografia liquida de alta precisién (HPLC) acoplada a un detector de matriz de diodos
(DAD) (equipo Agilent 1100) con una columna C+ 150 x 4,6 mm, 5 ym (Varian), una fase mévil de

agua:metanol (65:35), a una temperatura de 35 °C y un volumen de inyeccion de 5 pl.

Relevamiento de las aves

La abundancia (numero de individuos) y la riqueza (nUmero de especies) de aves en los
campos se contaron con binoculares desde tres puntos fijos por campo durante 5 minutos en cuatro
periodos de tiempo: antes (mafana), durante (tarde) y 12 h después (mafana siguiente) de la
siembra, y justo antes de evaluar el dafo en las plantulas (12 dias después de la siembra). Todas
las aves presentes en el campo fueron contadas por un observador que se movidé a cada punto
consecutivamente (Canavelli, 2011) Los puntos estaban separados entre si por al menos 100 m
para tener una cobertura completa del campo (puntos blancos en la Fig. 1). En cada punto, se
registraron las especies y el numero de individuos dentro del campo y en los margenes, excluyendo
aquellos que pasaban volando sobre el campo. El numero de aves observadas de cada punto se
traté por separado como tres réplicas de cada campo y no se sumaron.

Evaluacién deterministica del riesgo

El indice de exposicion tdxica (TER, por su sigla en inglés) puede utilizarse como primer paso
para caracterizar el riesgo agudo de un plaguicida (EFSA, 2009; Shore et al., 2005). Si el TER agudo
2 10, el riesgo se considera aceptable. Si el TER agudo < 10, se debe realizar una evaluacién de
riesgos refinada. Un refinamiento para la evaluacién del riesgo de las semillas tratadas con
plaguicidas que considera las semillas no enterradas después de la siembra consiste en comparar
el area de forrajeo problema con el rango del hogar de las especies evaluadas (USEPA, 2016). Si
el area de forrajeo problema es mas grande que el rango del hogar, entonces la probabilidad de que
un animal consuma suficiente semilla tratada para dar lugar a un riesgo de preocupacion se
consideraria baja. Si el area de forrajeo problema es igual o menor que el rango del hogar, entonces
el riesgo de consumir semillas tratadas no esta excluido por este analisis, y se puede calcular el
tiempo de forrajeo problema (periodo de tiempo que un animal individual necesitaria pasar

116



comiendo semillas tratadas para recibir una dosis aguda diaria de pesticida). El tiempo de forrajeo
problema puede compararse con el tiempo total de luz dentro de un dia para determinar si es factible
consumir ese numero de semillas dentro de un dia. Se calculé el TER agudo, el area de forrajeo
problema y el tiempo de forrajeo problema de las semillas de soja y los cotiledones tratados con
imidacloprid para torcazas a partir de los datos obtenidos en este estudio y en estudios anteriores
(Addy-Orduna et al., 2022, 2019) siguiendo las directrices de la EFSA y la USEPA (detalles en la
Tabla 4.3).

Anadlisis de datos

El efecto del tratamiento con imidacloprid sobre la evitacién de semillas de soja por parte de
las aves se evalu6 como la diferencia en la densidad de semillas que permanecen en la superficie
de las parcelas T y C en diferentes momentos después de la siembra. En ausencia de otros factores
de confusion, una mayor densidad de semillas en las parcelas T que en las parcelas C se explicaria
por la aversion causada por el imidacloprid que impide el consumo de semillas por parte de las
aves. Para ello, se utilizé un modelo mixto lineal generalizado (GLMM) con distribucion de Poisson
para evaluar el efecto del tratamiento sobre la densidad de semillas en la superficie del suelo
disponible para las aves. Semilla/m? fue la variable de respuesta; el tratamiento (parcelas Cy T), el
tiempo (12 h y 48 h después de la siembra), el sector (promontorio, centro), el campo (1, 2, 3) y sus

interacciones fueron los factores fijos.

La densidad de las plantulas 12 dias después de la siembra se compar6 entre las parcelas C
y T para evaluar el efecto protector del imidacloprid durante el desarrollo temprano de la planta.
Dicha proteccién puede ser impulsada por el efecto sobre los insectos, pero también puede
responder a la aversiéon producida en las aves que pueden desenterrar las semillas de soja. Esto se
probé con un GLMM con distribucién de Poisson, en el que el campo, el tratamiento y sus

interacciones se asignaron como factores fijos y la transecta fue el factor aleatorio.

La evitacion de plantulas de soja causada por imidacloprid se evalué como la diferencia en el
porcentaje de plantulas con cotiledones danados entre las parcelas T y C. Para ello, se realiz6 un
GLMM con distribuciéon gaussiana con el porcentaje de plantulas dafadas por metro lineal como
variable de respuesta, tratamientos, campos y sus interacciones como factores fijos, y transecta

como factor aleatorio.

En cuanto a las aves, se realiz6 una revision bibliografica de cada especie registrada respecto
a sus habitos alimenticios de tal manera que se clasificaron segun su consumo de semillas. Se
diferenciaron dos grupos: las aves que consumen semillas (S) y las que no consumen semillas (NS).
A su vez, dentro de las aves que consumen semillas se diferenciaron 3 subgrupos: (1) especies con
al menos un registro bibliografico que indica que ingiere semillas de soja (Scs); (2) especies con
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registros que ingieren semillas de algun cultivo (Sc); y (3) especies que pueden ingerir algun tipo de
semilla (Sg). En cuanto al consumo de cotiledones, tres especies de Columbidae (Zenaida
auriculata, Patagionas maculosa y P. picazuro; Dardanelli et al., 2011) pueden incluir estos
elementos en su dieta, pero no hay informacién sobre la ingestiéon de cotileddn por otras especies
de aves. Algunos agricultores afirman que, ademas de palomas, paseriformes como el cardenal
comun (Paroaria coronata) y el moraju (Molothrus bonariensis) se alimentan de cotiledones de soja
(agente del INTA Sebastian Zuil, comunicacion personal). La abundancia y riqueza de cada grupo
se determinaron en cada uno de los cuatro relevamientos o periodos (pre-siembra, siembra, post-
siembra, emergencia). La dominancia por especie también se determiné en los diferentes periodos.
La abundancia de aves y la riqueza de especies por hectarea observada en cada campo se
analizaron utilizando un GLM con distribucidén de Poisson. Se utilizé la abundancia o riqueza de los
grupos de aves segun su dieta como variable respuesta y el periodo fue el factor fijo.

Los analisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS Statistics v. 28.

Resultados

Disponibilidad de semillas

La densidad de semillas no enterradas fue significativamente mayor en las parcelas tratadas
(mediatSE, 3,4+0,5 semillas/m?) que en las controles (2,4+0,4 semillas/m?, p<0,001; Fig. 4.2), lo
que puede indicar que evitar el imidacloprid puede reducir el consumo de semillas tratadas en un
29,4%. La densidad de semillas no enterradas fue significativamente mayor en la cabecera (3,2+0,5
semillas/m?) que en el interior de los campos (2,6+0,4 semillas/m?, p=0,009; Fig. 4.2), y la interaccion
entre tratamiento y sector también fue significativa (p<0,001). El efecto global del tiempo después
de la siembra no fue significativo (p=0,114), pero hubo una interaccién significativa entre el tiempo
después de la siembra y el tratamiento (p=0,002), con diferencias en las tendencias entre los
campos (Tabla 4.1). Las densidades de semillas difirieron significativamente entre los campos
(p<0,001).

Semillas/m2

Control Tratado Control Tratado
Cabecera Interior

Fig. 4.2. Densidad media (+SE) de semillas de soja en la superficie de las parcelas sembradas con
semillas sin imidacloprid (Control) y sembradas con semillas tratadas con imidacloprid (Tratado) en
cada sector del campo (cabecera o interior).
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Tabla 4.1. Numero de semillas de soja/m? (media = SD) en cada relevamiento.

Relevamiento Campo Sector Tratamiento
1 2 3 Cabecera Interior ParcelaC Parcela T
12h Post-siembra 1.44+0.733.55+0.73 3.53+0.73 3.18%0.60 2.50+£0.59 2.21+0.58 3.48+0.62

48h Post-siembra 2.77+0.792.22+0.79 4.06+0.79 3.27+0.64 2.76+0.64 2.70+0.63 3.33+0.66

En los lugares donde se carg6 la sembradora, se observaron semillas derramadas en tres
montones de aproximadamente 1 m2 cada uno con 8865, 2417 y 4778 semillas, respectivamente.

Dano en las plantulas de soja

La concentracion media de imidacloprid en cotiledones en el momento de la evaluacion del
dano (media + DE) fue de 0,90 £ 0,10 mg/kg, 0,25 £ 0,07 mg/kg y 0,70 + 0,1 mg/kg para los campos
1,2y 3, respectivamente, lo que corresponde al 0,24%, 0,06% y 0,18% de la concentracién presente

en las semillas tratadas en el momento de la siembra.

El nimero total de plantulas difirié significativamente entre las parcelas Cy T (p<0,001), con
(media + SE) 15,3+0,2 plantulas/m en las parcelas C y 18,1+0,2 plantulas/m en las parcelas T. El
porcentaje de plantulas danadas fue significativamente mayor en las parcelas C (28,3+1,1%) que
en las parcelas T (12,9+0,6%, p<0,001; Fig. 4.3). En contraste, el porcentaje de dafo de plantulas
dentro de las clausuras fue de solo 1,8+0,5%. El dafio mas comun de las plantulas fue la evidencia
de cotiledones picoteados (11,8+0,6%), seguido de la ausencia de uno (7,5+0,5) o ambos
cotiledones (1,4+0,2%) y estos porcentajes de dafio fueron mayores en parcelas C que en parcelas
T (p<0,001; Fig. 4.3).
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Fig. 4.3. Porcentaje de plantulas de soja con algun tipo de dafo en sus cotiledones entre parcelas
control y tratadas con imidacloprid.

Presencia de aves

Las aves registradas (n=825) pertenecieron a 45 especies y 23 familias (Tabla 4.2). Latorcaza
fue la especie dominante en los cuatro momentos estudiados, particularmente en el periodo de
siembra (za en la Fig. 4.4). En cuanto a los habitos de alimentacion (Tabla 4.2), el 16% de las
especies puede alimentarse de semillas de soja, el 38% puede alimentarse de semillas de cultivos,
el 67% puede alimentarse de semillas en general y el 11% puede alimentarse de cotiledones de
soja, independientemente de la proporcidon involucrada en su dieta. Por ultimo, el 33% de las
especies observadas no consumen semillas ni cotiledones. En cuanto a los individuos, las especies
que se alimentan de cotiledones y semillas de soja fueron siempre las mas abundantes (Fig. 4.4-
4.6), debido en general al predominio de las torcazas.

La abundancia de aves y la riqueza de especies en los campos de estudio fueron
generalmente menores durante los periodos de siembra y post-siembra que en los periodos de pre-
siembra y emergencia (Fig. 4.7). Las diferencias en la abundancia fueron significativas para las aves
que se alimentan de semillas (p=0,003) y semillas de soja (p=0,016). Las diferencias en la riqueza
de las especies de aves fueron significativas para las aves que se alimentan de semillas (p=0,003)
y semillas de soja (p=0,004) y cotiledones de soja (p<0,001).
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Tabla 4.2. Grupos y subgrupos alimenticios y abundancia de las especies de aves observadas en el total de los campos evaluados sembrados
con soja con y sin imidacloprid.

Especie Cédigo Nombre comun Familia Grupo Sub Referencias de dieta Abundancia
grupo (%)
Zenaida auriculata* za Torcaza Columbidae S Scs 1-5,7,9-16, 18-20 37,7
Myiopsitta monachus mm Cotorra comun Psittacidae S Scs 1-4,7,11-13, 16, 24 6,9
Patagioenas picazuro* pp Paloma Picazuro Columbidae S Scs 1,2,4,5,7,9,12,20 4,2
Zonotrichia capensis zc Chingolo Emberizidae S Scs 1-5,7-11, 13, 14 3,5
Paroaria coronata** pc Cardenal comun Thraupidae S Scs 1-4,9,14 0,5
Saltator aurantiirostris sa Pepitero de collar Thraupidae S Scs 1-4,6-9,11-13 0,5
Patagioenas maculosa* pm Paloma manchada Columbidae S Scs 1-4,7,9,12-14, 20 0,1
Sicalis flaveola sf Jilguero dorado Thraupidae S Sc  1-3,5-7,10, 11, 13, 14,17 3,0
Molothrus rufoaxillaris mr Tordo pico corto Icteridae S Sc 1,2,7,10,11,13,17 2,5
Columbina picui cp Torcacita Columbidae S Sc 1,2,4,5,7-13 2,2
Nothura maculosa nm Inambu comun Tinamidae S Sc 1,5,9-11,14,23, 32 2,1
Pitangus sulphuratus ps Benteveo Tyrannidae S Sc 1-3,5,9-13,28 1,9
Agelaioides badius ab Tordo musico Icteridae S Sc 1,2,7,10,11,13 1,7
Molothrus bonaeriensis** mb Moraju Icteridae S Sc 1,2,4,5,7,9,10,13, 14,17 1,5
Sporophila caerulescens sc Corbatita Thraupidae S Sc 1-3,5,10-13 1,1
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Passer domesticus

Embernagra platensis

Vanellus chilensis
Furnarius rufus
Pseudoleistes virescens
Sicalis luteola
Ammodramus humeralis
Turdus amaurochalinus
Mimus saturninus
Sturnella supercilliaris
Turdus rufiventris
Spinus magellanicus
Anumbius annumbi

Saltator coerulescens

Schoeniophylax phryganophilus

Tyrannus savana
Progne tapera

Chordeiles nacunda

pd
ep
ve
fr
pv
s/
ah
ta
ms
Ss
tr
sm
aa

Sco

()

Jo}
ts
pt

cn

Gorrién

Verdon

Tero

Hornero

Pecho amarillo comdn
Misto

Cachilo ceja amarilla
Zorzal chalchalero
Calandria

Pecho colorado
Zorzal colorado
Cabecita negra
Lenatero

Pepitero gris

Chotoy

Tijereta
Golondrina parda

Nancunda

Passeridae

Thraupidae

Charadriidae
Furnariidae
Icteridae
Thraupidae
Emberizidae
Turdidae
Mimidae
Icteridae
Turdidae
Fringillidae
Furnariidae

Thraupidae
Furnariidae

Tyrannidae
Hirundinidae

Caprimulgidae

" ow

»w O u unu unu uo unu nuo nu nuo uo ow

NS
NS

NS

Sc
Sc
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg
Sg

Sg

1,3,5, 14
1-3,9, 11,14, 25
1,3,5,9,29

1-5,7,8, 10, 11, 13, 14
1,2,9,12, 14,17, 26
1-3,5,9-11, 17

1-5, 9-11

1,2,4,7-9
1-3, 5, 10-14

1,10, 11, 21

1,2,4,9

1,8,13

1,3,5,9,10

1,9

1,3,5,10-12, 31
1-5,8,10-13
1,6,10-12

1,12, 30

0,4
0,2
9,0
3,0
1,9
1,7
0,7
0,7
0,6
0,6
0,4
0,2
0,1
0,1
0,1
2,9
2.4

2,1
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Athene cunicularia

Colaptes melanochloros

Falco spaverius
Xolmis cinereus

Elaenia parvirostris

Geothlypis aequinoctialis

Hylocharis chrysura
Melanerpes cactorum
Polioptila dumicola
Synallaxis frontalis
Syrigma sibilatrix

Tapera naevia

ac
cm
fs
xc
epa
ga
hc
mc
pdu
sfr

Ssi

tn

Lechucita vizcachera
Carpintero real
Halconcito colorado
Monijita gris

Fiofio pico corto
Arafero cara negra
Picaflor bronceado
Carpintero del cardén
Tacuarita azul

Pijui frente gris
Chiflén

Crespin

Strigidae
Picidae
Falconidae
Tyrannidae
Tyrannidae
Parulidae
Trochilidae
Picidae
Polioptilidae
Furnariidae

Ardeidae

Cuculidae

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS

1-3,10,12, 14
1-7,11,12
1,2,9,10,12, 27
1,12
1,2,4,6,7,12,13
1-3, 5,6, 12
1,2,12

1,2,6-8

1,4, 6-8

1,4-6, 11,12
1,2, 22

1,3,5-7,10

08
0,5
0,4
0,4
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

1: Raffo et al. (2014). 2: De la Pefia (2011). 3: De la Pefia y Pensiero (2017). 4: Lépez de Casenave et al. (1998). 5: Di Giacomo y Lépez de Casenave (2010). 6: Dardanelli et al.

