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RESUMEN

Las moscas del género Philornis parasitan aves en su estado larval. Cerca de la mitad de
las especies conocidas producen miasis subcutaneas que pueden afectar la salud de sus
hospedadores. Poco se conoce sobre el ciclo de vida de estas moscas y como factores
relevantes al clima influyen sobre la parasitosis, lo que limita la comprension de la bio-
ecologia estos parasitos. Los objetivos de esta tesis fueron generar conocimiento sobre
aspectos del ciclo de vida de P. torquans, determinar el efecto de temperaturas constantes
sobre el desarrollo y la sobrevida de los estados post-larvales, y evaluar en condiciones
naturales la influencia de variaciones climaticas sobre la severidad de la infestacion en
Ph. ruber, Ph. sibilatrix y Pi. sulphuratus. Durante la cria en cautiverio de P. torquans, la
mortalidad de las pupas fue 3.5 veces mayor en los individuos colectados como larvas
que en aquellos colectados como pupas. Se hallaron diferencias significativas en tamario
corporal, longevidad y duracion del periodo de pre-oviposicién de las hembras, segun el
estadio de recoleccion. Se observd un estado de pupa prolongado cuando disminuyo la
temperatura, que no afectd la sobrevida de los individuos. Finalmente, las especies
hospedadoras mostraron una respuesta particular a la miasis, con una dependencia
variable del contexto climatico. Las variables climaticas modificaron el efecto de la
miasis sobre el crecimiento y la sobrevida de Ph. ruber, sobre la concentracion de
leucocitos y también la sobrevida de Ph. sibilatrix, y sobre todos los parametros

evaluados de Pi. sulphuratus.
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ABSTRACT

Flies of Philornis genus parasitize nestling birds in their larval stage. Almost half of the
known species produce subcutaneous myiasis that can affect the health of their hosts.
Little is known about the life cycle of these flies and how climate influences parasitism,
which limits the understanding of the bio-ecology of these parasites. The aims of this
thesis were to generate knowledge on aspects of the life cycle of P. torquans, to
determine the effect of constant temperatures on the development and survival of the
post-larval stages, and to evaluate in natural conditions the influence of climatic
variations on the severity of the infestation in Ph. ruber, Ph. sibilatrix and Pi.
sulphuratus. During captive breeding of P. torquans, pupal mortality was 3.5 times
higher in individuals collected as larvae than in those collected as pupae. Significant
differences were found in body size, longevity and duration of the pre-oviposition period
of the females, depending on the collection stage. When the temperature decreased, a
prolonged pupal stage was observed, but the survival of individuals was not affected.
Finally, the host species showed a particular response to myiasis, with a variable
dependence of the climatic context. Climatic variables modified the effect of parasitism
on growth and survival of Ph. ruber, on leukocyte concentration and also survival of Ph.

sibilatrix, and on all parameters evaluated of Pi. sulphuratus.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
AIC: Akaike Information Criteria
MLM: Modelos lineal mixtos
d: Dia
s: Semana
MLMG: Modelo lineal mixto generalizado
Ph. ruber: Phacellodomus ruber
Ph. sibilatrix: Phacellodomus sibilatrix
Pi. sulphuratus: Pitangus sulphuratus
P. downsi: Philornis downsi
P. torquans: Philornis torquans
Pr. avium: Protocalliphora avium

Pa. coronata: Paroaria coronata



INTRODUCCION

1. Paraésitos y enfermedades de la vida silvestre.

El modo de vida parasito esta ampliamente extendido en el mundo natural. Se estima que
més del 50% de las especies en la tierra son parésitas (Price, 1980), entre las que se
incluyen animales, plantas, protozoos, bacterias, hongos y todos los virus. El parasitismo
es un tipo de relacion en la que un organismo (paréasito) obtiene nutrientes de uno o unos
pocos individuos (hospedador) causandoles normalmente dafio, pero no la muerte
inmediata (Begon y col., 2005). Por su parte, el hospedador responde al parasitismo
activando mecanismos de defensa, fisicos e inmunoldgicos, que el parésito intentard
evitar o limitar (Bush y col., 2001). Asi, la perpetuacion de la especie parasita dependera
de la presencia del hospedador mientras que la eficacia bioldgica del hospedador
dependera de sus “armas” para combatir la parasitacion. El resultado es una carrera
adaptativa entre el hospedador y el parasito con consecuencias de gran alcance para la

fisiologia, la ecologia y el comportamiento de ambos.

Varios estudios muestran que, al acaparar recursos de sus hospedadores e inducir en éstos
una respuesta inmune nutricionalmente demandante, los parasitos pueden ejercer efectos
perjudiciales sobre la reproduccion y/o la supervivencia. Por ejemplo, Richner y col.
(1993) encontraron que en nidos del carbonero comin (Parus major) infestados
experimentalmente con pulgas de gallinas (Ceratophyllus gallinae), parasitos que ocurren
naturalmente en la poblacion hospedadora, la mortalidad de los pichones fue tres veces
mayor que en los nidos en donde estos parasitos fueron eliminados. Por otro parte, en
liebres americanas (Lepus americanus) tratadas con drogas antihelminticas para reducir
las cargas naturales de nematodos subletales, la sobrevida fue mayor que en las liebres en
las que no se aplicd el tratamiento, posiblemente porque los nematodos afectan la
susceptibilidad de los hospedadores infectados a ser predados (Murray y col., 1997). El
parasitismo puede también inducir cambios en el comportamiento del hospedador que
conducen a reducciones del fitness. Main y Bull (2000) condujeron un estudio
experimental en el que se incrementd la carga de garrapatas (Aponomma hydrosauri y
Amblyomma limbatum) que ocurren naturalmente en lagartos (Tiliqua rugosa) de
Australia Meriodional. Los individuos tratados mostraron una reduccion del rango del

hogar y de la actividad daria, que se reflej6 en menores distancias de desplazamiento y

1



frecuencia de movimientos, asi como en una disminucion en la velocidad de las carrera y
en la resistencia. Los cambios en la actividad inducidos por las garrapatas pueden
ocasionar efectos negativos en los lagartos, ya que la reduccion de los movimientos
genera menos oportunidades para usar parches de recursos o refugios adecuados, y una

carrera lenta disminuye las chances de escapar de los predadores (Main y Bull, 2000).