(2006). 7: Codesido et al. (2009). 8: Blendinger (2005). 9: Reales et al. (2009). 10: Solari y Zaccagnini (2009). 11: Goijman y Zaccagnini (2008). 12: Zaccagnini et al. (2010). 13: Sosa
(2008). 14: Zotta (1940). 15: (Bucher y Nores (1976). 16: Bucher et al. (1991). 17: Bruggers et al. (1998). 18: Ranvaud et al. (2001). 19: Candido Jr et al. (2008). 20: (Dardanelli et al.

(2012). 21: Camperi et al. (1998). 22: Olguin et al. (2017). 23: Serié (1921). 24: Aramburl y Bucher, (1999). 25: Beltzer (1990a). 26: Darrieu et al. (1996). 27: Beltzer (1990b). 28:

Latino y Beltzer (1999). 29: Caballero-Sadi et al. (2007). 30: Beltzer et al. (1988). 31: Salvador et al. (2017). 32: Bump y Bump, (1969).
*Consumo de cotiledones conocido y publicado (ej. Dardanelli et al. 2012).

**Consumo de cotiledones conocido pero no publicado en articulos académicos.

S: aves que incluyen semillas en su dieta, NS: aves que no incluyen semillas en su dieta, Scs: aves con registros publicados de consumos de semillas de cultivos, incluyendo semillas

de soja; Sc: aves con registros publicados de consumos de semillas de cultivos; Sg: aves que consumen semillas en general.

La abundancia aqui es el porcentaje de individuos de la especie considerada con respecto al nimero total de individuos observados en todos los relevamientos.
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Siembra (tarde)

log pi
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za vc cn p'p ts mr r;s zc fr nm ab ah c'p ms mb p't ac cm f'p mcmm sf sl sc xc

Post-siembra (mafana)

log pi

Sy Sg NS Sg Sc NS Sg NS

05

za vc ts mr cp zc nm pt sf mm ps fr sa sc ab ac fp pp ah aa epa ms mb ssi ta xc

0.5+ Emergencia (maiana)

log pi
P

-2.04

-2.54

-3.0

zammvc pp pv sf pt mbcn zc fr abnm cp sl pd ps ac ts pdu sasco ta sp mscmep tr

especies

Fig. 4.4. Rango-abundancia de especies de aves en pre-siembra, siembra, post-siembra y emer-
gencia, considerando parcelas C y T y todos los campos. El nUumero de puntos expresa la riqueza.
En el gje x, las especies se ordenan de mayor a menor abundancia relativa (pi). La pendiente de la
curva formada por los puntos indica el grado de equidad. En cada punto se indica la clasificacién
otorgada para la especie que representa ese punto en cuanto a su ingestion de semillas (NS: no

semillas, Sg: semillas en general, Sc: semillas de cultivo, Scs: semillas de cultivo, incluyendo soja).
aa: Anumbius annumbi, ab: Agelaioides badius, ac: Athene cunicularia, ah: Ammodramus humeralis, cn: Chordeiles na-
cunda, cp: Columbina picui, cm: Colaptes melanochloros, epa: Elaenia parvirostris, ep: Embernagra platensis, fr: Furna-
rius rufus, fs: Falco spaverius, ga: Geothlypis aequinoctialis, hc: Hylocharis chrysura, mb: Molothrus bonaeriensis, mc:
Melanerpes cactorum, mm: Myiopsitta monachus, mr: Molothrus rufoaxillaris, ms: Mimus saturninus, nm: Nothura macu-
losa, pc: Paroaria coronata, pd: Passer domesticus, pdu: Polioptila dumicola, pm: Patagioenas maculosa, pp: Patagioenas
picazuro, ps: Pitangus sulphuratus, pt: Progne tapera, pv: Pseudoleistes virescens, sa: Saltator aurantiirostris, sc: Spo-
rophila caerulescens, sco: Saltator coerulescens, sf: Sicalis flaveola, sl: Sicalis luteola, sfr: Synallaxis frontalis, sm: Spinus
magellanicus, sp: Schoeniophylax phryganophilus, ss: Sturnella supercilliaris, ssi: Syrigma sibilatrix, ta: Turdus amauro-
chalinus, tn:Tapera naevia, tr: Turdus rufiventris, ts:Tyrannus savana, vc: Vanellus chilensis, xc: Xolmis cinereus, za: Ze-
naida auriculata, zc: Zonotrichia capensis.
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Fig. 4.7. Abundancia y riqueza de los diferentes grupos de aves segun su tipo de ali-
mento, presente en que campos con o sin tratamiento en los cuatro periodos estudiados.

Evaluacién de riesgo agudo

Los TER agudos, tanto de las semillas tratadas con imidacloprid (TERs) como de
sus cotiledones (TERc), fueron 18 y 1307, respectivamente, y por lo tanto no se
consideraron como problema para la torcaza. El area de forrajeo problema para las
semillas de soja fue mas pequena que el rango de hogar de la torcaza, pero el tiempo
de forrajeo problema para las semillas de soja fue mayor que el promedio de horas
diarias de luz durante la temporada de siembra de soja (13 h). En los sitios de carga,
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aunque las semillas derramadas/m? fueron mucho mas numerosas que las semillas de

preocupacion (131 semillas), no se lograria un riesgo agudo teniendo en cuenta la tasa

de ingesta de semillas tratadas en cautiverio (estimada en 4 semillas por dia). En el caso

de los cotiledones, el area de forrajeo problema de la torcaza fue mayor que el rango de

la torcaza y el tiempo de preocupacién fue superior a 13 horas (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Ecuaciones, variables y resultados de la evaluaciéon de riesgos de semillas y
cotiledones de soja tratados con imidacloprid para la torcaza.

Variable Ecuacion/Fuente Valor Unidades
TER (indice de =DL50 (mgi.a./kg PC)/[Cls (mg 18 sin unidad
exposicion toxica a  i.a./kg semilla)]*[IMs (kg semilla) /

las semillas de soja  PC (kg)]

tratadas) #

DL50 de torcaza Addy-Orduna et al., 2019 59 mg i.a./kg PC

Cls (concentracion ~ Concentracion de campo 380 mg i.a./kg

de imidacloprid en obtenida en este estudio semilla

semillas de soja)

IMs / PC Masa de ingesta diaria de 0,0083 kg semilla/kg
semillas de soja tratadas con PC
imidacloprid / PC (Addy-Orduna
et al., 2022)

PC promedio de (Addy-Orduna et al., 2019) 127 g

torcaza

TERCc (indice de = DL50 (mg/kg PC) / [Clc (mg 1307 sin unidad

exposicion toxica a  i.a./kg de cotiledon)]*[IMc (kg de

cotiledones de soja  cotiled6n) / PC (kg)]

tratados) A

Clc (concentracion  Concentracion de campo 0,9 mg i.a./kg

de imidacloprid en obtenida en este estudio cotileddn

cotiledones)

IMc / PC Ingesta diaria de masa de 0,0501 kg
cotiledones de soja tratados con cotiledén/kg
imidacloprid / PC (Addy-Orduna PC
et al., 2022)

Area de forrajeo = Semillasprobiema/ [SR*(1-IR)*CE] 0,04 Hectareas

problema para las
semillas de soja®
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Semi”aSproblema
(semillas que
alcanzan la DL50)

Masa de i.a./semilla

Masa de 1 semilla
de soja

SR (Tasa de
siembra)

(1-1R) (Fraccion de
semillas no
enterradas)

CE (Eficiencia en el
consumo)

Area de forrajeo
problema para los
cotiledones & de
soja

Cotiledonesproblema
(cotiledones que
alcanzan la DL50)

Masa de
i.a./cotileddn

Masa de 1 cotiledon

AC (cotiledones
disponibles)

Rango de hogar de
torcazas®

a (coeficiente
alométrico para
aves granivoras)

b (relacién entre la
tasa metabdlica
basal y el peso
corporal)

Tiempo de
forrajero problema

= DL50 (mg/kg PC)*PC promedio
(kg) / (masa de i.a./semilla)

= Cl (mg i.a./kg semilla)*masa de
1 semilla de soja (kg/semilla)

(Addy-Orduna et al., 2022)

densidad de siembra en este
estudio

=1 — (Fraccién incorporada) o
(semillas no enterradas
tratadas/m?) / SR (m?)

(USEPA, 2016)

= CotiledoneSproblema/ (AC*CE)

= DL50 (mg/kg PC corporal)*PC
promedio (kg) / (masa de
i.a./cotiledén)

= |Cc (mg ai/kg cotiledén)*masa
de 1 cotiledén (kg/cotileddn)

(Addy-Orduna et al., 2022)

= 2*(plantulas tratadas/ha)

- a'PC®

(Mace y Harvey, 1983)

(Mace y Harvey, 1983)

= Semi”aSproblema (SemI”aS) / IR
(semillas/h)

131

0,057

0,15

380000

0,09

36,67

40415

0,000185

0,206

724000

11,36

0,05

33

semillas

mg i.a./semilla

semillas/ha

sin unidad

sin unidad

Hectareas

cotiledones

mg
i.a./cotiledén

g

cotiledones/ha

Hectareas

ha/g PC

sin unidad

horas
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para las semillas

de soja®
IR (numero de Inferido para 13 h de luz diaria,a 4 semillas/h
semillas tratadas partir de 0,56 semillas tratadas
con imidacloprid con imidacloprid consumidas en
ingeridas/hora) 2 h de exposicion (Addy-Orduna
et al., 2022)
Tiempo de forrajeo =Cotiledonesproviema(cotiledones)/ 1616 horas
problema para IRc (cotiledones/h)
cotiledones de
sojaPB
IRc (numero de Inferido para 13 h de luz diaria, a 25 cotiledones/h
cotiledones tratados partir de 3,8 cotiledones tratados
con imidacloprid con imidacloprid consumidos en
ingeridos/hora) 2 h de exposicion (Addy-Orduna
et al., 2022)

AAdaptado de EFSA (2009). PAdaptado de USEPA (2016).

Discusion

La evitacion de alimentos en las aves de tierras de cultivo es un factor relevante
en el refinamiento de la evaluacién del riesgo ambiental de los plaguicidas utilizados
para el tratamiento de semillas. El efecto aversivo de los neonicotinoides se ha
observado en estudios experimentales con aves alimentadas con semillas y cotiledones
tratados con neonicotinoides (varios citados aqui), pero la relevancia de dicho efecto en
escenarios de campo no estaba clara. Aqui hemos estudiado el efecto aversivo del
imidacloprid utilizado para el tratamiento de semillas en un escenario de campo en
Argentina, donde el imidacloprid todavia esté en uso. La mayor densidad de semillas no
enterradas que quedan dos dias después de la siembra y el menor dafo en los
cotiledones observado en las parcelas T respecto a las parcelas C pueden responder al
efecto aversivo del imidacloprid en las aves. Ademas, la menor abundancia y riqueza de
aves que comen semillas se observd durante los periodos de siembra y post-siembra,
lo que puede producirse por una evitacion generalizada de utilizar campos recién
sembrados. Sin embargo, este tipo de estudios experimentales en condiciones de
campo pueden verse afectados por muchas variables no controladas que se discutiran
aqui.

Las semillas de soja utilizadas en el experimento se prepararon con la dosis de

aplicacion registrada de imidacloprid para soja, y las concentraciones confirmadas
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obtenidas fueron cercanas a la nominal (90,5%). Esto indica que el tratamiento de las
semillas con el insecticida fue relativamente eficiente. Sin embargo, M'Kay et al. (1999)
reportan niveles de residuos de insecticidas en semillas de tolva por debajo del 30% de
la concentracion nominal. Probablemente las semillas de soja utilizadas aqui pueden
haber perdido una cantidad significativa del insecticida debido a una fuerte lluvia que
cayé 20 h después de la siembra, ya que el imidacloprid tiene una solubilidad
relativamente alta en agua (610 mg/1a 20 ° Cy pH 7; Bonmatin et al., 2015). Ademas,
la densidad de semillas sin enterrar observada en este trabajo fue mayor que la
encontrada por Roy et al. (2019) en campos de soja de EE.UU. (1,94 semillas de
soja/m2). Esta diferencia puede deberse a factores tales como las practicas agricolas
(técnica, velocidad, profundidad y densidad de siembra), el clima (lluvia) y las
condiciones del suelo (de Leeuw et al., 1995).

La primera evidencia de evitacion de semillas causada por imidacloprid en este
estudio es la menor densidad de soja no enterrada observada en las parcelas C que en
las parcelas T, tanto a las 12 como a las 48 h post-siembra. Esto puede sugerir un efecto
aversivo de las semillas tratadas para las aves que impiden el consumo de semillas.
pero no debemos descartar algun efecto de la heterogeneidad del habitat, debido a la
proximidad de algunas partes de los campos a parches de vegetacion arbdrea y
arbustiva que las aves utilizan como refugio mientras se alimentan en campos
adyacentes (Bou et al., 2016). El tiempo transcurrido desde la siembra y el tratamiento
mostré una interaccion significativa, pero contrariamente a nuestras expectativas, la
densidad de semillas no enterradas no siempre fue menor después de 48 h en
comparacion con 12 h después de la siembra. Esto se debié probablemente a la lluvia
ocurrida después de la siembra, que produjo el desenterramiento, arrastre y lavado de
las semillas recién sembradas a areas bajas dentro de los campos. La densidad de
semillas no enterradas fue mayor en las cabeceras que en el interior del campo como

se observo en otros estudios (de Leeuw et al., 1995; Lopez-Antia et al., 2016).

Como se observo para las semillas no enterradas, hubo una menor densidad de
plantulas en las parcelas C que en las parcelas T que pueden responder a la posible
evitacion de semillas o plantulas causada por el imidacloprid en las aves. El porcentaje
de plantulas con algun dafo en sus cotiledones fue claramente mayor en las parcelas
C que en las parcelas T. Este ultimo hallazgo deberia haberse visto menos afectado por
otros factores de confusién, como la densidad inicial de semillas o el efecto de la lluvia
después de la siembra que probablemente desenterré semillas de soja en algunas
partes de los campos. El porcentaje de imidacloprid en cotiledones en el momento de la
evaluacion del dano (0,06-0,24% de la cantidad total aplicada en la semilla) fue bajo en
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comparacion con la cantidad que se espera que sea absorbida y distribuida a la planta
emergida de la semilla, estimada por otros autores en un 2-20% para toda la planta
(Sanchez-Bayo, 2014; Wood y Goulson, 2017), y 0.65-1.18% para las plantulas (Alford
y Krupke, 2017). Esto puede deberse, al menos en parte, al lavado de la semilla causado
por la lluvia después de la siembra. Sin embargo, la concentracién de imidacloprid en
cotiledones medida aqui (0,9 mg/kg) fue mucho menor que la concentracion de
imidacloprid en cotiledones utilizados en exposiciones experimentales en torcazas (33
mg/kg), en las que se observo un promedio de 37% de aversion al cotileddn tratado con
la dosis insecticida pero sin una diferencia significativa con respecto al control debido a
la alta variabilidad en la ingesta de cotiledén (Addy-Orduna et al., 2022). Alguna parte
del dano del cotileddn puede ser causado por el ataque de insectos, pero el porcentaje
de plantulas danadas en las clausuras (1,8%) fue mucho menor que los valores
observados en las parcelas C de los campos evaluados (28,3%), por lo que la mayor
parte del dafo registrado probablemente fue causado por aves.

La abundancia de aves y la riqueza de especies no pudieron evaluarse por
separado dentro de las parcelas C y T debido a la alta movilidad de las aves dentro del
campo Yy la dificultad para diferenciar la frontera entre las parcelas C y T. Sin embargo,
podemos observar que la abundancia y la riqgueza fueron mucho menores durante los
periodos de siembra y post-siembra que en los periodos previos a la siembra y las
plantulas. Esto puede indicar que las aves se alejaron con la presencia de la maquinaria
de siembra, pero también que no se sintieron particularmente atraidas por la
disponibilidad de semillas de soja después de la siembra. Este puede ser otro efecto de
la evitacion de alimentos causada por el imidacloprid, porque las aves pueden evitar el
uso de campos en los que las semillas contenian el imidacloprid aversivo. Los estudios
experimentales en cautiverio han demostrado que las aves expuestas al imidacloprid
tienen mas dificultades para discernir las semillas tratadas y no tratadas cuando la
presencia de tipos de semillas es impredecible, y esto puede aumentar el riesgo de
envenenamiento (Lopez-Antia et al., 2014). Ademas, la exposicién a semillas tratadas
con imidacloprid puede reducir la ingestion de otras fuentes de alimentos debido al
efecto anoréxico de los neonicotinoides (Addy-Orduna et al., 2022; Eng et al., 2019;
Lopez-Antia et al., 2015).

La riqueza de aves encontradas aqui fue algo diferente a la encontrada en campos
de soja de otros estudios (Di Giacomo y Lépez de Casenave, 2010; Goijman y
Zaccagnini, 2008; Leveau y Leveau, 2004; Solari y Zaccagnini, 2009; Zufiaurre et al.,
2016) evaluados en otras épocas del ano y/o en diferentes ecorregiones. Esto

demuestra la importancia de considerar no sélo los cultivos, sino el mes del afo y la
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ecorregion al evaluar la exposicién de las aves a estos pesticidas, dado que factores
como el tipo de cultivo, la heterogeneidad y la estructura lefiosa influyen en la diversidad
de aves en los paisajes agricolas (Wilson et al., 2017).

Algunas de las especies de aves registradas en el estudio y clasificadas como
aves que comen semillas pueden consumir semillas de soja y/o cotiledones, aunque
esto puede no haber sido descrito en la literatura disponible. Por esta razén, el analisis
de la abundancia y riqueza de todas las aves que consumen semillas y cotiledones como
variable de respuesta puede ser una medida conservadora del riesgo de dafno por parte
de las aves. En cualquier caso, la abundancia y riqueza de los tres grupos de aves que
comen semillas, semillas de soja o cotiledones muestran una tendencia similar, con los
valores mas bajos ocurriendo durante la siembra y en el periodo posterior a la siembra.
Curiosamente, hubo un aumento en la abundancia de aves y la riqueza de especies
durante el periodo de plantulas, y especialmente de especies que se alimentan de
cotiledones.

La especie mas abundante fue la torcaza, que ingiere semillas, incluidas las
semillas de soja, pero también puede comer cotiledones de soja (Bucher y Nores, 1976;
Dardanelli et al., 2012; Ranvaud et al., 2001). Esta es probablemente una de las mejores
especies focales para la evaluacién de riesgos de productos fitosanitarios en Argentina,
dado su tipo de dieta, abundancia en la region, facilidad de captura, visualizacion
relativamente fécil en el campo y ecologia y biologia mas conocidas que la de otras aves
locales. De acuerdo con la evaluacion determinista del riesgo realizada aqui con datos
de concentracién de imidacloprid de campo y datos de semillas y cotiledones tratados
ingeridos por torcazas cautivas, su exposicion al imidacloprid a través de semillas de
soja y cotiledones seria insuficiente para alcanzar niveles de riesgo agudo. Ademas, un
refinamiento de la evaluacién del riesgo con la evitacion de semillas causada por el
imidacloprid (29,4% calculado por la diferencia en la densidad de semillas no enterradas
en parcelas C y T) podria producir un menor riesgo en la torcaza. Sin embargo, cabe
sefalar que a veces la ingesta de alimentos por parte de los individuos en cautiverio
puede ser menor que la de las aves en libertad (Addy-Orduna et al., 2019) y que tal vez
la concentracion de imidacloprid en cotiledones en este experimento fue menor de lo
habitual debido al efecto de la lluvia después de la siembra, por lo que estos célculos
podrian subestimar el riesgo. Ademas, otras especies silvestres con tamanos corporales
mas pequefos y / o DL50 posiblemente méas pequefnos que los de las torcazas podrian
verse mas afectadas por la cantidad de imidacloprid contenida en las semillas de soja o
cotiledones. Por ejemplo, la torcacita (Columbina picui) de 50 g de peso corporal (De la
Pefa y Salvador, 2016) y el chingolo (Zonotrichia capensis) de unos 20 g de peso
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corporal (Rey, 1973) fueron pequenas aves observadas dentro del campo después de
sembrar, asi como Nothura maculosa, especie con una DL50 de imidacloprid
probablemente similar a Perdix perdix (14 mg i.a./kg de peso corporal; Gibbons et al.,
2015) o Coturnix japonica (31 mg i.a./kg de peso corporal; Tomlin CDS, 2004) . Estudios
toxicolégicos especificos centrados en estas especies pueden ser necesarios para
cubrir la amplia diversidad de aves que pueden consumir cotiledones tratados y semillas
de cultivos sudamericanos. Finalmente, dado el alto porcentaje de aves que comen
semillas que se encuentran en estos campos de soja, recomendamos mas estudios con
especies sudamericanas pequefias 0 mas sensibles quimicamente que corroboren el

bajo riesgo de imidacloprid como tratamiento de semillas para la soja.

Conclusiones

La mayor densidad de semillas de soja tratadas sin enterrar, el menor dano a las
plantulas tratadas y la menor presencia de aves después de la siembra sugieren un
comportamiento de evitacion de imidacloprid por parte de las aves en el campo. Este
comportamiento, junto con dosis mas bajas del quimico en la soja en comparacion con
otros cultivos, reduciria el riesgo de intoxicacién aguda por imidacloprid a través de
semillas de soja y cotiledones tratados a niveles bajos, al menos para la torcaza.
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CAPITULO 5

Disponibilidad y riesgo para aves en el campo por el consumo de

semillas de maiz, sorgo y soja tratadas con neonicotinoides

133



Resumen

En América del Sur, la investigacién sobre el riesgo de envenenamiento por
ingestién de semillas tratadas con neonicotinoides para las aves es incipiente. Para
contribuir con informaciéon al respecto, el objetivo de este trabajo fue cuantificar la
densidad de semillas que permanecen en el suelo disponible para las aves después de
una siembra de maiz, sorgo y soja en campos comerciales. Cuarenta y tres campos
recién sembrados (16 de maiz, 9 de sorgo y 18 de soja) fueron evaluados mediante
transectas con puntos equidistantes, colocando un anillo metalico (0,25 m?) en cada
punto y contando las semillas no enterradas. Ademads, se registraron mas de 30
variables relacionadas con las caracteristicas y condiciones del campo, del cultivo y de
los aspectos técnicos de la siembra para evaluar su influencia sobre la densidad de
semillas no enterradas. La riqueza y abundancia de aves se estimo6 en 25 de los 43
campos mediante una transecta de 250 m en las cabeceras y una dentro del campo. Se
recolectaron muestras de semillas no enterradas en cada campo para determinar los
residuos quimicos. A 400 torcazas (Zenaida auriculata) donadas por cotos de caza entre
septiembre y diciembre se les realizd6 necropsia para evaluar su dieta (200 aves) y
determinar residuos de neonicotinoides (200 muestras). Se calculd la tasa de exposicion
toxica (TER), como medida para caracterizar el riesgo. La densidad de semillas/m? sin
enterrar difirié significativamente entre cultivos (soja>sorgo>maiz) y entre cabeceras e
interior del campo. Variables como presencia de curvas de nivel, porcentaje de suelo
cubierto con material vegetal, servicio de siembra contratado, dosificador de la
sembradora y densidad de siembra produjeron un efecto significativo en la densidad de
semillas sin enterrar. La riqgueza de las aves que comen semillas fue mayor en las
cabeceras y aument6 al aumentar la densidad de semillas sin enterrar. La abundancia
de aves que comen semillas difirié entre los cultivos, siendo mayor en el maiz.
Imidacloprid fue el neonicotinoide presente en las semillas de los tres cultivos y en mayor
concentracion. Los tractos gastrointestinales evaluados contuvieron semillas de maiz,
sorgo y soja en diferentes proporciones, siendo combinaciones frecuentes maiz-
semillas silvestres y soja-semillas silvestres. Considerando las combinaciones de
semillas de los tractos gastrointestinales con mayor proporcion de los cultivos evaluados
y la concentracién de campo de neonicotinoide en las semillas no enterradas, el riesgo
agudo caracterizado a través del indice TER refinado result6 inaceptable (TER<10) para

combinaciones de semillas que incluyeran maiz y/o sorgo.
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Introduccion

El desarrollo sostenible requiere conciliar las demandas de conservacién de la
biodiversidad y aumentar la produccién agricola (Butler et al., 2007). Las aves que viven
en agroecosistemas forman parte de la biodiversidad agricola y han sido ampliamente
utilizadas como centinelas de la salud de los ecosistemas porque, entre otras cosas,
reflejan la exposicion y los efectos de los contaminantes (Smits y Fernie, 2013). Los
efectos directos e indirectos de los plaguicidas han sido un factor importante en la
disminuciéon de la poblacién de varias aves que viven en agroecosistemas en Europa y
América del Norte (Boatman et al., 2004; Mineau y Whiteside, 2013; Stanton et al.,
2018). Contrariamente, en América del Sur hay poca informacidn sobre la exposicién y
los efectos de los plaguicidas en las aves silvestres, y la medida en que las estan
afectando.

Los tratamientos de semillas previos a la siembra se utilizan ampliamente a nivel
mundial porque minimizan la necesidad de rociar, reducen la exposicion del operador /
productor al ingrediente activo y lo colocan donde sea necesario, reduciendo la tasa de
aplicacion de plaguicida en los cultivos (Prosser et al., 2006). Sin embargo, estos
tratamientos se han asociado con una amplia exposicion e impacto en las aves porque
las semillas volcadas o no enterradas durante la siembra, con alta carga quimica por
unidad, estan disponibles ad libitum sobre el campo para las aves (Gibbons et al., 2015;
Goulson, 2013; Mineau, 2003; Murton, 1963). La eficiencia de la siembra practicamente
nunca es completa y una parte de las semillas permanecen sin enterrar (McKay et al.,
1999b). La cantidad de semillas en la superficie varia con la condicion del suelo durante
la siembra, el tipo y la regulaciéon de la maquinaria, la experiencia del operador y las
posibilidades y decisiones del productor (de Leeuw et al., 1995). Factores como el
rastrojo, la lluvia, el tamano de la semilla, la profundidad de perforacion y la velocidad
de trabajo durante la siembra también afectan el éxito de la siembra (de Leeuw et al.,
1995; Mineau y Palmer, 2013). A su vez, el porcentaje de semillas que quedan en la
superficie del suelo varia entre los cultivos y entre las cabeceras y el interior del campo
(De Snoo vy Luttik, 2004). Las cabeceras suelen tener una mayor densidad de semillas
tratadas en la superficie del suelo que en el interior (Lopez-Antia et al., 2016; Pascual et
al., 1999c) porque es donde se cargan y calibran las maquinas, siendo entonces los

lugares de mayor exposicion para las aves.

Los neonicotinoides son insecticidas sistémicos cominmente utilizados como
tratamiento de semillas para controlar insectos del suelo (Elbert et al., 1990). Su uso

generalizado representa un riesgo para las aves que consumen semillas. Segun Hart et
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al. (1999), los factores que determinan que las aves sean envenenadas con semillas
tratadas son el area sembrada, la toxicidad del plaguicida, la concentracién en la semilla,
la densidad de semillas expuestas, la disponibilidad de alimentos alternativos y la
capacidad de las aves de evitar selectivamente las semillas tratadas. Teniendo en
cuenta estos factores, varias investigaciones de campo en Europa (Bro et al., 2016,
2010; Humann-Guilleminot et al., 2019; Lennon et al., 2019, 2020a, 2020b; Lopez-Antia
et al., 2016; Millot et al., 2017) y América del Norte (Ertl et al., 2018; Hao et al., 2018;
McGee et al., 2018; Roy et al., 2019a; Charlotte L. Roy y Coy, 2020; Turaga et al., 2016)
han contribuido a predecir el riesgo de intoxicacion por ingestion de semillas tratadas
con neonicotinoides para aves en el hemisferio norte. En América del Sur, en cambio,
la investigacion sobre el tema es incipiente. Recientemente, se han realizado algunos
avances en cuanto al riesgo de neonicotinoides utilizados como tratamiento de semillas
para especies de aves sudamericanas a través de estudios de aviario en condiciones
controladas (Addy-Orduna et al., 2022, 2019; Poliserpi et al., 2020) y a escala de campo
experimental para el cultivo de soja en sus primeros estados fenolégicos (capitulo
anterior). Bajo la hipétesis de que la exposicion de aves a neonicotinoides varia entre
cultivos de grano estivales en funcién de la cantidad de semillas que quedan sin enterrar,
la abundancia y riqgueza de aves que comen semillas y la cantidad de neonicotinoides y
de granos ingeridos, los objetivos de este trabajo fueron (1) determinar la densidad de
semillas tratadas que permanecen en el suelo disponible para las aves después de
sembrar maiz, sorgo y soja en campos comerciales; (2) determinar la concentracion de
neonicotinoides de las semillas no enterradas de los cultivos recién sembrados; (3)
determinar la abundancia y riqueza de aves que comen semillas en campos de maiz,
sorgo y soja recién sembrados; (4) evaluar la proporcion de semillas cultivadas vy el
contenido de neonicotinoides en el tracto gastrointestinal (t.g.i. a partir de ahora) de
torcazas (Zenaida auriculata) proporcionadas por cotos de caza ubicados en el area de
estudio; y, finalmente, (5) calcular un indice de riesgo agudo (acute toxicity-exposure-
ratio, TER agudo) usado en las evaluaciones de riesgo europeas como insumo para
caracterizar el riesgo de un plaguicida para aves. Por lo tanto, este trabajo aporta los
primeros datos de campo de Sudamérica para evaluar riesgo agudo de neonicotinoides

en aves.
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Materiales y métodos

Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en dos departamentos de la provincia de Entre Rios, Parana
y Diamante (Fig. 5.1), durante la primavera del hemisferio sur. La mayor parte del
departamento Parana se encuentra en la ecorregiéon Espinal, cuyo paisaje predominante
es plano a llanura suavemente ondulada, ocupada por bosque abierto con estrato
arboreo, arbustivo y herbaceo, bosques riberefios, pastizales y pastizales higréfilos, hoy
en gran parte convertidos en agricultura (Matteucci, 2012a). El departamento Diamante
corresponde a la ecorregion pampeana, que se caracteriza en esta parte por areas
onduladas con pastizales y prados, acompafnados por matorrales y bosques riberefios,
también hoy fuertemente transformados por actividades agricolas (Matteucci, 2012b).

o

Pampa ecoregion

Fig. 5.1. Sitio de estudio. A: mapa de Sudamérica con Argentina marcada. B: Mapa de
Argentina con la provincia de Entre Rios marcada. C: Mapa de la provincia de Entre
Rios con los departamentos de Parana y Diamante y ecorregiones marcadas. El resto
de Entre Rios corresponde a la ecorregion Pampeana. D: mapa de los campos estudia-
dos y sitios de caza.
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La primavera coincide con las fechas de siembra de maiz en septiembre (Maltese
et al., 2019), de sorgo entre octubre y noviembre (Carcedo y Gambin, 2019), de soja en
noviembre y soja tardia en diciembre (Divito et al., 2016; Peltzer, 2001). Generalmente
la soja tardia se siembra sobre rastrojos de trigo (cultivo invernal), denominandose soja
“de segunda”. En esa campana de cultivo (2018/2019), se sembraron en Parana 51.200
ha de maiz, 17.500 ha de sorgo y 148.800 ha de soja. En Diamante, en cambio, se
sembraron 33.600 ha de maiz, 2.700 ha de sorgo y 57.500 ha de soja (MAGyP, 2021).