Como sucede con otras interacciones interespecificas (predacion y competencia), los
parésitos pueden regular la abundancia poblacional si la fecundidad o la supervivencia
del hospedador se reducen de una manera dependiente de la densidad (Tompkins y
Begon, 1999). A la luz de la evidencia tedrica (Anderson y May, 1978; Scott y Dobson,
1989) y empirica (Gulland, 1992; Hudson y col., 1998), el importante rol que
desempefian los parésitos en la dinamica de las poblaciones silvestres ha sido
recientemente reconocido. Al mismo tiempo, las enfermedades parasitarias han estado
implicadas en drasticas declinaciones de poblaciones de la fauna silvestre, e incluso en
extinciones locales. Por ejemplo, la quitridiomicosis cutanea, causada por
Batrachochytrium dendrobatidis, se ha identificado como la principal causa de la
declinacion poblacional de anuros de los bosques lluviosos montanos de Australia y
Ameérica Central (Berger y col., 1999; Daszak y col., 1999) y, al mismo tiempo, como el
posible agente causal de las extinciones de las ranas Arlequin (Atelopus) en América
Central y América del Sur (La Marca y col., 2005), y de al menos 14 especies de ranas
australianas (Retallick y col, 2004). Otro ejemplo ilustrativo lo constituye el trabajo de
Roelke-Parker y col. (1996), quienes reportaron una elevada mortalidad de la poblacion
de leones (Panthera leo) del Parque Nacional Serengueti, en Tanzania, a causa de una
epidemia por un Morbillivirus estrechamente relacionado al virus del moquillo canino.
Durante 1994, la emergencia abrupta del patdgeno viral resulté en una fatal enfermedad
neuroldgica que se cobrd el 30% de los leones del ecosistema Serengueti-Mara en el este
de Africa.

Resulta evidente que al impactar sobre la salud de sus hospedadores, las enfermedades
parasitarias pueden generar importantes efectos en la sostenibilidad de las poblaciones y
en la resiliencia de los ecosistemas. Este hecho, sumado al surgimiento de una gran
cantidad de enfermedades en la fauna silvestre (Daszak y col., 2000; Jones y col., 2008),
se ha convertido en un tema critico en la conservacion de la biodiversidad y de las
especies amenazadas y en peligro de extincion (Pedersen y col., 2007; Smith y col.,
2008).



La emergencia de las enfermedades de la fauna frecuentemente resulta de cambios en la
ecologia de los patogenos y de los hospedadores (Schrag y Wiener, 1995), en los que las
actividades humanas suele estar involucradas (Deem y col., 2001). El crecimiento de la
poblacién, la fragmentacion y la degradacion del héabitat, asi como la mayor proximidad
de humanos y sus animales domésticos a la vida silvestre, son algunos ejemplos de
cambios antropogénicos que tienen profundas implicaciones sobre la salud y la
conservacion de la vida silvestre. Estos cambios pueden forzar a nuevos patdgenos en
nuevos nichos ecologicos o modificar el entorno para facilitar su establecimiento o

transmision (Smith y col., 2008).

La salud de las poblaciones silvestres esta criticamente unido a la salud puablica. Se
estima a nivel mundial que la mayoria de las enfermedades infecciosas emergentes que
afectan al hombre se originan de reservorios de fauna silvestre (Jones y col., 2008), tales
como la fiebre hemorragica del Ebola, la encefalitis del virus del Nilo Occidental, el
sindrome pulmonar por hantavirus, la gripe aviar A (H5N1) o el sindrome respiratorio
agudo grave (SARS en inglés) (Bengis y col., 2004). Y al mismo tiempo, debido al flujo
de agentes patdgenos que se producen entre la fauna y los animales de granja y las
mascotas (Gortazar y col., 2007), la salud de la fauna también es importante para la salud

de los animales domésticos.

Por lo mencionado, el estudio de los parasitos y la salud de los animales silvestres es de
importancia fundamental para la salud publica, la conservacion e incluso las perspectivas
econdmicas. No obstante, poco sabemos sobre los agentes infecciosos que se producen
naturalmente en los animales silvestres, lo cual dificulta evaluar o dar una expresion
cuantitativa del grado en que los parasitos pueden influir en las dinamicas de salud de las

poblaciones silvestres.
Enfermedades causadas por Dipteros: miasis.

Los dipteros son uno de los 6rdenes mas grandes y diversos de insectos, integrado por
méas de 120000 especies descritas (Hall y Gerhardt, 2002). Pese a que una pequefia
fraccion de esa cifra son parasitos, es el orden que causa el mayor impacto en la salud de
los animales y en la salud publica, y el que exhibe las mas diversas y numerosas

relaciones parasito-hospedador.



El bienestar de los animales silvestres y domeésticos es afectado por los dipteros de
diversas maneras. Algunas especies se alimentan de la sangre de vertebrados y pueden
actuar como como vectores de patdgenos. De esa forma pueden propagar virus,
infecciones rickettsiales, protozoos e infecciones por metazoos, que causan importantes
afecciones tales como la enfermedad hemorragica epizooética en los ciervos de cola
blanca (Odocoileus virginianus) (Jones y col., 1977), la anaplasmosis en rumiantes
(Kuttler, 1984), la malaria en poblaciones de aves (Kimura y col., 2010) y la dirofilariasis

canina (Vezzani y col., 2006).

Otros dipteros invaden los tejidos del cuerpo de su hospedador, dando lugar a
infestaciones subcutaneas o la invasion de érganos como los pulmones y el intestino
(Mullen y Durden, 2002). Un tipo particular de infestacion de los tejidos vivos del
hospedador, que se destacarad por su relacion con el tema de estudio, es la producida por
larvas de mosca, denominada miasis (Zumpt, 1965). En funcion del grado en que las
especies de moscas se asocian con su hospedador, se reconocen tres tipos de miasis:
accidental o pseudomiasis, que resulta de la ingestion de huevos o larvas que contaminan
los alimentos; facultativa, comprende larvas saprofagas o parasitas capaces de infestar
tejido vivo de manera oportunista; y obligada, que incluye larvas parésitas que requieren
de continuo contacto con un hospedador para su desarrollo (Zumpt, 1965). Otra forma de
clasificacion de las miasis se basa en la parte del cuerpo del hospedador que las larvas
infestan: cutanea, nasofaringea, ocular, intestinal/entérico y urogenital (Zumpt, 1965). La
mayoria de las especies involucradas en la miasis son miembros de dos superfamilias y
seis familias de moscas Calyptratae: Muscoidea (Anthomyiidae, Fanniidae y Muscidae) y
Oestroidea (Calliphoridae, Sarcophagidae y Oestridae) (Mullen y Durden, 2002).