Relevamiento de semillas y variables de estudio

Para estimar el numero de semillas en la superficie del suelo que permanecen
disponibles para las aves después de sembrar maiz, sorgo y soja, se evaluaron 43
campos comerciales (Fig. 5.1 D). Veinte de ellos estaban ubicados en Parana (8 campos
de maiz, 4 de sorgo, 3 de soja temprana y 5 de soja tardia) y 23 en Diamante (8 campos
de maiz, 5 de sorgo, 5 de soja temprana y 5 de soja tardia). Los agricultores o gestores
de estos campos comunicaron previamente su intencion de sembrar, proporcionaron

informacién y permitieron el muestreo de sus campos.

El relevamiento de las semillas no enterradas fue sistematico con inicio aleatorio.
Las cabeceras y el interior de cada campo se identificaron y midieron utilizando Google
Earth Pro ®. En el campo, el ancho de la cabecera se dividié en dos secciones iguales.
En cada seccion, un numero al azar entre cero y el ancho de la de la seccién en metros
determiné el surco (transecta) a evaluar. Luego, el primer punto de muestra se
establecié a una distancia aleatoria entre cero y la longitud de la cabecera / 30. Los
siguientes 29 puntos de muestra se ubicaron equidistantemente en la transecta (total =
60 puntos de cabecera). En el interior del campo, se establecieron tres transectas con
15, 30 y 15 puntos de muestra equidistantes, respectivamente (total = 60 puntos
interiores). Para establecerlos, la longitud del campo se dividié en 3 partes iguales,
colocando la primera transecta en uno de los lados del interior en la direccion de los
surcos y cubriendo las primeras 2/3 partes de la longitud de interior del campo. La
segunda transecta interior comenz6 al final de la primera y en diagonal, cubriendo gran
parte de ancho del interior. La tercera transecta, iniciada al final de la diagonal, ocup6

las ultimas 2/3 partes del interior en direccion a los surcos (Fig.5.2).
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Fig. 5.2. Esquema del disefio de muestreo con transectas para evaluar el numero de
semillas no enterradas mediante un aro metélico (foto) y las aves en cada sector (cabe-
cera o interior) del campo. Las lineas punteadas blancas representan las transectas
para el relevamiento de las semillas y las lineas continuas negras representan las tran-
sectas para registrar las aves. Las flechas dobles blancas indican la direccion de los
surcos.

En cada punto de muestreo, se colocé un anillo metalico de 0,25 m?2 y se contaron
las semillas expuestas en el suelo del cultivo recién sembrado dentro del anillo. Se
estimé el porcentaje de cobertura del suelo y se registraron artropodos y semillas de
plantas silvestres u otros cultivos dentro del anillo (estas ultimas como posibles variables
explicativas de presencia/ausencia de semillas y de aves). Por otro lado, se registraron
variables relacionadas tanto con las caracteristicas como con las condiciones del

campo, el cultivo, la siembra y el relevamiento (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Variables registradas vinculadas al disefio del estudio, a las caracteristicas y
condiciones del lote, al proceso de la siembra o a aspectos del relevamiento de los 43
campos sembrados con maiz, sorgo o soja en los departamentos Parana y Diamante
de la provincia de Entre Rios.

Variable Escala de Niveles o Descripcion de los niveles y/o Origen de la
medicion unidad detalles de la variable variable
de
medida
Semillas no Puntoy  n°m? Sobre el suelo y disponibles Medido en
enterradas sector del para las aves campo
lote
Departamento Lote 2 Parang, Diamante Imégenes
satelitales
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Variable Escala de Niveles o Descripcién de los niveles y/o Origen de la
medicién unidad detalles de la variable variable
de
medida
Sector Lote 2 Cabeceras, interior Medido en
campo
Sitios de carga Puntoy 2 No, si; si en puntos de lotes Medido en
sector del de maiz y soja 12 campo
lote
Propietarioo  Lote 10 7 de Parana, 3 de Diamante Agentes de
gestor del extensién de
campo INTA
Cultivo Lote 4 Maiz, sorgo, soja de primera Productor y
sembrado (18), soja de segunda (22) corroborado en
campo
Suelo cubierto Puntoy % Promedios: 57% en maiz, Medido en
sector del 44% en sorgo, 53% soja 12, campo
lote 84% soja 22
Superficie del Lote ha Desde 4,6 a 98 ha Imagenes
lote satelitales y
productor
Perimetro del Lote m Desde 1055 m hasta 6041 m Iméagenes
lote satelitales
Labranza Lote 2 No, si; si en 44% lotes de Productor y
maiz, 22% lotes de sorgoy  corroborado en
0% lotes de soja campo
Rastrojo Lote 7 Sin; maiz; sorgo; soja; trigo;  Corroborado
pastura; combinado en campo
(maiz/avena, soja/maiz,
trigo/maiz, trigo/soja,
trigo/avena/maiz,
soja/maiz/trigo)
Tipo de suelo Lote 9 Argiudol acuico, Argiudol Web GeoINTA
cumulico, Argiacuol paquico, y edafélogo
Argiudol renddlico, Argiudol Dante
veértico, Hapludol renddlico, Bedendo de
Hapludol vértico, Peluderte  INTA
argico crémico, Peluderte
argico
Lluvia Lote mm Medida desde dia anteriora Centro
la siembra hasta 4 dias post- meteorol6gico
siembra de INTA
Parana
Curvas de Lote 2 No, si; si en 50% de lotes de Iméagenes
nivel maiz, 44% de lotes de sorgo, satelitales y
100% de lotes de soja de 12 y corroborado en
70% de lotes soja de 22 campo
Forma del lote Lote 2 Con bordes sinuosos: 56%  Imagenes
lotes maiz, 56% lotes sorgo, satelitales y
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Variable Escala de Niveles o Descripcién de los niveles y/o Origen de la
medicién unidad detalles de la variable variable
de
medida
75% lotes soja 12 y 57% lotes corroborado en
soja 22 campo
Proporcion de Lote % Desde 1% hasta 41% del lote Imégenes
cabecera satelitales y
corroborado en
campo
Borde Lote % Desde 0% a 100% de borde Iméagenes
vegetado vegetado en los campos satelitales y
corroborado en
campo
Variedad o Lote 21 BrevantTM DS 510 PWU, Productor
hibrido Dow 22-6 PW Next, Pioneer
P38A57 HR, Pionner,
Sursem 566, Tijereta 621,
Advanta 422, DK61, Don
Atilio Lacar Murphy, SALA
Africano Il, Tobin TOB 62 T,
Credenz 4505, Don Mario
40R16, Don Mario 6.2,
Nidera 5258, Don Mario
3810, Don Mario 4612, Don
Mario 5.9, Nidera 5009,
Nidera 5258, Nidera 5509,
Syngenta SY 5x1 RR
Artrépodos Puntoy 2 No, si; presencia de Medido en
sector del artrépodos vivos: sorgo > campo
lote maiz > soja 22 > soja 12
Rastros de Puntoy 2 No, si; heces, huellas, Medido en
vertebrados  sector del cuevas. Soja 22 > soja 12 =  campo
lote maiz >sorgo
Semillas de Puntoy 2 No, si; soja 22 > soja 12 > Medido en
otros cultivos  sector del sSorgo > maiz campo
lote
Semillas de Puntoy 2 No, si; soja 12 > sorgo > maiz Medido en
malezas sector del > soja 22 campo
lote
Marca Lote 11 Tedeschi, Super Walter Productor y
sembradora WG30, Agrometal TX Mega, corroborado en
PLA, Migra, Agrometal GF-C, campo
Deutz Agroline DS 4300,
Crucianelli Pionner 2123,
John Deer, Pierobon
Multimix, CELE ACTIVA Il
Dosificador Lote 3 Chorrillo (45% de los casos  Web del
sembradora de sorgo), placa (100% de  fabricante y

los casos en maiz y soja, agentes de
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Variable Escala de Niveles o Descripcién de los niveles y/o Origen de la
medicién unidad detalles de la variable variable
de
medida
10% de los casos de sorgo), extension de
mixto (45% de los casos de  INTA
s0rgo)
Siembra Lote 2 No, si; si en 50% de los lotes Productor
contratada de maiz, 56% de los de
sorgo, 62% de los de soja 12
y 26% de los de soja 22
Profundidad de Lote cm Promedios: 4,5 cm maiz, 4,7 Productor
siembra cm sorgo, 3,7 cm soja 12, 3,0
cm soja 22
Densidad de  Lote semillas/ Promedios: 6,48 en maiz; Productor
siembra m? 42,14 en sorgo; 46,56 en soja
12; 47,39 en soja 22
Velocidad de Lote km/h Promedios: 6,3 km/h maiz;  Productor
siembra 6,5 km/h sorgo; 6,5 km/h soja
12; 6.4 km/h soja 22
Neonicotinoide Lote 4 Ninguno, imidacloprid, Analisis de
en semillas clotianidin, tiametoxam residuos
Tratamiento  Lote 2 No, si; si en 100% del maiz, Etiqueta y/o
neonicotinoide 67% del sorgo, 0%de la soja web del
en origen de 12y 21% de la soja de 22 fabricante
Peso promedio Lote g Promedios: 0,325 g maiz; Medido en
semilla 0,027 g sorgo; 0,141 g soja  laboratorio a
sembrada 12; 0,158 g soja 22 partir de las
muestras para
analisis de
residuos.
Fungicidas Lote 2 No, si; 100% correspondié a Andlisis de
encontrados “si” por la presencia de residuos
en las semillas flutriafol, thiram, metalaxyl,
triticonazole, tebuconazole,
difenoconazol y/o
pyraclostrobin en las semillas
Herbicidas Lote 2 No, si; Clortiamid (8% de los Andlisis de
encontrados casos) residuos
en las semillas
Fecha de Lote n° 1a28 Productor
siembra juliana
Hora inicio Lote. 3 Antes de las 10:00 h, entre  Medido en
relevamiento 10:00-14:00 h, después de  campo
de semillas las 14:00 h
Dias entrela Lote. dias Promedios: 1,4 d maiz; 0,2 d Medido en

siembray el
relevamiento

sorgo; 1,2 d soja 12; 1,1d
soja 22

campo
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Relevamiento de aves en los campos y categorizacion tréfica

Las aves fueron registradas en 25 de los 43 campos por medio de una transecta
de faja en la cabecera y otra dentro del campo, ambas de 250 m recorridos en 8 minutos
y cubriendo visualmente un ancho de 20 m a cada lado (Bibby et al., 2000; Ralph et al.,
1996). Las especies se clasificaron en dos categorias segun los antecedentes
bibliograficos de su dieta. Las especies "S" fueron aquellas que consumen semillas y
las especies "NS" las que no consumen semillas. Dentro de la especie "S", se pudieron
diferenciar dos subgrupos: 1) especies con antecedentes bibliograficos que consumen
semillas de cultivos (Sc) y 2) especies que consumen semillas en alguna proporcién de
su dieta, pero sin registros bibliograficos sobre ingestiéon de semillas de cultivos (Sg).

La riqueza se definié6 como el numero de especies por transecta y la abundancia
como el numero de individuos de una especie determinada por transecta. Ambas

variables se determinaron tanto para las especies "S" como "NS".

Analisis del contenido en el tracto gastrointestinal de torcazas cazadas

Dos empresas de caza, una ubicada en el departamento de Paranay la otra en el
departamento Diamante, proporcionaron las torcazas cazadas en dos fechas cada una
para realizar andlisis de contenido y residuos quimicos en buches y mollejas. De esta
manera, contamos con torcazas cazadas en cuatro fechas diferentes: 24 de septiembre,
18 de octubre, 14 de noviembre y 27 de diciembre de 2018. La compafia de caza de
Diamante proporcionoé las torcazas de septiembre y diciembre y la de Parana proveyo
las torcazas de octubre y noviembre.

La necropsia se realizé en 400 torcazas, 100 torcazas por fecha de caza, de las
cuales 50 aves se utilizaron para evaluar el contenido digestivo (dieta) y las otras 50
para el andlisis de residuos quimicos. El muestreo para el analisis de la dieta consistio
en arrastrar todo el contenido del buche y la molleja, por separado, de cada animal con
agua y embolsarlo individualmente en bolsas de plastico etiquetadas, selladas
herméticamente y almacenadas a -20 °C. Una vez descongeladas a temperatura
ambiente, el contenido de las bolsas se transfirié a placas de Petri para su secado (48
h a 50°C). Se peso la masa seca total del contenido en buche y molleja, asi como la de
cada componente ingerido identificado con una lupa. Se estimé la masa humeda de
semillas a partir de los porcentajes de humedad para cada tipo de semilla publicados en
la Bolsa de Comercio de Rosario (BCR, 2018) y en Apéndice G de EFSA (2009).
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Para el analisis de residuos quimicos, el contenido del buche y la molleja de las
torcazas cazadas fue extraido, se identificaron sus componentes a simple vista y fue
envuelto en papel de aluminio con su correspondiente etiquetado. Los paquetes de
papel de aluminio se colocaron en bolsas herméticas (una bolsa/ animal) y se

conservaron a -20°C.

Residuos de plaguicidas

La determinacién de la concentracion de plaguicidas se realizé en las muestras
(0,5 g) de semillas de cada campo evaluado y el contenido de buches y mollejas de las
torcazas cazadas siguiendo el método descrito por Lopez-Antia et al. (2013). El analisis
LC-MS se realizd con un cromatégrafo Agilent 1100 acoplado a un espectrometro de
masas Agilent 6110 Quadrupole LC/MS con fuente multimodo.

Evaluacién de riesgo deterministico

El indice de exposicion tdxica (toxicity-exposure ratio, TER por su sigla en inglés,
Ec. 1 y 2) es una medida para caracterizar el riesgo agudo de un plaguicida (EFSA,
2009; Shore et al., 2005).

TER nivel 1 = DL50 / (NAR - FIR / PC) Ec. 1

Donde:

- DL50: dosis letal 50, en mg i.a./kg PC, para Colinus virginianus: 152 mg
imidacloprid/kg PC (Tomlin CDS, 2004), 2000 mg clotianidin/kg PC (Rexrode et al.,
2003) y 1552 tiametoxam mg/kg PC (Mineau y Palmer, 2013). Para las aves
granivoras pequenas, las DL50 se dividieron por un factor estandar de 10 (EFSA,
2009), dado que se espera mayor sensibilidad a los quimicos en especies de

tamanos corporales menores.

- NAR: tasa de aplicacion nominal del plaguicida, en mg i.a./kg semilla, siendo 4,5 mg
imidacloprid/g semilla, 1,5 mg clotianidin/g semilla y 2,1 mg tiametoxam/g semilla
para maiz, 4,5 mg imidacloprid/g semilla, 3,0 mg clotianidin/g semilla y 1,8 mg
tiametoxam/g semilla para sorgo y 0,4 mg imidacloprid/g semilla) y 0,7 mg i,a,/g
semilla (Addy-Orduna et al., 2019).

- FIR/PC: Tasa de ingesta diaria de campo/peso corporal, estimado en 0,3 y 0,1 para
aves granivoras pequenas y grandes, respectivamente segun EFSA (2009).
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En un primer nivel de evaluacion, si el TER agudo = 10, el riesgo se considera
aceptable. En cambio, si el TER agudo < 10, se debe continuar refinando la evaluacion.
Aqui calculamos el TER agudo de primer nivel de imidacloprid, clotianidin y tiametoxam
en maiz, sorgo y soja. La evaluacién de riesgo de primer nivel para semillas tratadas
supone un escenario de “peor de los casos”’, es decir, supone especies focales
genéricas (especies no reales pero representativas de las especies potencialmente en
riesgo) que se alimentan Unicamente de semillas tratadas recién sembradas con la tasa
de aplicacion nominal del plaguicida. Siguiendo la guia EFSA (2009), las especies
focales genéricas se dividen en “ave granivora mediana o grande” que come semillas
grandes como las de maiz y en “ave granivora pequefia” que come semillas mas
pequenas que las de maiz. Sin embargo, aqui nosotros también calculamos el TER para
“aves pequefias” que comen maiz, dado que se observaron en los campos de maiz
recién sembrados aves pequenas como Zonotrichia capensis 'y Columbina picui (20 y
47 g, respectivamente; Dunning, 2007), entre otras, registradas como consumidoras de
maiz (De la Pefa, 2011).