La miasis es la forma mas extendida de invasion del hospedador entre los artrépodos y
constituye un problema para la salud de la vida silvestre, especialmente mamiferos, aves,
reptiles y anfibios (Mullen y Durden, 2002). A modo de ejemplo, los gusanos
barrenadores (Cochliomyia hominivorax y Chrysomya bezziana) producen miasis
obligatorias en heridas expuestas en mamiferos silvestres, especialmente ciervos (Catts y
Mullen, 2002). Pueden ocasionar la muerte debido a la invasion de 6rganos vitales, la
septicemia causada por la alimentacion de los gusanos o a infecciones secundarias
(Woodford, 1992; Spradbery, 1994). Varias especies de moscas azules (Lucilia sp.,
Koskela y col., 1974; Bufolucilia sp., Bolek y Coggins, 2002) y la moscas de la carne,
Notochaeta bufonivora (Crump y Pounds, 1985), parasitan anfibios. Las larvas invaden
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las cavidades nasales o las orbitas oculares del hospedador, en cuyo interior se
desarrollan, hasta producir la muerte del anfibio, del cual pueden continuar alimentandose
(Catts y Mullen, 2002).

De especial relevancia, en el contexto de esta tesis, son las moscas que producen miasis
en aves, especialmente en pichones. Las miasis obligadas mas comunes en las aves
silvestres son la hematofaga, que ocurre cuando las larvas ingieren sangre del hospedador
infestado, y la subcuténea, en la cual las larvas permanecen debajo de la piel y se
alimentan de los tejidos del hospedador (Little, 2008). Anemia, reducido crecimiento,
dafo de dérganos vitales, morbilidad y mortalidad de sus hospedadores (Arendt, 1985a;
Bennett y Whitworth, 1991; Dudaniec y Kleindorfer, 2006), son algunos de los efectos
deletéreos que la miasis pueden causar en los pichones hospedadores. Se incluyen en este
grupo de parasitos los géneros Protocalliphora (Calliphoridae), que se distribuye en el
hemisferio norte, extendiéndose por América del Norte hasta el México Neartico, por
Europa Paleértica, Africa del Norte y Asia (Sabrosky y col., 1989), y los muscidos
Passeromyia, que ocurren en Australia y Asia, y Philornis, reportada en los tropicos del
Nuevo Mundo (Pont, 1974; Couri, 1999).

Influencia del clima en las interacciones parasitarias.

El curso de la interaccion entre un parasito y su hospedador depende de varios factores,
tales como la abundancia y la prevalencia de parasitos, la tasa y el modo de transmision,
el efecto de los paréasitos sobre la fecundidad y la mortalidad de los hospedadores, asi
como del nivel de defensa antiparasitaria que exhiben los hospedadores (Combes, 2001).
Cada uno de esos componentes de la interaccion parasitaria puede estar afectado por las

condiciones ambientales, incluidas las climaticas.

Es sabido que el impacto de un parésito sobre su hospedador depende de la intensidad de
la infeccion (Beldomenico y Begon, 2010). En general, la prevalencia y la intensidad de
ectoparasitos se suelen correlacionar con las fluctuaciones climaticas. Por ejemplo,
Martinez-de la Puente y col. (2009) reportaron mayor abundancia de moscas negras
(Diptera: Simuliidae) y jejenes (Diptera: Ceratopogonidae) en nidos de tres especies de
Passeriformes cuando la velocidad del viento fue menor, posiblemente porque las altas
velocidades del viento pueden dificultar el contacto entre estos parasitos hematéfagos y
sus hospedadores al reducir la capacidad de vuelo o pueden afectar sus capacidades para
la ubicacion del hospedador. En un estudio sobre la tasa de infestacion de nidos de halcon

5



de cola roja (Buteo jamaicens) por la mosca negra (Simulium canonicolu), Smith y col.
(1998) hallaron que la abundancia de parésitos disminuyd o ceso cuando la temperatura
fue inferior a 14°C, lo que resulté en efectos menos severos sobre los pichones
hospedadores. Mientras que, Merino y Potti (1996) encontraron que la prevalencia y la
abundancia de tres especies de parasitos de nidos (Dermanyssus gallinoides, C. gallinae,
Protocalliphora azurea) fluctu6 anualmente, siendo mayor en dos de los tres afios de
estudio, que se caracterizaron por ser mas célidos y himedos. Al mismo tiempo, los
efectos del parasitismo fueron perjudiciales para el crecimiento y la sobrevida de los
pichones (Ficedula hypoleuca), pero esos efectos no fueron consistentes a lo largo de los
afios. Asi, el efecto de las condiciones climaticas prevalecientes puede determinar
fluctuaciones en la abundancia y la prevalencia del parasitismo, lo cual resulta en

impactos altamente variables sobre la salud y el fitness del hospedador.

Las tendencias actuales del cambio climatico que estamos experimentando, como el
calentamiento global, los disturbios en el régimen de precipitaciones y el incremento en
la frecuencia e intensidad de los eventos climaticos extremos (ej., huracanes,
inundaciones, sequias) (IPCC, 2001), estan impactando en la salud de la vida silvestre,
con consiguientes efectos nocivos sobre los principales intereses humanos. ElI cambio
climatico puede favorecer a los patdgenos (por aumento de la proliferacion y
supervivencia de patdgenos y/o vectores) e incrementar la susceptibilidad de los
hospedadores a la infeccidn, y asi modificar los patrones de las enfermedades infecciosas
(Harvell y col., 2002). Varias enfermedades transmitidas por vectores han aumentado su
incidencia y rango geogréafico en décadas recientes. Por ejemplo, un reciente metaanalisis
que abarco siete décadas de estudio y mas de 3000 especies de aves concluyd que la tasa
de infeccion por Plasmodium sp. esta fuertemente asociada con anomalias en la
temperatura y que se ha incrementado con una tendencia acelerada durante los tltimos 20
afios (Garamszegi, 2011). El calentamiento global podria beneficiar la propagacion y
extension de la temporada reproductiva de las poblaciones de mosquitos vectores, y
aumentar la tasa de desarrollo y reproduccién del patégeno dentro del mosquito (Kovats y
col., 2001; Garamszegi, 2011). Un escenario similar se ha observado en enfermedades
humanas, como la fiebre del dengue, la fiebre amarilla y la enfermedad de Lyme, y en
enfermedades del ganado, como la peste equina africana y el virus de la lengua azul, las
cuales han ampliado sus alcances geograficos, generalmente acompafiadas por una

aparente expansion en los rangos de sus vectores artropodos (Harvell y col., 2002). El



estudio de la influencia del cambio climatico sobre los parasitos y las interacciones
parasito-hospedador, adquieren cada vez mas relevancia por sus efectos sobre la salud de
los animales silvestres y domésticos y sobre la salud pablica.

2. Philornis Meinert, 1890.

Philornis Meinert, 1890 pertenece a la Familia Muscidae Latreille, 1802, Subfamilia
Azeliinae Robineau-Desvoidy, 1830, Tribu Reinwardtiini Brauer y Bergenstamm, 1889
(de Carvalho y col., 2005). En la region Neotropical, Philornis es el Unico género
conocido de Muscidae cuyas larvas son parasitas de aves (Couri y de Carvalho, 2003). El
primer representante de este género fue descrito por Macquart en 1854 como Aricia pici
en Santo Domingo, a partir de larvas criadas de Picus striatus. Posteriormente, Meinert
(1890) propone el género Philornis, con una Unica especie P. molesta, sobre la base de
larvas parasitarias subcutaneas halladas en un ave brasilefia no identificada. Desde
entonces se han descrito aproximadamente unas 50 especies de Philornis (Dodge, 1955;
de Carvalho y col, 1993), distribuidas principalmente en América del Sur y Central, hasta
el sur de Estados Unidos (Dodge, 1955; 1968; Spalding y col., 2002).

Los adultos de las especies conocidas de Philornis son de vida libre y se alimentan de
materia organica en descomposicion, flores, frutos, etc. (Couri, 1999), pero sus larvas se
asocian con pichones de aves altriciales o semi-altriciales (Teixeira, 1999). El
comportamiento trofico de la larva y el tipo de asociacion que establecen con sus
hospedadores, conocidos para 22 especies (Dodge, 1963; Couri, 1983; 1999), se ha
dividido tradicionalmente en tres grupos. El grupo Aitkeni incluye especies cuyas larvas
coprofagas viven y se desarrollan en el nido de ciertas especies de aves que habitan en
cavidades cerradas (Dodge, 1963; Couri, 1999). Se incluyen en este grupo a P. aitkeni
Dodge, 1963 y P. rufoscutellaris Couri, 1983, halladas en Trinidad y Brasil
respectivamente. El grupo Falsifica comprende especies con larvas semi-hematédfagas que
viven libremente en el material del nido de su hospedador, del cual se alimentan raspando
su piel y luego ingiriendo sangre y fluidos serosos (Dodge y Aitken, 1968; Teixeira
1999). Se incluyen en este grupo a P. downsi Dodge y Aitken 1968 y P. falsifica Dodge y
Aitken 1968. Por ultimo, Angustifrons agrupa especies cuyas larvas son parasitas
subcutaneas obligadas, que se penetran en el integumento del hospedador y residen por

debajo de la piel, entre la dermis y la musculatura corporal, dando lugar a la formacién de



quistes individuales (miasis- Teixeira, 1999; Spalding y col., 2002). Las larvas se
alimentan de restos de tejidos, sangre y fluidos serosos (Dudaniec y Kleindorfer, 2006) y
respiran a través de una pequefia abertura que cortan en la piel del hospedador (Skidmore,
1985; Uhazy y Arendt, 1986; Young, 1993). La mayoria de las especies de las que se
conocen los habitos larvarios pertenecen a este grupo (18 especies- Dudaniec y
Kleindorfer, 2006).

En Argentina se ha confirmado la presencia de solo cuatro especies de Philornis (Couri y
col., 2009; Silvestri y col., 2011): P. torquans Nielsen, 1913, P. blanchardi Garcia, 1952
y P. seguyi Garcia, 1952, cuyas larvas producen miasis subcutaneas, y P. downsi, con

larvas semi-hematofagas.
Aves victimas del parasitismo de Philornis.

Las larvas de Philornis parasitan una gran diversidad de especies de aves neotropicales.
Al menos 34 familias, en su mayoria Passeriformes, se han citado como victimas de este
parasitismo (Texeira, 1999; Quiroga y col., 2012), por lo que algunos autores sostienen
que este grupo de moscas presentan patrones generalistas de seleccion de hospedadores.
No obstante, estudios recientes con enfoques filogenéticos hallaron que el género estaria
conformado por especies especialistas y generalistas, con diversos grados de
especificidad dentro los generalistas (Lowenberg-Neto, 2008; Bulgarella y Heimpell,
2015), lo que pone en duda el caracter generalista de estos parasitos.

Respecto de las larvas subcutaneas de Philornis, unas 200 especies de aves se han
documentado como hospedadoras dentro del rango de distribucion de estas moscas
(Texeira, 1999; Quiroga y col., 2012; Salvador y Bodrati, 2013). Algunas de esas
especies presentan sus poblaciones en riesgo de conservacion, tales como el guacamayo
jacinto (Anodorhynchus hyacinthinus) en Brasil (Guedes y col., 1999), la cotorra
puertorriquefia (Amazona vittata) endémica del archipiélago de Puerto Rico (Arendt,
2000), el cardenal amarillo (Gubernatrix cristata) en Argentina (Domiguez y col, 2014),
y el gavilan de la Hispaniola (Buteo ridgwayi) en Republica Dominicana (Woolaver y
col., 2014), por lo que el parasitismo por Philornis podria ser una amenaza potencial para
estas especies. Para la Argentina, listas de especies evaluadas y parasitadas por Philornis
son provistas por Antoniazzi y col. (2011), Quiroga y col. (2012) y Salvador y Bodrati
(2013).