El refinamiento del analisis de riesgo se puede llevar a cabo en base a diferentes
variables obtenidas en el campo que aproximan la exposicion estimada a los valores
reales que pueden tener las aves en libertad. Una de estas variables es la proporcion
en la dieta de las aves que pueden representar las diferentes semillas de siembra. Aqui,
para el calculo de los TER agudos refinados se utilizé a la torcaza como especie focal,
ya que esta presente en los campos recién sembrados y es prevalente y representativa
del gremio alimenticio. Se consideraron las combinaciones de semillas halladas en los
t.g.i. de las torcazas cazadas en cada batida que incluyeron al menos uno de los tres
cultivos evaluados y en mayor proporcion (peor de los casos en una dieta mixta). Cada
combinacion de semillas se evalué frente a imidacloprid, clotianidin, tiametoxam y sus
combinaciones cuando hubo mas de un componente que podia estar tratado con
neonicotinoide. Interpretando la guia EFSA (2009), el TER agudo refinado puede

calcularse como:

DL50
TER ag ref = {1/PC-Y;[PDi- (DEE /(Y PDi-FEi-(1-MC/100)-AE/100))]-Ci} Ec.2

Donde,
- i componente de la dieta

- DL50: 59 mg imidaclopridkg PC, 4248 mg clotianidin’kkg PC o 4366 mg
tiametoxam/kg PC (Addy-Orduna et al., 2019).Cuando se supuso tratamiento quimico
diferente entre cultivos, la DL50 de la mezcla se calculd como 3 (proporcion de

i.a./DL50)".
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- PC: masa promedio de las 400 torcazas cazadas, en g.
- PDi: proporcion del componente en la dieta (0 a 1).

- DEE: gasto energético diario de un ave no paseriforme, 175,32 kd/dia, calculado
siguiendo el apéndice G de EFSA (2009).

- FEi: contenido energético del alimento, siendo 18,4 KJ/g secos en semillas de cereal
y 21,7 KJ/g secos en semillas silvestres (EFSA, 2009).

- MC: contenido de humedad en el alimento, siendo 14,5% en maiz, 15% en sorgo,
13,5% en soja, 14% en trigo, avena, cebada y colza, y 9,9% en semillas silvestres
(BCR, 2018; EFSA, 2009).

- AE: eficiencia de asimilacion en palomas, tanto de semillas de cereal como silvestres,
76% (EFSA, 2009).

- C: concentracién méaxima hallada en las semillas sin enterrar, en mg i.a./kg semilla.

Analisis de datos

La exploracion de datos se realiz6 siguiendo a Zuur et al. (2010), usando el
software RStudio con la version 4.1.1 del programa estadistico R (R Core Team, 2021).
Para analizar la variabilidad de la densidad de semillas no enterradas se utilizaron
GLMM con distribucion de Poisson inflada en ceros (Tabla 5.2). Los factores fijos por
diserio fueron departamento, sector y sitio de carga. El factor aleatorio por disefio fue la
transecta anidada al lote anidado al propietario.

La abundancia y la riqueza de aves que comen semillas se analizaron mediante
GLMM con distribuciéon Binomial Negativa, incluyendo departamento, cultivo, sector,
labranza, borde vegetado, semillas/m?, presencia de semillas de otros cultivos, de
semillas de malezas y de sitios de carga como factores fijos, y rastrojo como factor
aleatorio.

Todos los analisis se realizaron con el paquete “‘gimmTMB” (Brooks et al., 2017).
Las variables explicativas numéricas fueron estandarizadas y centradas. El ajuste de los
modelos se verificd usando el paquete “DHARMa” (Hartig, 2021). La colinealidad entre
variables se analizé con el paquete “performance” (Lidecke et al., 2021). Los graficos

fueron realizados con el paquete “ggplot2” (Wickham, 2016).
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Tabla 5.2. Modelos estadisticos utilizados para evaluar la incidencia de los diferentes
grupos de variables explicativas sobre la densidad de semillas no enterradas después

de la siembra.

Grupo de varia-
bles explicativas

Modelo

Cultivo + varia-
bles de diseno

Variables relacio-
nadas al lote +
variables de di-
sefio

Variables relacio-
nadas a la siem-
bra + variables de

Semillas/m? ~ Departamento + Cultivo + Sector + Sitio de carga
+ (1|Propietario/Lote/Transecta), ziformula=~1, family= "poisson"

Semillas/m? ~ Departamento + Sector + Sitio de carga + Porcen-
taje suelo cubierto + Superficie lote + Curvas de nivel + Propor-
cion de cabecera + Porcentaje borde vegetado + Forma del lote
+ Labranza + Lluvia + Artrépodos + (1|Variedad) + (1|Rastrojo) +
(1|Tipo suelo) + (1|Propietario/Lote/Transecta), ziformula=~1, fa-
mily= "poisson"

Semillas/m? ~ Departamento + Sector + Sitio de carga + Siembra
contratada + Dosificador sembradora + Profundidad de siembra
+ Densidad de siembra + Velocidad de siembra + Fechas de

disefio siembra julianas + (1|Propietario/Lote/Transecta), ziformula=~1,

family= "poisson"

Variables relacio-
nadas al releva-
miento + varia-
bles de disefio

Semillas/m? ~ Departamento + Sector + Sitio de carga + Dias a
la siembra + Hora inicio relevamiento + (1|Propietario/Lote/Tran-
secta), ziformula=~1, family= "poisson".

Resultados

Semillas disponibles para aves después de la siembra

La densidad de semillas no enterradas fue significativamente mayor en los
campos de soja (soja temprana o 12 y tardia o 22) que en los campos de maiz y sorgo
(p=0,0009; Fig. 5.3A), asi como en cabeceras respecto al interior de los lotes (p<0,001;
Fig. 5.3B). Los promedios de densidades de semillas no enterradas, sin considerar los
puntos de muestreo caidos en sitios de carga, fueron 0,64 (SE=%0,05) semillas/m? en
maiz, 1,35 (+0,14) semillas/m? en sorgo, 3,47 (+0,36) semillas/m? en soja 12 y 3,40
(+0,78) semillas/m? en soja 22. La variable sitio de carga produjeron un efecto
significativo en la densidad de semillas no enterradas (p<0,001), encontrandose
densidades de 480 semillas/m? en el Unico sitio de carga encontrado en maiz y desde
192 hasta 23440 semillas/m? en distintos sitios de carga encontrados en soja de primera.
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Fig. 5.3. Densidad de semillas no enterradas (media + SE) en cada cultivo (A) y en
cabeceras e interior del lote (B), sin incluir los puntos caidos en sitios de carga. Soja

1ra: soja temprana, sembrada sobre barbecho quimico; soja2da: soja sembrada sobre
rastrojo de trigo.

Las variables relacionadas a las caracteristicas y condiciones del campo que
produjeron un efecto significativo sobre la densidad de semillas no enterradas fueron la
presencia de curvas de nivel en el lote (p=0,025; Fig. 5.4A) y el porcentaje de suelo
cubierto (p<0,001; Fig. 5.4B). En cuanto a las variables relacionadas a la siembra, la
densidad de semillas resulté menor cuando la siembra fue contratada (p<0,001; Fig.
5.5A), cuando fue realizada con un dosificador mixto (p<0,001; Fig. 5.5B) y cuando la
densidad de siembra fue menor (p=0.014; Fig. 5.5C). Las variables relacionadas con el
relevamiento (dias desde la siembra hasta el relevamiento y hora de inicio del
relevamiento) no produjeron un efecto significativo en la densidad de semillas no
enterradas (p= 0,7517 y 0,208, respectivamente).
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Fig. 5.4. Densidad de semillas no enterradas (media + error) en lotes sin y con curvas
de nivel (A) y en funcion del porcentaje de suelo cubierto (B), sin incluir los puntos caidos
en sitios de carga.
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Fig. 5.5. Densidad de semillas no enterradas (media + error) sin y con siembra contra-
tada (A) y en funcién del tipo de dosificador de la sembradora (B), sin incluir los puntos
caidos en sitios de carga.

Neonicotinoides en semillas

La totalidad de las semillas de maiz y sorgo estuvieron tratadas con algun
neonicotinoide. El neonicotinoide mas frecuente y presente en los tres cultivos fue
imidacloprid, seguido por la clotianidin y el tiametoxam (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Concentraciones (media + SE, mdxima; mgi.a./kg semillas) de neonicotinoides en
las semillas de los campos evaluados y porcentajes de muestras por cultivo que contu-
vieron imidacloprid (Mimi), clotianidin (Mct) y tiametoxam (Mya).

Cultivo Imidacloprid Mimi Clotianidin Moo  Tiametoxam — Mia
(%) (%) (%)
Maiz 181,5 £ 65,8 54 56,1 £4,0 46 39454 23
375,4 62,5 53,0
Sorgo 599,0 + 197,8 75 159,4 + 0,2 25 16,6 (n=1) 12,5
1166,3 159,6 16,9
Soja 11,0+ 10,7 10 0 0 0 0
21,8

Aves registradas y su categorizacion tréfica

En los 25 campos relevados mediante transecta de faja, se observo un total de
574 individuos, de los cuales el 96% se clasific6 como especies “S”. En cuanto a la
riqueza, se detectd un total de 32 especies de aves, el 75% de las cuales correspondid
a aves “S”. Dentro del grupo de las aves “S” pudieron diferenciarse dos subgrupos: las
especies con antecedentes publicados de consumo de semillas de algun cultivo de
grano (Sc, 58% de las especies “S”) y las especies con antecedentes publicados de
consumo de semillas en general (Sg, 42% de las especies “S”), sin registros

encontrados sobre ingesta de cultivos (Tabla 5.4).

La abundancia de aves “S” difirid entre cultivos, siendo significativamente mayor
en maiz que en sorgo y soja (p=0.003; Fig. 5.6A). También la riqueza de aves “S” fue
mayor en los lotes de maiz que en sorgo y soja, aunque la diferencia no fue significativa
(p=0.059; Fig. 5.6B).

Tanto la abundancia como la riqueza de aves “S” fue algo mayor en Diamante
(11,8 £ 2,9 individuos/transecta; 2,9 + 0.5 especies/transecta) que en Parana (9,4 + 2,7
individuos/transecta; 2,7 = 0.5 especies/transecta). Al contrario de lo esperado, la
presencia de semillas de otros cultivos no implic6 mayor abundancia de aves “S”
(p=0,023; Fig. 5.7A). La riqueza de aves “S” fue mayor en cabeceras que en el interior
de los lotes (p<0,001; Fig. 5.7B) y aumenté en funcién del porcentaje de borde del
campo con vegetacion (p=0,019; Fig. 5.8A) y con la densidad de semillas/m? no
enterradas del cultivo sembrado (p=0,042; Fig 5.8B).
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Tabla 5.4. Aves registradas en los 25 campos evaluados, 12 del departamento Parana y 13 del departamento Diamante.

Especie Cédigo Nombre comun Familia Grupo Subgrupo Referencias de dieta Campo Abundancia
Zenaida auriculata za Torcaza Columbidae Sc 1-5,7,9-16, 18-20 M, SG,SJ 343
Zonotrichia capensis zC Chingolo Emberizidae S Sc 1-5,7-11,13, 14 M, SG,SJ 27
Columbina picui cp Torcacita Columbidae S Sc 1,2,4,5,7-13 M, SG,SJ 22
Saltator aurantiirostris ~ sa Pepitero de collar Thraupidae S Sc 1-4,6-9,11-13 M, SG,SJ 11
Molothrus bonaeriensis mb Moraju Icteridae S Sc 1,2,4,5,7,9,10,13,14,17 M, SG 9
Paroaria coronata pc Cardenal comuan Thraupidae S Sc 1-4,9, 14 M,SG,SJ 9
Pitangus sulphuratus pS Benteveo Tyrannidae S Sc 1-3,5,9-13, 23 M, SG,SJ 7
Leptotila verreauxi Iv Yeruti comun Columbidae S Sc 3, 31 M, SG,SJ 6
Agelaioides badius ab Tordo musico Icteridae S Sc 1,2,7,10,11,13 SG, SJ 3
Sicalis flaveola sf Jilguero dorado Thraupidae S Sc 1-3,5-7,10,11,13,14,17 M 2
Sporophila caerulescens sc Corbatita Thraupidae S Sc 1-3, 5, 10-13 SG 2
Microspingus mm  Monterita Thraupidae S Sc 3, 31 M 1
melanoleucus cabecinegra

Molothrus rufoaxillaris ~ mr Tordo pico corto Icteridae S Sc 1,2,7,10,11,13,17 SG 1
Patagioenas picazuro  pp Paloma Picazuro Columbidae S Sc 1,2,4,5,7,9,12,20 M 1
Vanellus chilensis VC Tero Charadriidae S Sg 1,8,5,9,24 M, SG,SJ 33
Turdus amaurochalinus ta Zorzal chalchalero  Turdidae S Sg 1,2,4,7-9 M, SG,SJ 20
Furnarius rufus fr Hornero Furnariidae S Sg 1-5,7,8,10,11,13, 14 M, SG,SJ 16
Ammodramus humeralis ah Cachilo ceja amarilla Emberizidae S Sg 1-5, 9-11 M, SG, SJ 11
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Especie Cédigo Nombre comuan Familia Grupo Subgrupo Referencias de dieta Campo Abundancia

Nothura maculosa nm Inambd comun Tinamidae S Sg 1,5,9-11, 14, 22, 27 M, SJ 10
Sicalis luteola sl Misto Thraupidae S Sg 1-3,5,9-11,17 M, SG 7
Spinus magellanicus sm Cabecita negra Fringillidae S Sg 1,8,13 M, SJ 5
Schoeniophylax sp Chotoy Furnariidae S Sg 1,8,5,10-12, 31 M 3
phryganophilus

Mimus saturninus ms Calandria Mimidae S Sg 1-3,5, 10-14 M 2
Turdus rufiventris tr Zorzal colorado Turdidae S Sg 1,2,4,9 SJ 1
Tyrannus savana ts Tijereta Tyrannidae NS 1-5,8,10-13 SG, SJ 11
Troglodytes aedon tra Ratona comun Troglodytidae NS 3, 31 SJ 3
Athene cunicularia ac Lechucita vizcachera Strigidae NS 1-3,10, 12, 14 M 2
Chordeiles nacunda cn Nancunda Caprimulgidae NS 1,12,25 SJ 2
Chilorostilbon lucidus cl Esmeralda Trochilidae NS 3,26 SJ 1

ventridorada

Myiophobus fasciatus ~ mf Mosqueta estriada  Tyrannidae NS 2,28 SJ 1
Synallaxis albescens sya Pijui cola parda Furnariidae NS 28 SJ 1
Taraba major tm Chororé Thamnophilidae NS 3,26 SJ 1

La abundancia se midi6 como individuos totales/especie. 1: (Raffo et al., 2014), 2: (De la Pefa, 2011), 3: (De la Pefia y Pensiero, 2017), 4: (Lopez de Casenave et al., 1998), 5:
(Di Giacomo y Lopez de Casenave, 2010), 6: (Dardanelli et al., 2006), 7: (Codesido et al., 2009), 8: (Blendinger, 2005), 9: (Reales et al., 2009), 10: (Solari y Zaccagnini, 2009),
11: (Goijman y Zaccagnini, 2008), 12: (Zaccagnini et al.,2010), 13: (Sosa, 2008), 14: (Zotta, 1940), 15: (Bucher y Nores, 1976), 16: (Bucher et al., 1991), 17: (Bruggers et al.,
1998), 18: (Ranvaud et al., 2001b), 19: (Candido-jr et al., 2008), 20: (Dardanelli et al., 2012), 22: (Serié, 1921), 23: (Latino y Beltzer, 1999), 24: (Caballero-Sadi et al., 2007), 25:
(Beltzer et al., 1988), 26: (Salvador et al., 2017), 27: (Bump y Bump, 1969); 28:(De la Pefia y Salvador, 2016). M, SG, SJ son los campos recién sembrados de maiz, sorgo y
soja, respectivamente, donde se observo la especie. S: come semillas; NS: no come semillas. Sc: consumo probado de semillas de cultivo. Sg: consume semillas en alguna
proporcion.
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Fig. 5.7. Abundancia de especies “S” frente a la presencia de semillas de otros cultivos
sobre el suelo del lote (A) y de la riqueza de especies “S” en cada sector del campo (B).