Estudios longitudinales realizados sobre una comunidad de aves el centro de la provincia
de Santa Fe, en una de las éreas en la que se realizaron los muestreos de la presente tesis,
indicaron que Philornis parasita preferentemente los pichones de tres especies de aves
Passeriformes, el benteveo Pitangus sulphuratus, el espinero grande Phacellodomus
ruber y el espinero chico Ph. sibilatrix (Antoniazzi y col., 2011; Manzoli y col., 2013).
Estas especies presentaron las abundancias e intensidades parasitarias mas altas, por lo
que fueron denominadas como las especies hospedadoras preferenciales en las que
Philornis prolifera (Antoniazzi y col., 2011). Posteriores estudios moleculares revelaron

que la especie dominante en esa comunidad de aves es P. torquans (Monje y col., 2013).
El ciclo de vida de las Philornis subcutaneas

Como se menciono previamente, la mayoria de las especies de Philornis presentan larvas
que producen miasis subcutaneas en pichones de aves. A pesar de que este grupo de
moscas tiene un gran potencial de ser un factor limitante para la conservacion de algunas
especies de aves, aspectos basicos de sus ciclos de vida ain se desconocen. Para ilustrar
la magnitud del vacio de informacién sobre aspectos basicos de la historia natural de
estos parasitos, para varias especies de Philornis (incluyendo las argentinas) se desconoce
si son larviparas u oviparas, como asi también si las larvas buscan activamente llegar a la
piel del hospedador o si, por el contrario, las hembras gravidas ponen sus huevos o larvas
directamente sobre el tegumento de los pichones. Claramente, conocer en detalle las
distintas fases del ciclo de vida de las especies de Philornis de nuestra region resulta
crucial para lograr una mejor comprension de su bio-ecologia. A continuacion se describe
brevemente el estado de conocimiento actual sobre el ciclo de vida de este grupo de
moscas, basado en informacion principalmente observacional sobre unas pocas especies

de Philornis.

Después de penetrar en la piel de su hospedador, las larvas pasan por un periodo de
desarrollo y crecimiento, que se extiende por 4 a 6 dias, en el que alcanzan 1 cm o0 mas de
longitud (Fraga, 1984; Skidmore, 1985; Delannoy y Cruz, 1991; Spalding y col., 2002).
Luego de pasar por tres estadios larvales, las larvas maduras salen del hospedador y caen
en el material del nido para pupar (Dodge, 1971; Skidmore 1985). Si el hospedador
muere antes de que las larvas estén completamente desarrolladas, estas lo abandonan
inmediatamente y pueden comenzar la pupacién (Kinsella y Winegarner, 1974; Spalding
y col., 2002). Las pupas permanecen debajo del material del nido y algunas especies



suelen agregarse por medio de una sustancia esponjosa que adhiere pasto, granos de arena
y particulas para formar un capullo esponjoso, estructura posiblemente relacionada con la
proteccion de las pupas del ataque de microhimendpteros (Texeira, 1999). Los adultos
usualmente emergen del pupario luego de 5 a 20 dias, dependiendo de la especie
(Delannoy y Cruz, 1991; Couri, 1999; Spalding y col., 2002).

Respecto de la biologia reproductiva de Philornis, existe controversia sobre la
viviparidad-oviparidad del género, debido al escaso nimero de datos empiricos y estudios
sobre el ciclo de vida de estas moscas. Algunos autores (Arendt, 1985a; Couri, 1999)
sugirieren que los huevos o las larvas ya incubadas se colocan en el material del nido y
luego estas buscan a su hospedador. Hasta ahora, la oviparidad se observo solo para las
larvas copréfagas de vida libre de P. rufoscutellaris (Couri, 1983) y para dos especies con
larvas semi hematofagas de vida libre: P. downsi (Lincango y Causton, 2008) y P.
falsificus (Dodge y Aitken, 1968).

Las especies subcutaneas de Philornis y sus hospedadores se han identificado como
sistemas formidables para estudiar la ecologia de las interacciones parasito-hospedador
en la naturaleza (Manzoli y col., 2013). Esto se debe a que las larvas permanecen en el
mismo lugar desde que ingresan al pichon hasta que lo abandonan, son facilmente
visibles, lo que simplifica la deteccién de casos, y los hospedadores permanecen en el
nido desde el nacimiento hasta que vuelan, permitiendo el seguimiento longitudinal. Sin
embargo, una gran limitacion para su uso como sistemas modelo reside en la escasez de
datos sobre el ciclo de vida de estos parasitos. La Unica especie del género con datos
considerables sobre su ciclo de vida, incluso con informacién sobre la biologia
reproductiva de los adultos, es P. downsi (Feesl y col., 2006; Lincango y Causton, 2008;
Dudaniec y col., 2010). Esta mosca fue accidentalmente introducida en las Islas
Galépagos (Fessl y col., 2001) y se considera la principal amenaza para la conservacion
de los pinzones de Darwin (Causton y col., 2006; 2013; O’Connor y col., 2010;
Kleindorfer y Dudaniec, 2016). Contrariamente a la mayoria de las especies de Philornis,
las larvas de P. downsi son semi-hemat6fagos viven libremente en el material de
anidacion del hospedador (Dudaniec y Kleindorfer, 2006); por lo que las comparaciones

con las especies subcutaneas pueden ser inconvenientes.

Las investigaciones sobre las especies de Philornis subcutaneas en el sur de Sudamérica,

se han enfocado principalmente en temas taxonomicos (Skidmore, 1985; Couri, 1999;
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Couri y de Carvalho, 2003) o en la asociacion Philornis-hospedador (Nores, 1995;
Rabuffetti y Reboreda, 2007; Antoniazzi y col., 2011; Quiroga y Reboreda, 2012;
Manzoli y col., 2013). Los Unicos datos disponibles sobre el ciclo de vida de estos
parasitos corresponden a P. seguyi (duracion y supervivencia de los estados de larva,
pupa y adulto, Quiroga y Reboreda, 2013). Develar aspectos del ciclo de vida de estos
parésitos es crucial para lograr una mejor comprension de la ecologia de Philornis y para
dilucidar como su ciclo de vida se ajusta con el de sus hospedadores. En este trabajo se
proporcionan datos experimentales sobre aspectos biolégicos y reproductivos de P.

torquans.

3. Temperatura e hibernacion en Dipteros.

El clima ejerce un substancial impacto sobre la vida en la tierra. Los patrones globales de
temperatura, precipitacion, humedad relativa, vientos y radiacion solar establecen los
limites fisioldgicos que determinan qué organismos pueden existir en ciertos habitats
(Stange y Ayres, 2010). En una escala local, los componentes del clima influyen sobre la
reproduccion, el comportamiento, la fenologia y la sobrevida de los individuos (McCarty
y col., 2009). La influencia del clima puede ser directa, sobre el metabolismo y el
desarrollo del individuo, o indirecta, cuando altera el hébitat o la forma en que las

especies interactlian (Stenseth y col., 2002).

En los insectos, por su caracteristica de ectotermos, la temperatura ha demostrado
desempefiar un rol fundamental en la regulacion de los ciclos de vida y de los fendmenos
fisioldgicos. Existe una rica y numerosa literatura cientifica que aborda los efectos de la
temperatura en una variedad de especies de insectos sobre aspectos tales como el
desarrollo de los estadios del ciclo de vida, la capacidad de adquirir tolerancia a
condiciones extremas o la tasa de supervivencia (Gillooly y col., 2002; Guilles y col.,
2005; Radmacher y Strohm, 2011; Wallingford y col., 2016). Estos estudios proporcionan

una base para describir como los insectos responden a las tendencias climaticas recientes.

Pese a que los insectos tienen una habilidad limitada para regular su temperatura
corporal, han desarrollado una amplia variedad de estrategias para hacer frente a variadas
condiciones climaticas. En ambientes extremos de baja temperatura, los insectos resisten

al frio mediante el desarrollo de mecanismos fisiologicos, bioquimicos y

11



comportamentales que les permiten tolerar la congelacion parcial de sus tejidos y fluidos
corporales o evitar tales efectos para poder sobrevivir. Algunos de esos mecanismos
comprenden la sintesis de sustancias crioprotectoras, la retencion de la actividad de
nucleacion de hielo durante todo el afio, la reduccion del contenido de agua corporal, el
aumento del contenido de grasa, la cesacion de la alimentacion y la evacuacion del
sistema digestivo para eliminar el material alimenticio que podria actuar como
nucleadores de hielo, y la ubicacién de un sito de invernada (Bale, 2002). En climas
templados y frios, muchas especies entran en estado de latencia en respuesta a cambios
climaticos predecible, pudiendo ocurrir esto durante el invierno, en cuyo caso se
denomina diapausa, o durante el verano, proceso llamado estivacion o diapausa de verano
(Muller, 1970). Tauber y col. (1986) caracterizaron a la diapausa como un estado
dindmico altamente dependiente de las condiciones ambientales, mediado por
neurohormonas, de baja actividad metabolica asociada a una morfogénesis reducida, una
mayor resistencia a extremos ambientales y una actividad conductual alterada o reducida.
Mediante la diapausa los insectos sincronizan su ciclo vital con el momento en que las
condiciones de temperatura son favorables para el desarrollo y la reproduccion, y los

recursos son mas abundantes (Wharton, 1999).

Los Muscidae pueden hibernar de diferentes maneras. Algunas especies persisten durante
el invierno en sustratos protegidos y semielaborados asociados con humanos y con el
ganado. Otras pueden hibernar como adultos debajo de la corteza de los arboles muertos
y del revestimiento de los edificios o pueden entrar en diapausa, ya sea en la fase de
huevo, larva, pupa o adulto. Mientras que unas pocas se dispersan hacia latitudes que

permanecen tibias durante el invierno (Hughes, 1977; Hall y Gerhardt, 2002).

En las especies de Philornis, el estado de desarrollo que sobrevive durante los periodos
estacionales de bajas temperaturas se desconoce. Al mismo tiempo, como las larvas
dependen del ciclo reproductivo de las aves, la disponibilidad de hospedadores adecuados
para la infestacién puede ser escasa durante la época de frio. Dodge (1971) y Guimaraes
y col. (1983) sugieren que la diapausa ocurre en el estado de pupa, cuyo desarrollo
terminaria con el inicio de una nueva temporada reproductiva de su hospedador. No
obstante, no existen datos publicados sobre el desarrollo y la sobrevida de las pupas de
Philornis en las condiciones térmicas que se registran fuera de la temporada reproductiva

de las aves.
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En los dipteros ciclorrafos, entre los que se encuentran las moscas Philornis, el desarrollo
de la pupa comprende dos procesos: la pupariacion y la pupacion. Durante el proceso de
pupariacion las larvas se retraen y oscurecen para forman una cubierta protectora, el
pupario, en cuyo interior se produce la transformacién de la larva en adulto. EI proceso de
pupacién implica un abrupto cambio en la forma del individuo, que pasa de una larva
apoda y acéfala a un individuo con cabeza y apéndices (Yeates y Wiegmann, 2005).
Evaluar experimentalmente el efecto de la temperatura sobre esos pardmetros podria
contribuir a dilucidar los mecanismos de hibernacion que ocurren en las moscas

Philornis.

4. Impacto de Philornis sobre sus hospedadores y determinantes de la

infestacion.

Varios estudios han registrado el impacto de las larvas de Philornis sobre los pichones de
las aves. La mayor evidencia del dafio producido por Philornis sobre sus hospedadores
fue documentada en las islas Galapagos, dénde el impacto por el parasitismo de la
introducida P. downsi provoco una severa mortalidad en los pichones de los pinzones de
Darwin (Dudaniec y Kleindorfer, 2006; Huber, 2008). Las larvas semi-hematdfagas de P.
downsi afectan el crecimiento y la sobrevida de unas 16 especies endémicas de las islas
(Causton y col., 2013; Kleindorfer y col., 2014). Algunas de estas especies tienen
distribuciones altamente restringidas y estan al borde de la extincion, como el pinzon de
manglar (Camarhynchus heliobates) cuya poblacion se estima en unos 80 individuos
(Causton y col., 2013). Los valores publicados sobre la mortalidad en el nido varian entre
un 3y 100% segun la especie infestada, con una mortalidad promedio de 55+6% en todos
los afios, (Kleindorfer y Dudaniec, 2016). También se han reportado otros efectos, como
reduccion en la masa corporal (Fessl y col., 2006), en la longitud de plumas (Koop y col.,
2011) y en la concentracion de hemoglobina (Dudaniec y Kleindorfer, 2006). En otras
areas de distribucion de P. downsi, como Brasil (Couri, 1999), Trinidad y Tobago (Dodge
y Aitken, 1968), Argentina (Silvestri y col., 2010) y Ecuador (Bulgarella y col., 2015),

los efectos que producen en la aves que parasita son desconocidos.

Respecto de las especies de Philornis que producen miasis cavitarias, algunos estudios
observacionales han investigado efectos letales y subletales sobre sus hospedadores.

Arendt (1985b) reportdé que la mortalidad de los pichones de azotador de ojos perlados
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(Margarops fuscatus) infestados por P. deceptiva fue cercana al 50% durante un periodo
de estudio de 4 afios. Posteriormente, Rabuffetti y Reboreda, 2007 hallaron que las lavas
de P. seguyi produjeron una disminucion significativa del crecimiento y la sobrevida de
los pichones de calandria comun (Mimus saturninus). La misma especie de parasito causo
efectos similares en los pichones de cardenal (Paroaria coronata) (Segura y Reboreda,
2011) y de ratona (Troglodytes aedon) (Quiroga y Reboreda, 2012b). Un estudio sobre
una comunidad de aves de bosque indico una fuerte asociacion negativa entre la
intensidad de larvas de P. torquans y la tasa de crecimiento y la probabilidad de
supervivencia de los pichones (Antoniazzi y col., 2011). Otros estudios también han
observado efectos perjudiciales del parasitismo sobre la mortandad de la nidada, pero la
especie de Philornis involucrada es desconocida (Fraga, 1984; Delannoy y Cruz, 1991,

Dominguez y col., 2014; Ibafiez y col., 2015).