A L]
7.5

w

(%2

g

&5.0° .. .

[

N

[} L] .

3

g

S A .
25
0.0 - e .

0 25 50 75

% Borde vegetado

100

Riqueza aves S

0.0 25 5.(
log semillas/m2

25
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Contenido alimenticio y quimico en buches y mollejas de torcazas cazadas

La mayor parte de las aves cazadas fueron individuos adultos; sélo 9 individuos
correspondientes a la batida (expedicidon de caza) de diciembre fueron juveniles. a
variable sexo se distribuyé de forma relativamente equitativa entre las batidas (36 a 63%
de hembras y 37 a 67% de machos), alcanzandose en total el 50% de cada sexo. La
masa promedio de las torcazas cazadas fue 125,86 g (DE=+11,56 g). Ningun individuo
se observé caquéctico y el 95% de las aves mostré una musculatura pectoral de 3 a 5
de una escala de medicion de 1 a 5.

La masa ingerida de semillas de los diferentes cultivos vari6 entre batidas (Tabla
5.5). Los valores maximos de peso fresco ingerido calculados fueron 15,36 g de maiz,
11,33 g de sorgo y 7,92 g de soja. El maiz estuvo presente en el t.g.i. del 58%, 40% y
4% de las torcazas batidas en septiembre, octubre y noviembre, respectivamente. El
sorgo se encontré en todas las batidas pero nunca en més del 16% de las aves
evaluadas. La soja sélo se encontr6 en las torcazas de las batidas de septiembre (36%
de los individuos) y de octubre (6% de los individuos). Se encontré trigo en la totalidad
de las torcazas de noviembre y en el 68% de las de diciembre (Tabla 5.5). Considerando
todas las batidas, de los tres cultivos estivales estudiados, el cultivo presente en mayor
porcentaje en el t.g.i. fue el maiz, seguido de la soja y del sorgo (Fig. 5.9).
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Fig. 5.9. Media y error estandar del porcentaje de cada componente considerando todos
los t.g.i. de todas torcazas evaluadas (n=200).

La mayor parte de los t.g.i. presenté combinaciones de semillas (Tabla 5.6), pero

ninguna de semillas de los tres cultivos estudiados juntos. Tampoco una misma
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combinacion de semillas se repitié en las 4 batidas (Tabla 5.6). Considerando las dosis

registradas de neonicotinoides, la combinacién mas peligrosa deberia incluir maiz y

sorgo juntos, encontrada en la batida de septiembre, incluyendo semillas silvestres

(Tabla 5.6). En las batidas de septiembre y octubre se encontraron t.g.i con s6lo maiz.

En cambio, el sorgo y la soja siempre se encontraron acompafnados de otras semillas

(Tabla 5.6). La figura 5.10 muestra un buche con combinacién de semillas de maiz y

silvestres, una de las combinaciones observadas mas frecuentes.

Tabla 5.5. Masa seca promedio por torcaza cazada de cada componente en buche y
molleja y la proporcién media y maxima del componente respecto al contenido total por
ave en las cuatro batidas de Parana y Diamante

Componente  Batida Dto N° de Masa seca (g) Proporcion Proporcién
individuos por ave (%) por ave maxima (%)
(media + SE) (media £ SE) por ave
Maiz Septiembre D 29 4,12 + 0,80 65+6 100
Octubre P 20 0,40 £0,12 756 90
Noviembre P 2 7,79 £ 2,69 66 + 22 88
Diciembre D 0
Sorgo Septiembre D 4 2,26 + 1,36 24 +13 46
Octubre P 1 0,06 29 29
Noviembre P 8 0,87 £ 0,75 7+5 41
Diciembre D 1 9,63 92 92
Soja Septiembre D 19 2,32 £ 0,54 377 89
Octubre P 5 0,06 + 0,01 27 +15 88
Noviembre P 0
Diciembre D 0
Trigo Septiembre D 0
Octubre P 0
Noviembre P 50 7,66 £ 0,48 91 +3 100
Diciembre D 38 1,65+0,45 855 100
Otros cultivos Septiembre D 1 0,10 42 42
(colza, avena, Octubre P 23  0,21+0,06 387 100
cebada) Noviembre P 6 048+045 5+4 26
Diciembre D 4 0,03+0,009 5+3 14
Semillas Septiembre D 48 1,18 £ 0,22 47 + 6 100
silvestres Octubre P 38 0,09+£0,02 54+7 100
Noviembre P 38 0,52 £0,19 62 67
Diciembre D 31 0,28 £ 0,20 27 +£6 100
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Otros (piedras, Septiembre D 45

material Octubre b 48
;/ri%IetthSI,de Noviembre P 50
caracoles, Diciembre D 40
plumas,

invertebrados,

indeterminado)

0,23 £0,03 21+4
0,34 + 0,04 61+5
0,66 *+ 0,24 8+2

0,25+ 0,03 34 +5

90

100

58
93

Dto.: departamento, D: Diamante; P: Parana.

Tabla 5.6. Combinaciones de semillas halladas en los tractos gastrointestinales de las
aves en orden decreciente de frecuencia de aparicion.

Componentes Proporcion  de Casos Batidas
cada (%)
componente (%)

trigo 100 19,3 N, D

trigo - semillas silvestres 99-1 18,2 N, D

semillas silvestres 100 13,5 N, D

maiz - semillas silvestres 99-1 10,9 S,0

soja - semillas silvestres'? 89-11 5,2 S,0

maiz - soja - semillas silvestres 83-13-4 47 S

otros cultivos - semillas silvestres 95-5 47 @)

sorgo — trigo®* 92-8 3,6 N, D

maiz - otros cultivos - semillas silvestres 94-3-3 3,1 @)

trigo - otros cultivos - semillas silvestres 98-1-1 3,1 N, D

Maiz'? 100 2,6 S, 0

maiz - otros cultivos 97-3 2,1 S,0

Ninguna semilla 2,1 0]

sorgo - maiz - semillas silvestres' 45-41-14 1,6 S

trigo - otros cultivos 99-1 1,0 D

maiz - trigo - semillas silvestres?® 89-9-3 1,0 N

soja - otros cultivos - semillas silvestres 15-80-5 1,0 @)

maiz - soja- otros cultivos - semillas silvestres  78-12-5-6 0,5 @)
sorgo - soja - otros cultivos - semillas silvestres? 29-13-29-29 0,5 @)

otros cultivos 100 0,5 O

1Utilizada para la evaluacién de riesgo de la batida de septiembre. 2Utilizada para la evaluacién de riesgo
de la batida de octubre. 3Utilizada para la evaluacion de riesgo de la batida de noviembre. 4Utilizada para la
evaluacion de riesgo de la batida de diciembre. En las combinaciones que involucraron los cultivos
estudiados, las proporciones mostradas corresponden a la combinacién potencialmente mas peligrosa, es
decir, con mayor proporcion del cultivo tratado. Las letras S, O, N, D indican las batidas en que aparecio
esa combinacion de semillas, correspondientes a septiembre, octubre, noviembre y diciembre,

respectivamente.
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Fig. 5.10. Contenido del buche (papel aluminio izquierda) y de la molleja (papel aluminio
derecho) de una torcaza cazada en la batida de septiembre.

El dnico neonicotinoide encontrado en el t.g.i. de 11 de las 200 torcazas en las
que se determiné residuos fue el imidacloprid, presente en todas las batidas excepto en
la de diciembre, alcanzando el 20% de las torcazas de septiembre, el 4% de las de
octubre y el 2% de las de noviembre. La mayor concentracion de imidacloprid en t.g.i.
se observd en un ave de la batida de octubre (Tabla 5.6), correspondiente al
departamento Parana y cuyo componente principal en su buche fue soja. Cinco de las
11 torcazas con imidacloprid tenian el buche vacio, pero con maiz y/o sorgo presente
en sus mollejas. La Unica ave de la batida de noviembre que present6 trazas de
imidacloprid tenia 100% de trigo en su buche y trigo y piedras en su molleja.

Tabla 5.7. Residuos de imidacloprid en buches y mollejas de las torcazas cazadas en
las cuatro batidas.

Batida Concentracion de imidacloprid (mg i.a./kg semilla)

ng B (media+ SE) nu M (media + SE) Ning Cing(media + SE) Cing maxima
Septiembre 1 3,01 8 0,33+0,13 8 0,71+0,37 3,18
Octubre 1 1,73 2 2,33+1,97 2 3,20+2,84 6,04
Noviembre 1 0,03 0 0 1 0,03 0,03
Diciembre 0 0 0 O 0 O 0

B: buches; ng: numero de buches en que se detecto el quimico; M: mollejas; nm: nimero
de mollejas en las que se detectd el quimico; Ning: nUmero de individuos en los que se
detecté el quimico; Cing: concentracion de imidacloprid en el ave.
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Evaluacion de riesgo

La mayoria de los TER de primer nivel obtenidos resultaron en impacto
inaceptable (TER <10), excepto el clotianidin en maiz y el tiametoxam en soja para un
ave granivora grande (Tabla 5.8), requiriéndose, por lo tanto, una evaluacién mas
refinada.

Las combinaciones seleccionadas para calcular el TER refinado fueron maiz solo
(“100M”) en las batidas de septiembre y octubre, y maiz-trigo-semillas silvestres
(“89M_9T _3SIL”) en la batida de noviembre. En la batida de diciembre no se encontré
maiz en los t.g.i. (Tabla 5.5). Para sorgo, las combinaciones evaluadas fueron sorgo-
maiz-semillas silvestres (“45SG_41M_14SIL”) hallada en septiembre, sorgo-soja-otros
cultivos-semillas silvestres (“29SG_13SJ_29*OC_29SIL”) hallada en octubre, y sorgo-
trigo (“92SG_8T”) hallada en noviembre y diciembre. Para soja, la combinacion evaluada
fue soja-semillas silvestres (“89SJ-11SIL”) hallada sé6lo en septiembre y octubre, cuyo
TER refinado fue 27,21 para la torcaza. Todas las combinaciones se evaluaron frente a
los tres neonicotinoides, obteniéndose TER agudo refinado <10 en todas las
combinaciones que involucraron maiz y/o sorgo (Fig. 5.11), y con imidacloprid al menos

en uno de los componentes de la dieta mixta.

Tabla 5.8. Valores TER de cada neonicotinoide en los tres cultivos para las especies
focales genéricas de la evaluacion de primer nivel.

Especie focal genérica Cultivo Neonicotinoide TER nivel 1
Ave granivora pequena Maiz IMI 0,01
CLO 0,44
TMX 0,25
Sorgo IMI 0,01
CLO 0,22
TMX 0,29
Soja IMI 0,13
TMX 0,74
Ave granivora grande Maiz IMI 0,34
CLO 13,3
TMX 7,39
Sorgo IMI 0,34
CLO 6,67
TMX 8,62
Soja IMI 3,8
TMX 22,17
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Fig. 5.11. Valores de TER agudo refinado de los neonicotinoides para las composiciones
de dieta halladas en los t.g.i. de las torcazas de las distintas batidas (S: septiembre, O:
octubre, N: noviembre, D: diciembre). 100M: 100% de maiz con la dosis maxima de
imidacloprid encontrada en las semillas no enterradas (375,4 mg i.a./kg semilla). 89M
9T_3SIL: 89% de maiz, 9% de trigo y 3% de semillas silvestres ingeridas, considerando
al maiz tratado con 375,4 mg imidacloprid’kg semilla hallada en el campo.
455G_41M_14SIL: 45% de sorgo, 41% de maiz y 14% de semillas silvestres ingeridas;
1: sorgo y maiz tratados con imidacloprid en las dosis maximas halladas en las semillas
no enterradas después de la siembra (1166 y 375,4 mg i.a./kg semilla, respectivamente);
2: sorgo tratado con imidacloprid (1166 mg i.a./kg semilla) y maiz tratado con clotianidin
(62,5 mg i.a./kg semilla) o tiametoxam (53 mg i.a./kg semilla); 3: sorgo tratado con clo-
tianidin (159,6 mg i.a./kg semilla) y maiz tratado con imidacloprid (375,4 mg i.a./kg se-
milla); 4: sorgo tratado con tiametoxam (16,9 mg i.a./kg semilla) y maiz tratado con imi-
dacloprid (375,4 mg i.a./kg semilla). 29SG_13SJ_290C_29SIL: 29% sorgo, 13% soja,
29% otros cultivos y 29% semillas silvestres; sorgo tratado con imidacloprid (1166 mg
i.a./kg semilla) y soja tratada (21,8 mg i.a./kg semilla) o sin tratar con imidacloprid.
92SG_8SIL:92% sorgo y 8% semillas silvestres; sorgo tratado con imidacloprid (1166
mg i.a./kg semilla).

Discusion

Todos los campos evaluados presentaron semillas sin enterrar después de la
siembra. La mayor densidad de semillas no enterradas y disponibles para las aves se
encontré en campos de soja, seguidos por campos de sorgo y, por ultimo, de maiz, con
mas semillas en las cabeceras que en el interior de los campos, y explicados por la
presencia de sitios de carga, por variables relacionadas a las caracteristicas del suelo
(grado de cobertura) y del relieve (curvas de nivel), asi como de la propia siembra
(contratada o no, tipo de dosificador, densidad de siembra). El imidacloprid fue
detectado en mayor concentracion que clotianidin y tiametoxam en las semillas no
enterradas de los tres cultivos. En cuanto a las aves presentes dentro de los campos, la
mayor parte se clasific6 como comedora de semillas (aves “S”), siendo mas abundantes

en los campos sembrados con maiz que en los de sorgo y soja, y con un mayor numero
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de especies en cabeceras que en el interior de los campos. La riqueza de aves “S” se
vio influenciada por el porcentaje de bordes con vegetacion arbustiva y/o arbérea y por
la cantidad de semillas del cultivo no enterradas luego de la siembra. Aunque ausente
en los t.g.i. de las torcazas batidas en diciembre, el maiz estuvo presente en mayor
proporcién, seguido por la soja y por el sorgo. El Unico neonicotinoide hallado en los
t.g.i. fue imidacloprid, cuya concentracibn maxima se obtuvo en una torcaza cazada en
octubre y al que se atribuyen los valores de TER refinados <10 de las combinaciones

de semillas ingeridas que incluyeron maiz y o sorgo.