En muy pocas investigaciones sobre el impacto del parasitismo de Philornis, se control6
la presencia de posibles variables enmascaradoras o se analizaron posibles interacciones.
Esto hace que las asociaciones encontradas con Philornis puedan ser espurias, o que el
efecto no se pueda distinguir de la de otros factores también asociados con el parasito.
Por ejemplo, Dudaniec y col. (2007) observaron que la intensidad de parasitismo de P.
downsi fue mayor en afios de mayor precipitacion. Los autores argumentaron que hubo
una respuesta positiva de la abundancia de hospedadores a las mayores lluvias, y no que
la lluvia o la temperatura per se, eran probablemente el principal determinante de la
intensidad de P. downsi. Sin embargo, recientes analisis multivariables de fluctuacién
intra-anual de la intensidad de parasitismo hallaron que mayor precipitacién vy
temperatura precedian mayor cantidad de larvas de P. torquans, seguido de un
incremento de la mortalidad de los pichones, independientemente de las densidades
pasadas y presentes de hospedadores (Antoniazzi y col., 2011; Manzoli y col., 2013).
Ignorar en el andlisis de datos factores como la temperatura y la precipitacién puede, por
lo tanto, producir sobreestimaciones del impacto de Philornis sobre sus hospedadores.
Como el impacto de un parésito sobre un hospedador parece ser contexto-dependiente
(Brown y col., 2003), se vuelve necesario sumar estudios que examinen con mayor

detalle la influencia de la variabilidad climatica sobre esta parasitosis.

Desde el afio 2008, nuestro grupo de trabajo estudia la eco-epidemiologia de estos
parasitos en un bosque nativo de la provincia de Santa Fe (Argentina) (Antoniazzi y col.,

2011; Manzoli y col., 2013), con el objeto de evaluar su importancia e impacto, y la
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influencia de determinados factores ambientales. Considerando los antecedentes
enunciados, en esta tesis se indagaron algunos aspectos del ciclo de vida de P. torquans,
y como varian estos con diferentes combinaciones de temperatura y humedad. También
se evalud si variaciones en factores climaticos seleccionados influyen sobre el impacto de
P. torquans en sus hospedadores. La informacion generada permitira mejorar la
comprension de la ecologia de este parésito y, consecuentemente, su uso en el estudio de
la interaccion parasito-hospedador en la naturaleza. Los datos obtenidos en esta tesis
también proporcionaran informacion esencial para predecir y minimizar el impacto de

Philornis.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Obijetivos Generales

1. Obtener informacion sobre los ciclos de vida de las especies de Philornis que
predominan en la region.

2. Estudiar en condiciones controladas los efectos de la temperatura y la humedad sobre
el desarrollo, éxito reproductivo y sobrevida de las especies de Philornis estudiadas.

3. Evaluar en condiciones naturales si variaciones en el clima tienen influencia sobre la

severidad de los efectos del parasitismo.
Obijetivos Especificos

1. Describir aspectos del ciclo de vida de P. torquans en condiciones de cria de
laboratorio: tiempo de desarrollo larval y pupal, supervivencia en cada etapa, y
parametro reproductivos.

2. Determinar experimentalmente como diferentes combinaciones de temperatura y
humedad afectan los ciclos de vida en condiciones controladas.

4. Establecer mediante estudios observacionales longitudinales si el efecto del
parasitismo sobre la sobrevida, crecimiento, condicion corporal y parametros
hematoldgicos de Ph. ruber, Ph. sibilatrix y Pi. sulphuratus dependen de variaciones

en factores climaticos.
Hipdtesis de trabajo

Por los antecedentes expuestos en el Apartado 3 de la Introduccion se espera que, bajo la
influencia de bajas temperaturas, se prolongue el estado de pupa sin afectar la sobrevida

de los individuos. En virtud de esto se trabajaran las siguientes hipotesis:

1. La temperatura tiene un efecto diferencial sobre la duracién de desarrollo de las
pupas de P. torquans.

2. Los individuos de P. torquans presentan periodos de pupariacion y pupacion mas
largos cuando se los expone a bajas temperaturas.

3. Latemperatura no tiene un efecto diferencial en la mortalidad de las pupas.
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MATERIALES Y METODOS

A fin de responder a los objetivos planteados se realizaron dos estudios experimentales en
condiciones de laboratorio y un estudio observacional a campo. Los estudios
experimentales se iniciaron a partir de individuos de P. torquans colectados de
hospedadores infestados. Mientras que en el estudio a campo se siguieron intensivamente

nidos de aves de las especies frecuentemente parasitadas por P. torquans.

1. Consideraciones éticas.

Todos los procedimientos realizados en el marco de esta tesis se desarrollaron segin lo
expresado en “Guide for the care and use of laboratory animals” (ILAR, 2010). Los
protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral, bajo los
nameros 01/2008 y 327/16, en el marco de los proyectos ‘Pichones parasitados por
philornis: significancia y potencial efecto del cambio climatico” y “Philornis (Diptera:
Muscidae) como modelo para estudios ecoepidemiol6gicos: caracterizacion genética,

preferencia de hospedadores y estudios poblacionales™.