También Roy et al. (2019) obtuvieron densidades de semillas sin enterrar mas
altas en soja que en maiz en campos de USA, aunque con valores medios menores a
los aqui obtenidos, siendo en su caso 1,04 y 0,07 semillas/m? de soja y maiz,
respectivamente. Por su parte, McGee et al. (2018) obtuvieron una densidad de semillas
de maiz sin enterrar en campos de USA aln menor, llegando sélo a 0,02 semillas/m?.
La menor densidad de semillas de maiz sin enterrar respecto a las de sorgo y soja se
podria explicar por su mayor costo econdmico respecto al sorgo y a la soja, lo cual
implica que generalmente se tomen todos los recaudos posibles para evitar pérdidas y
lograr una eficiencia de siembra alta. La mayor cantidad de semillas en cabeceras que
en interior de los campos se ha observado en otros trabajos de campo trabajos (de
Leeuw, 1995; Rosie J Lennon et al., 2020; Lopez-Antia et al., 2016; McKay et al., 1999b)
y suele deberse a posibles pérdidas durante el giro de la maquinaria en las esquinas, a
la superficie frecuentemente mas irregular en los bordes y a que los sitios de carga y
limpieza de la sembradora suelen realizarse alli, creandose asi “puntos calientes” de
especial atraccion para las aves (EFSA, 2009). La mayor densidad de semillas sin
enterrar en campos con curvas de nivel que sin ellas también evidencia la mayor
dificultad de incorporacion de las semillas al suelo en superficies con desniveles. El
efecto inversamente proporcional del porcentaje de suelo cubierto respecto a la
densidad de semillas sin enterrar se podria explicar por la menor visibilidad de las
mismas cuando el suelo no esta desnudo y, quizas también en esos campos con
cobertura haya mas animales que pueden retirar las semillas no enterradas. En cuanto
a las variables propias de la siembra, los campos en los que se contratd la siembra
mostraron menor cantidad de semillas sin enterrar, posiblemente debido a que
generalmente quienes brindan servicios de siembra tienen mucha experiencia en la
tarea y cuentan muchas veces con maquinaria actualizada. El tipo de dosificador de la
sembradora también mostré un efecto en la densidad de semillas sin enterrar, siendo el
dosificador tipo “chorrillo” asociado a una mayor densidad de semillas sin enterrar. Esto

se explica porque el mecanismo de embrague para pasar la maquina de la posiciéon de
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siembra (vertido de semillas) a la posicién de traslado (no vertido de semillas) al girar
en las cabeceras es mas lento en los sistemas a chorrillo, dejando la posibilidad de que
caigan algunas semillas hasta que la posicién de traslado se efectiviza (Ricardo De Carli,
INTA Crespo, com. pers.). Por otra parte, se espera que la densidad y profundidad de
siembra influya sobre la densidad de semillas sin enterrar. La densidad de siembra tuvo
un efecto proporcional sobre la densidad de semillas sin enterrar (menor densidad de
siembra, menor densidad de semillas sin enterrar), explicando el orden decreciente
soja>sorgo>maiz de semillas sin enterrar de acuerdo a su densidad de siembra media
(46,98 semillas/m?, 42,14 semillas/m? y 6,48 semillas/m? de soja, sorgo y maiz,
respectivamente, segun Tabla 5.1) Aunque la profundidad de siembra aqui no produjo
un efecto significativo sobre la densidad de semillas sin enterrar, la soja fue el cultivo
con menor profundidad de siembra media (ver Tabla 5.1), sugiriendo la influencia de
esta variable sobre la densidad de semillas sin enterrar, como mostraron Pascual et al.
(1999).

De los tres neonicotinoides evaluados en las semillas no enterradas recolectadas
en el campo, imidacloprid fue el Unico encontrado en los tres cultivos, mostrando
mayores dosis respecto a clotianidin y tiametoxam (Tabla 5.3), sugiriendo un mayor uso
de este compuesto respecto a los otros y/o debido a sus dosis de aplicacion registradas
(NAR) mas altas que las de clotianidin y tiametoxam. En todos los casos, las
concentraciones halladas fueron considerablemente menores a las nominales,
indicando baja eficiencia en el tratamiento de semillas, lavado o, mas probablemente,

relativa rapida degradacion inicial de estos quimicos en el ambiente (Roy et al., 2019a).

La riqueza de aves result6 mayor en cabeceras que en el interior de campos, de
forma similar a lo que observaron Di Giacomo y Lopez de Casenave (2010) en campos
de soja y alfalfa de Argentina. A pesar de ser la semilla mas grande de los tres cultivos
y con densidades menores de semillas no enterradas, los campos de maiz mostraron
mayor abundancia de aves que comen semillas que los de sorgo y soja. Esto coincide
con el trabajo de Roy y Coy (2020), en el cual la abundancia de aves en derrames
simulados también fue mayor con maiz que con soja. Varias especies de aves aparecen
como comedoras de maiz en la bibliografia consultada. Entre ellas aparecen, ademas
de palomas como Zenaida auriculata, Patagioenas maculosa, P. picazuro, Leptotila
verreauxi 'y Columbina picui, paseriformes tales como Agelaioides badius, Molothrus
bonariensis, M. rufoaxillaris, Paroaria coronata, Saltator aurantiirostris, Sicalis flaveola'y
Zonotrichia capensis, entre otras (De la Pena y Pensiero, 2017). Esto indicaria que
también aves de tamano corporal pequefio pueden ingerir semillas de maiz, en

contraposicion con la idea comunmente considerada que “aves grandes comen semillas
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grandes” y “aves pequefias comen semillas pequefas” utilizadas en las evaluaciones
de riesgo (EFSA, 2009).

Los contenidos de los t.g.i. evidenciaron que las torcazas consumen semillas de
los tres cultivos estudiados durante la ventana de tiempo (septiembre a diciembre)
coincidente a su siembra, junto con cereales de invierno recién cosechados cuyas
semillas quedan en los rastrojos. Las torcazas donadas fueron cazadas generalmente
a lo largo de una salida de caza, la cual podia iniciarse desde el amanecer, cuando las
aves salen de sus dormideros. Por lo tanto, no nos fue posible dividir las aves segun el
momento del dia en que fueron cazadas. Los buches que encontramos vacios
probablemente se debieron a que el ave fue cazada justo al salir del dormidero, antes
de iniciar su primera ingesta del dia. Pero cabe mencionar que 5 de las 11 aves que
presentaron imidacloprid en su t.g.i., tenian el buche vacio y maiz y sorgo en sus
mollejas, hecho que puede sugerir un efecto anoréxico del imidacloprid, el cual ha sido
probado en torcazas cautivas expuestas a semillas tratadas con imidacloprid (Addy-
Orduna et al., 2022). La torcaza con la maxima dosis de imidacloprid provino de la batida
de octubre, mes 6ptimo para la siembra del sorgo. El promedio de imidacloprid en los
t.g.i. de las torcazas fue 1,097 mg i.a./kg semilla, valor cercano a 0,082 mg i.a./kg
encontrado en contenidos digestivos de perdices rojas (Alectoris rufus) cazadas en
Esparia, pero menor a los valores de imidacloprid encontrados en buches y mollejas de
perdices grises (Perdix perdix, 15,0 mg i.a./kg) y palomas (Columba palumbus, Columba
livia y Columba oenas, 34,7 mg/kg) muertas o moribundas por intoxicacién con
imidacloprid en Francia (Millot et al., 2017).

La cantidad maxima de maiz y sorgo encontrada en los t.g.i. (15,4 g de maiz y
11,3 g de sorgo) superé la masa de maiz y sorgo que alcanza la DL50 considerando las
dosis maximas registradas para imidacloprid (1,7 g de semillas tratadas, tanto para maiz
como para sorgo; Addy-Orduna et al., 2019). Por lo tanto, ante ausencia de aversién al
quimico, las torcazas podrian facilmente ingerir una dosis letal consumiendo maiz o
sorgo tratados. Esto explica los valores de TER pequefos, que implican riesgo agudo
probable, hallados en combinaciones de semillas que involucraron maiz y/o sorgo
tratados con imidacloprid. Clotianidin y tiametoxam, en cambio, requeririan mayor
cantidad de semillas de maiz y sorgo que la hallada en los t.g.i. de las torcazas cazadas
para alcanzar las DL50, explicandose asi sus valores de TER>10 (riesgo agudo
improbable). En los casos de TER refinado <10 obtenidos que involucraron al
imidacloprid en semillas de maiz y/o sorgo es necesario aclarar que la posible evitacién
del quimico en el campo no estd incluida directamente en el analisis. Suponiendo que

la tasa de ingesta en cautiverio de semillas de sorgo tratadas (0,04 g de sorgo/h; Addy-
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Orduna et al., 2022) se puede extrapolar al campo, a un dia con 13 h de luz solar (1,04
g/dia), el TER calculado, considerando dicha ingesta y la concentracién de imidacloprid
en sorgo maxima hallada en el campo (1166,3 mg/kg), aumentaria a 6,18, pero seguiria
siendo un TER<10, indicando probabilidad de intoxicaciéon aguda. Pero interpretar los
datos de evitacién de cautiverio y evaluar sus implicancias para el riesgo en el campo
es dificil e incierto (EFSA, 2009). Lo mas apropiado seria, dado que se cuenta con
antecedentes de evitacion de neonicotinoides en cautiverio, evaluar la evitacion de las
aves a semillas de sorgo y maiz en el campo para asi caracterizar el riesgo con mayor

certeza.

Conclusiones

Todos los campos presentaron semillas no enterradas después de la siembra
(soja>sorgo>maiz), constituyendo una ruta de exposicion a neonicotinoides para las
aves que comen semillas. La mayor densidad de semillas no enterradas se vio en el
cultivo de soja, el cual fue el menos tratado con neonicotinoides. Imidacloprid fue el
neonicotinoide presente en las semillas de los tres cultivos y en mayor dosis. Por otra
parte, la mayor parte de las aves observadas en los campos comen semillas, estando
potencialmente expuestas a intoxicacién por neonicotinoides, aumentado su riqueza en
las cabeceras y siendo mas abundantes en cultivos de maiz que en sorgo y soja. La
torcaza resultd una buena especie focal para evaluar riesgo agudo, ya que sus t.g.i.
contuvieron semillas de los tres cultivos, permitiendo estimar el riesgo agudo a traves
del indice TER refinado al considerar las proporciones ingeridas reales de cada tipo de
semilla. Sin considerar la evitacién de estos quimicos por las aves, los valores de TER
refinados obtenidos de combinaciones de semillas que incluyeron maiz o sorgo

indicarian un riesgo agudo inaceptable para la torcaza.
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Los resultados de las investigaciones apoyaron la hip6tesis general respecto a
que el peligro de los “curasemillas” neonicotinoides para las aves granivoras aumenta
en la medida que aumenta su toxicidad, puesto que el insecticida neonicotinoide que
presenté mayor toxicidad aguda (menor DL50 y méas signos de intoxicacién) de los tres
evaluados, el imidacloprid, evidencié también mayor peligro agudo (capitulo 1). Pero, a
su vez, ese peligro a dosis bajas de imidacloprid sin aditivos implicé efectos en el
comportamiento antipredador en la estrategia pasiva del mismo, disminuyendo el tiempo
del agachamiento y aumentando el tiempo de la vigilancia en las aves tratadas, sin
aparentemente afectar las respuestas activas de huida en respuesta a estimulos
amenazantes (capitulo 2). En cuanto a la hipétesis general respecto a que la exposicion
de las aves a “curasemillas” neonicotinoides aumenta en la medida que aumenta la
cantidad de quimico ingerido permanecié vigente, teniendo en cuenta que la cantidad
ingerida disminuy6é con el comportamiento de evitacion de torcazas en cautiverio,
aunque no fue suficiente para evitar la muerte de algunas de las expuestas a sorgo
tratado (capitulo 3). En el caso de la soja a campo, el imidacloprid produjo rechazo en
las aves que comen semillas y cotiledones de ese cultivo, disminuyendo asi la
exposicion de las aves al quimico (capitulo 4). Por otro lado, las semillas no enterradas
después de la siembra de maiz, sorgo y soja, dado su relativo alto numero, constituyeron
una posible ruta de exposicion a neonicotinoides para las aves que comen semillas,
siendo el maiz y el sorgo los cultivos que presentaron mayor riesgo agudo, dado que
fueron semillas ingeridas por aves como la torcaza y que son tratados con dosis

relativamente altas de neonicotinoide (capitulo 5).

El imidacloprid resulté 70 veces mas téxico que clotianidin y tiametoxam en
torcazas y la mortalidad ocurri6 mas rapido con imidacloprid que con clotianidin y
tiametoxam. Esta diferencia de toxicidad aguda entre neonicotinoides fue mayor a la
observada en la bibliografia para otras especies (Tabla I1), y podria explicarse por las
diferencias en la estructura molecular, ya que el imidacloprid tiene un cloropiridiimetilo
de 1° generacioén y clotianidin y tiametoxam tienen clorotiazolilmetilos de 2° generacion
(Wang et al., 2018). Probablemente, la amina del imidacloprid cause la diferencia en la
toxicidad, puesto que las aminas aromaticas de 5 miembros (farmacéforo del
imidacloprid) son mas téxicas y estables que otras aminas mas reactivas (Fig. 11). A su
vez, la similitud de toxicidad entre clotianidin y tiametoxam podria explicarse por su
parecido en la estructura quimica, siendo el clotianidin resultante de la metabolizacién
del tiametoxam (Ford y Casida, 2006). Esta diferencia de toxicidad entre neonicotinoides
mostrd una relativa alta sensibilidad de la torcaza al imidacloprid, con un valor de DL50
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muy cercano al hallado por Poliserpi et al. (2020) en tordos musicos (Agelaioides

badius), especie paseriforme de menor tamano corporal que la torcaza.

Aunque los signos de intoxicacién pudieron registrarse y analizarse luego del
gavage (administracién por sonda) en las torcazas, el disefio estandarizado de la OECD
(2009) usado en el capitulo 1 para la determinacion de la DL50 presenté limitaciones
para una evaluacion de signos de intoxicacion para cada una de las dosis probadas
debido a que algunas dosis implicaron sé6lo un individuo, teniendo que categorizarse las
dosis en rangos para realizar los andlisis sobre el inicio y la intensidad de los signos de
intoxicacion. De todos modos, pudo caracterizarse la alteracion neurocomportamental
(signos de intoxicacion) causada por neonicotinoides y constatarse la aparicién de los
primeros signos siempre antes de las dos horas posteriores a la ingestién de la dosis en
los tres insecticidas, indicando una relativa rapida absorcidén de los neonicotinoides en
las torcazas. Esta rapida absorcion de neonicotinoides también pudo ser observada en
los tordos musicos, en los cuales se indica una absorcion de imidacloprid antes de las
4 horas de ingerir la dosis, con aparicidn de signos de intoxicacién dentro de los primeros
5 minutos posteriores al gavage (Poliserpi et al., 2021). En torcazas, todas las aves a
las que se le administré imidacloprid por gavage (capitulo 1) o a través de semillas de
sorgo tratadas (capitulo 3) mostraron alteraciones neuroconductuales. El tiametoxam
también produjo alteraciones neurocomportamentales en todas las torcazas dosificadas
por gavage y en la mayoria de las torcazas expuestas a semillas tratadas. El clotianidin,
por su parte, produjo signos de intoxicacion en el 94% de las torcazas dosificadas por
gavage y en igual porcentaje que el tiametoxam en el caso de semillas de sorgo tratadas
(62,5%). Por lo tanto, imidacloprid fue el neonicotinoide que produjo signos de
intoxicacion con mayor frecuencia e intensidad, pero los signos de intoxicacion duraron
mas tiempo con clotianidin y tiametoxam que con imidacloprid luego del gavage. En
cambio, la duracion de los signos de intoxicacién en torcazas expuestas a clotianidin y
tiametoxam a través las semillas tratadas de sorgo fue menor a la de las torcazas
expuestas a semillas de sorgo con imidacloprid (Fig. 3.6), a pesar que la administracion
via sonda impide la absorcion del quimico a través de la mucosa oral, disminuyendo,
por lo tanto, las superficies de absorcién del tracto gastrointestinal (Vandenberg et al.,
2014). Por el contrario, las semillas y cotiledones de soja tratados con neonicotinoide no
produjeron alteraciones neurocomportamentales en las torcazas cautivas expuestas,
mostrando la importancia de la dosis, la forma de administracién del quimico y de las
preferencias alimenticias de las aves para la manifestacion de las alteraciones

neurocomportamentales.
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El efecto anoréxico de los neonicotinoides se observé tanto via gavage dentro de
los primeros tres dias después de la dosificacion como via semillas (sorgo y soja)
tratadas. Con cotiledones tratados, el efecto anoréxico se observé después del periodo
de exposicion a los mismos, es decir, como un efecto no inmediato. En general, los
neonicotinoides redujeron el peso corporal de manera reversible pero este efecto varié
a veces con la forma de administracion y con el tipo de comida tratada. La exposicion a
clotianidin y a tiametoxam tanto via sonda como a travées de semillas de sorgo tratadas
produjo disminucion del peso corporal en las torcazas. En cambio, imidacloprid produjo
reduccion del PC sélo a través de las semillas de sorgo, no via sonda. Este efecto
variable del imidacloprid sobre el PC segun la forma de administracién también se puede
ver también comparando otros trabajos, pero los resultados de la comparacion resultan
inversos a los obtenidos aqui. EI PC de perdices rojas (Lopez-Antia et al., 2014) y mirlos
(Avery et al., 1993) expuestos a semillas tratadas con imidacloprid no se redujo
significativamente, pero si el PC de gorriones de corona blanda dosificados con
imidacloprid mediante sonda (Eng et al., 2019). Por lo tanto, a diferencia del clotianidin
y el tiametoxam, el efecto sobre el PC del imidacloprid en las aves es variable.

El efecto del imidacloprid sobre el comportamiento antidepredador de las perdices
fue la accidon excitante del quimico sobre los comportamientos pasivos y una falta de
efecto perceptible sobre los comportamientos de huida (capitulo 2). Posiblemente, los
nAChR de las aves estén involucrados en comportamientos similares a la ansiedad
como ocurre en mamiferos (Picciotto et al., 2001) y esto explique el efecto excitante del
imidacloprid a dosis bajas observado en las perdices al estimular los receptores
nicotonicos sin llegar a bloquearlos por completo. Ademas, cabe destacar que ninguna
perdiz mostr6 signos de intoxicacion tales como ataxia o una posicion caracteristica de
la intoxicacidbn observada en torcazas (caminata descoordinada, ave “sentada” y
“‘esponjada’, ave “tendida”). Dado que en el experimento con perdices realizado en esta
tesis se utilizé imidacloprid grado técnico y no una formulacién comercial y que fue
administrado via gavage en vez de alimento tratado, mas pruebas serian necesarias
para profundizar sobre las consecuencias en el campo del efecto excitatorio de los

neonicotinoides sobre las aves.

Las semillas (sorgo y soja) tratadas con neonicotinoides produjeron una fuerte
evitacion en las torcazas cautivas (capitulo 3), pero la evitacion del sorgo tratado no
previno la intoxicacion y la muerte. Esto respaldaria la idea de Mineau y Palmer (2013)
y Goulson (2013) sobre que la evitacidon de semillas tratadas no mitiga un riesgo
toxicolégico alto, como seria el caso de semillas de sorgo tratadas. Por otro lado, las
semillas y cotiledones de soja no fueron apetecibles para muchas de las torcazas
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cautivas. Por tanto, la concentracién de neonicotinoides y las preferencias de las
torcazas hacen que el sorgo sea mas peligroso que la soja. El neonicotinoide (i.a. y
formulacién), la dosis y el tipo de alimento resultan, entonces, clave para la magnitud

del riesgo toxicoldgico resultante.

A pesar de la cantidad de factores que inciden y las limitaciones metodoldgicas
del trabajo de campo, la densidad de las semillas de soja y el dafo en cotiledones
pudieron mostrar la evitacién de las aves al imidacloprid en el campo: las aves pueden
evitar parcialmente las semillas de soja tratadas con imidacloprid en el campo y el dafo
por aves en las plantulas de semillas tratadas con imidacloprid es menor que en
plantulas sin imidacloprid en el campo (capitulo 4). Por lo tanto, estos resultados difieren
de lo obtenido en el experimento con torcazas cautivas (capitulo 3), las cuales no
produjeron una diferencia significativa en el dafo sobre los cotiledones tratados con
neonicotinoide respecto a los controles. Estos hallazgos marcan la importancia de los
trabajos de campo para corroborar o rebatir la informacion recabada en experimentos
en jaulas con aves, ya que las mismas suelen presentar diferencias en cuanto a sus
preferencias alimenticias y comportamientos a causa de los menores requerimientos
energéticos del cautiverio y el posible estrés por el encierro. Por otro lado, dada la gran
extensién del cultivo de soja en nuestro pais, el bajo riesgo agudo de imidacloprid en
semillas y cotiledones de soja para las torcazas es un resultado positivo en términos

ambientales.

De todas formas, dada su cantidad, las semillas no enterradas después de la
siembra de maiz, sorgo y soja constituyen una ruta de exposicién a neonicotinoides para
las aves en los campos entrerrianos, quedando mas semillas sin enterrar después de la
siembra de soja que de la de sorgo y maiz. Entre otras variables, las diferencias de nivel
en el terreno y la densidad de siembra influyeron en la cantidad de semillas no
enterradas. La mayor densidad de semillas sin enterrar con densidades de siembra
mayores fue un resultado esperado y también presentado por Pascual et al. (1999d) al
comparar la densidad de siembra con la densidad de semillas no enterradas en
experimentos de campo. La presencia de curvas de nivel es una variable que, segun
nuestro conocimiento, no habia sido considerada. Relacionada a las condiciones del
suelo, la presencia de curvas de nivel es un indicador de diferencias de niveles en el
suelo, las cuales probablemente afectan el proceso de perforacion, factor que impacta
en la densidad de semillas sin enterrar (De Snoo y Luttik, 2004), entre muchos otros.

Tanto en el estudio de campo a escala experimental (capitulo 4) como el estudio
de campo a escala comercial (capitulo 5), la mayor parte de las aves observadas

consumen semillas en alguna proporcion de sus dietas segun la revisidon bibliogréafica
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realizada, y, por lo tanto, potencialmente expuestas a los neonicotinoides usados en los
tratamientos de semillas. La abundancia de aves comedoras de semillas fue mayor en
campos de maiz que en campos de sorgo y soja. Ademas, al menos en los campos de
soja a escala experimental, la abundancia y la riqueza de aves durante y después de la
siembra fue menor a la observada antes de la siembra. Esto sugiere un efecto disuasivo
de la siembra con semillas tratadas, dado que aves como las palomas serian atraidas
por cultivos recién sembrados segun McKay et al. (1999a).

De los tres cultivos estudiados, se encontré mayor proporcién de maiz, luego soja
y, por ultimo, sorgo en los t.g.i. de las torcazas cazadas (capitulo 5). Esto coincide con
lo hallado por Calvo-Silvera (2006) en buches de torcazas cazadas entre septiembre
2003 y agosto de 2004 en el norte de la provincia de Cérdoba, donde también el item
dominante fue maiz. Sin embargo, estas proporciones encontradas en los t.g.i.
(maiz>soja>sorgo) son opuestas a los consumos observados a lo largo de todos los
experimentos de esta tesis en las torcazas cautivas (sorgo>soja=maiz) porque, aunque
no se realizd un experimento en cautiverio de consumo de maiz, la no preferencia de
esa semilla en cautiverio se evidencié al quedar siempre intactos los trozos o las
semillas de maiz enteras en los restos de la comida de mantenimiento al final del dia.
Estas diferencias de tipo de semillas consumidas en el campo respecto al aviario dan
cuenta de la importancia de los trabajos de campo donde la cantidad de superficie

sembrada de los distintos cultivos evidentemente influye en el consumo de las aves.

El Unico neonicotinoide presente en el t.g.i. de las torcazas fue imidacloprid.
También el imidacloprid fue el Unico neonicotinoide detectado en sangre de buhos reales
del sureste de Espafna (Taliansky-Chamudis et al., 2017). Esto podria indicar una
preferencia de uso de imidacloprid respecto a clotianidin y tiametoxam por parte de los
productores o las empresas productoras de semillas y/o una menor capacidad de
metabolizacion/eliminacion de este quimico por parte de las aves respecto al resto de
neonicotinoides como consecuencia de sus diferencias quimicas estructurales, dado
que los sustituyentes individuales determinan la biodegradabilidad y los metabolitos
formados (Casida, 2011). Por otra parte, la presencia de imidacloprid en las torcazas
demuestra la exposicion de estas aves al quimico, confirmando la eleccion adecuada
de estas aves como especie focal. La idea que las torcazas pueden alcanzar facilmente
la DL50 de imidacloprid en un dia con semillas de sorgo tratadas en el campo resultante
de las estimaciones realizadas en el capitulo 1 fue compatible con los indices TER
agudos estimados en el capitulo 5, resultantes de dietas que involucraron maiz y/o
sorgo, implicando un alto riesgo de intoxicacién por imidacloprid en torcazas. Estos

hallazgos confirman el uso de “curasemillas” neonicotinoides como una ruta potencial
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de intoxicacion aguda en un escenario productivo sudamericano, dada la cantidad de
especies de aves comedoras de semillas observada en los campos y el hecho de que
las semillas preferidas por aves como la torcaza (maiz y sorgo) estén siempre tratadas

con neonicotinoides al momento de su siembra.

Los datos y las estimaciones obtenidas en esta tesis evidencian un actual mayor
riesgo para las aves de los cultivos de maiz y sorgo tratados con neonicotinoides,
particularmente imidacloprid, para las aves comedoras de semillas en comparacion con
el cultivo de soja. Sin embargo, esto no deberia interpretarse como una promocién o
preferencia del cultivo de soja en desmedro de los otros al momento de la toma de
decisiones de siembra. Las plagas son un sintoma de perturbaciéon ecolégica mas que
una causa (Ramanjaneyulu et al., 2009) y un enfoque de monocultivos de alta
productividad a gran escala contribuye a condiciones ecoldgicas dafinas en los
sistemas agricolas (Weituschat et al., 2022). Mas bien, estos resultados alientan a
considerar la opcion de contar con semillas comerciales de maiz y sorgo libres de
neonicotinoides para que el productor, en funcién de la situacién particular de su campo,
pueda decidir el uso 0 no de estos insecticidas. Tal decision deberia tomar en cuenta
que las plagas también podrian manejarse de manera efectiva mediante el uso de
recursos locales y la accion oportuna (Jactel et al., 2019; Ramanjaneyulu et al., 2009),
y que la ubicuidad de los neonicotinoides representa una amenaza para especies no
blanco (Tooker y Pearsons, 2020). Tal es la ubicuidad de la contaminacion por
neonicotinoides que, no solo las especies asociadas a los cultivos sino incluso especies
de sistemas acuaticos continentales (Borsuah et al., 2020) y marinos reportan residuos
de neonicotinoides (Distefano et al., 2022), como consecuencia de su lixiviacion a
cuerpos de agua y posteriores aportes fluviales al mar (Naumann et al., 2022). Para
Tooker y Pearson (2009), muchas preocupaciones ecologicas atribuibles a los
neonicotinoides disminuirian enormemente si los neonicotinoides simplemente se
usaran con menos frecuencia y en areas mas pequenas. La evitacién del uso profilactico
de neonicotinoides contribuiria también a reducir la aparicion de resistencias de las

plagas, las cuales ya han aparecido (Bass et al., 2015; Erdogan et al., 2021).

Es importante tener presente que la produccién de cultivos comerciales de granos
tiene como finalidad, ademéas de proveer alimento, obtener ganancias legitimas del
trabajo, las cuales pueden verse muy afectadas ante rendimientos excesivamente bajos
a causa de plagas. Por ese motivo y para disminuir los posibles impactos ambientales,
urgen evaluaciones de la rentabilidad del uso de los neonicotinoides, dado que hay
antecedentes de que serian innecesarios para determinadas situaciones del cultivo de

soja, por ejemplo (Myers, 2014). En los casos en que se determine que los
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neonicotinoides sean la mejor y Unica opcion disponible para controlar un problema
grave de plagas, sera necesario contar con métodos para mitigar los impactos, es decir,
para minimizar del polvo durate la siembra, evitar y/o eliminar los derrames de semillas,
reducir la densidad de semillas sin enterrar, reducir la escorrentia, contar con barreras

vegetales (Hladik et al., 2018), entre otras posibles alternativas.

Por todo lo anteriormente planteado y en funcién de los hallazgos aqui obtenidos,
mas que prohibiciones de uso de neonicotinoides para los productores, seria necesario
que instituciones o0 entes publicos o privados, nacionales o internacionales,
preocupados de la salud del ambiente y promotores de una produccién sustentable
faciliten financiamiento adecuado para llevar a cabo investigaciones y acciones

tendientes a:

1) Conocer el funcionamiento y los componentes del agroecosistema particular en el
que se interviene con fines productivos para evitar la estrategia quimica como primera
opcién, manejando las perturbaciones que promueven o producen niveles de
organismos perjudiciales causantes de danos econdémicos a través de practicas y

acciones preventivas.

2) Determinar la rentabilidad de los “curasemillas” neonicotinoides en los diferentes

cultivos

3) Comprender mejor los impactos sobre las especies no blanco por la exposicion

cronica a neonicotinoides y a mezclas que los contengan
4) Realizar biomonitoreos para vigilancia toxicoldgica en diferentes ambientes

5) Idear e implementar medidas de mitigacion de las consecuencias negativas del uso
de neonicotinoides

6) Realizar ajustes en el sistema regulatorio actual para evitar fallas en la prevencién

de efectos negativos de éstos y otros plaguicidas.

Conciliar una produccion de alimento abundante y eficiente con la conservacién
de los recursos y la vida que nos rodea es un gran desafio actual y una meta
conveniente, con implicancias practicas, econoémicas, politicas, sociales y éticas. Pero
esta conciliacién resultara imposible si dominan posiciones excluyentes en los grupos
de poder y en la sociedad en general, la cual hoy es esencialmente urbana (Roser,
2013). Resulta, por lo tanto, crucial pasar de un abordaje del problema desde una
perspectiva ganar-perder o perder-ganar (dicotomia culpable-victima) a una perspectiva
ganar-ganar, en la que el conocimiento productivo y el conocimiento ambiental

interactien y se complementen, evitando caer en trampas econdémicas o ideoldgicas,
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asumiendo los costos y beneficios responsablemente y siendo coherentes con la forma
de vida individual y social que tenemos o queremos. Esta tesis aporta conocimiento y
evidencias de externalidades de una practica especifica como es el tratamiento de
semillas de cultivos de granos estivales con neonicotinoides, ameritando una revision
de la misma en la que se sopese aspectos econdmicos, sociales, productivos y
ambientales, para que la reduccién de costos y el aumento de los rendimientos a corto
plazo del uso profilactico de estos quimicos no implique aumento de costos y reduccion
de rendimientos a mediano y largo plazo. Proximos estudios deberian enfocarse en
profundizar el conocimiento sobre el riesgo crdnico de neonicotinoides para las aves,
analizar la relacién beneficio:costo del uso profilactico de estos quimicos y en probar
alternativas que permitan altos rendimientos con nulas o miminas externalidades

negativas.
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CONCLUSIONES GENERALES
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1. Imidacloprid es moderadamente téxico (DL50= 59 mg/kg PC) y clotianidin y
tiametoxam son practicamente no téxicos (DL50>2000 mg/kg PC) para torcazas. La
intoxicacion aguda con neonicotinoides en torcazas se caracteriza por una pérdida
de vitalidad y movimiento, sin temblores ni movimientos bruscos. El imidacloprid
produce signos de intoxicacion mas intensos a dosis mucho mas bajas y las aves
mueren mas rapidamente que con con clotianidin y tiametoxam, pero los tiempos de

recuperacion total de estos ultimos son en general muy largos.

2. Imidacloprid en dosis subletales produce un efecto excitatorio en la respuesta pasiva
antidepredador en perdices rojas.

3. Las semillas de sorgo y soja tratadas con neonicotinoides son fuertemente evitadas
por las torcazas, pero dicha evitacion es insuficiente para prevenir la muerte de
algunas aves en el caso de sorgo tratado con imidacloprid. La soja (semillas y

cotiledones) no es un alimento apetecible para las torcazas en cautiverio.

4. El tratamiento de semillas de soja con imidacloprid produce evitacion de las semillas
que quedan sin enterrar y de los cotiledones en las aves

5. El cultivo de soja es el cultivo mas sembrado y el que presenta mayor densidad de
semillas sin enterrar disponibles para las aves después de la siembra respecto al
sorgo y al maiz. Pero, a su vez, la concentracion de neonicotinoides en las semillas
de soja es mucho menor que la concentracion de neonicotinoides en maiz y sorgo.
Las semillas de los tres cultivos son ingeridas por torcazas, siendo el sorgo y el maiz
tratados con imidacloprid los cultivos que implican un riesgo de intoxicacién aguda

alto para las aves.

6. Entre los neonicotinoides, imidacloprid usado como tratamiento de semillas de sorgo
y maiz reviste alto riesgo de intoxicacion aguda para las aves, las cuales estan

expuestas al quimico en la época de siembra de estos cultivos.
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