2. Caracterizacioén de las areas de estudio.

El trabajo se realiz6 en dos parches de bosques nativos localizados en el centro de la
provincia de Santa Fe (Argentina), a la vera del rio Salado (Figura 1A). Uno de los sitios
corresponde a la Reserva Natural “Méd. Vet. Martin R. de la Pefia” (31°23°S; 60° 55°0)
(de aqui en mas Reserva Natural), cercano a la ciudad de Esperanza, y el otro es un
campo privado conocido como “Mihura” (31° 30°S, 60° 47°0), proximo a la ciudad de
Recreo (Figura 1B). Ambos sitios representan relictos de la Provincia fitogeogréafica del
Espinal (Cabrera, 1994) y poseen sectores de bosque y bajos inundables. Los bosques
comprenden relictos caducifolios dominados por arboles de tamafio medio, como
chanares (Geoffroea decorticans), quebrachos blancos (Aspidosperma quebracho
blanco), aromos (Acacia caven), algarrobos (Prosopis alba), curupies (Sapium
haematospernum) y talas (Celtis tala). Algunos sectores del bosque estdn dominados por
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acacia negra (Gleditsia tiracantos, especie introducida) y chilca (Tessaria
dodoneaefolia). El sector de bafiado posee comunidades de juncos (Schoenoplectus
californicus) y espartillo (Spartina argentinensis). El clima en esta region es Pampeano
templado, con una temperatura media anual de 18°C, con minimas medias de 12.3°C y
maximas medias de 24.8°C, y precipitaciones que promedian los 990 mm anuales,
concentradas mayormente en la época estival (www.climayagua.inta.gov.ar). Estos
bosques sirven como sitio de nidificacion para unas 100 especies de aves, en su mayoria
Passeriformes (de la Pefia, 2005a), y P. torquans parece ser la Unica especie alli presente
(Monje y col., 2013).
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del area de estudio (circulo rojo) (A) y foto satelital de la Ruta
Prov. N° 70, en el tramo que une las ciudades de Esperanza y Recreo, en la que se destacan los

sitios de estudio (recuadros naranja) (B).
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3. Estudio sobre el ciclo de vida de P. torquans bajo condiciones de cria de

laboratorio.
3.1 Colecta de estadios inmaduros y desarrollo de adultos.

Para obtener datos sobre el ciclo de vida de P. torquans se colectaron larvas del ultimo
estadio de desarrollo de pichones infestados. Se consideraron pertenecientes a ese estadio
las larvas que alcanzaban los 15 mm de longitud (Skidmore, 1985) Los muestreos se
realizaron tres veces por semana en la Reserva Natural durante las temporadas
reproductivas de las aves de 2013-2014, 2014-2015 y 2015-2016 (setiembre-abril). En las
tres temporadas de estudio, la colecta de ejemplares de P. torquans comenzo la primera
quincena de octubre y finalizd la primera semana de abril. El total de larvas que se
colecto diariamente por hospedador no excedi6 del 20% de la carga parasitaria total. Esa
cantidad se seleccion0 arbitrariamente para minimizar posibles efectos de la extraccion de

larvas sobre la dindmica poblacional de P. torquans.

Las larvas se extrajeron cuidadosamente de sus hospedadores utilizando pinzas finas de
laboratorio (Figura 2A). A pocas horas de la remocidn del hospedador (4-6 hs), las larvas
fueron llevadas al Laboratorio de Ecologia de Enfermedades (IciVet, CONICET-UNL).
Durante el traslado, las larvas se conservaron individualmente en pequefios recipientes
que contenian algodén humedecido en agua destilada. En el laboratorio se criaron en una
habitacion con luz natural bajo condiciones controladas de temperatura y humedad
(26£1°C; 65+15%). Cada larva se colocé individualmente en un recipiente de plastico de
25 cm?® que contenfa trozos de papel tist, para que se desarrolle la pupa (Figura 2B). Los
recipientes se examinaron diariamente para detectar la presencia de pupas o adultos y
documentar la mortalidad. Adicionalmente, se colectaron 71 pupas halladas en nidos de
hospedadores, las cuales se expusieron a las mismas condiciones descritas anteriormente
con el proposito de obtener mas adultos. Los individuos colectados recibieron una
identificacion Unica para hacer el seguimiento de su desarrollo. Para todos los individuos
se registro la fecha de colecta, la especie y la Id del pichon hospedador, el estadio de

colecta y el peso en gramos (balanza marca OHAUS de 0.001 g de precision).
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Figura 2. Extraccién de una larva del Gltimo estadio de P. torquans de un pichon infestado de Pi.
sulphuratus (A). Pupa de P. torquans en formacion donde se aprecia una secrecién esponjosa

blanquecina (B).

Las larvas colectadas en la temporada reproductiva 2015-2016 fueron sometidas a
diferentes regimenes de temperatura y humedad (objetivo 2), por lo que no se consideran

aqui para contribuir con datos sobre la etapa de pupa.

3.2 Condiciones de mantenimiento de los adultos y manejo de los huevos.

Los adultos emergidos durante las tres temporadas de estudio fueron sexados después de
la emergencia siguiendo a Couri (1999). Para explorar la biologia reproductiva y el
comportamiento de las moscas, se colocd una hembra y un macho procedentes de
diferentes nidadas hospedadoras en envases de pléstico translicido de 250 ml. Las
condiciones de la habitacién fueron iguales a las mencionadas anteriormente. Los adultos
fueron alimentados una vez al dia con una dieta consistente en agua (17 ml), jugo de
naranja (45 ml), azlcar (5.7 g) y proteina hidrolizada (2 g) (dieta adaptada de Lincango y
Causton, 2008), provista en tubos ependorf de 1.5 ml. Diariamente, las parejas de adultos
fueron inspeccionadas para registrar la supervivencia y la actividad reproductiva.
Después de la muerte, algunos especimenes adultos se conservaron en etanol al 70%

mientras que otros se preservaron en seco.

Los primeros huevos de P. torquans se encontraron en diciembre de 2013 en el interior
de los recipientes. Para retirar los huevos de los recipientes se utilizé un pincel de punta
fina humedecido en agua destilada. Los huevos fueron colocados en placas de Petri de
vidrio de 5 cm de diametro y mantenidos bajo las mismas condiciones que los adultos.

Cada placa de Petri fue rotulada con la fecha de postura, el nimero de huevos y la Id de
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la hembra. Dos veces al dia se inspeccionaron las cajas de Petri en busqueda de larvas
recién nacidas. Los huevos que no nacieron en 12 dias fueron considerados infértiles y
conservados en etanol al 70%. Algunos huevos fueron recolectados y preservados el

mismo dia en que fueron puestos en etanol al 70% para estudiar y describir la morfologia.

4. Estudio experimental del efecto de la temperatura sobre el desarrollo de la

pupa de P. torquans.

Para este estudio se utilizaron larvas del dltimo estadio de desarrollo colectadas durante la
temporada reproductiva 2015-2016. La busqueda de hospedadores infestados se realizd
tres veces por semana en la Reserva Natural. Se siguid el mismo procedimiento de

extraccion y transporte de las larvas que el detallado anteriormente (Apartado 3.1).

Las larvas colectadas se originaron de 30 pichones infestados (16 nidadas) pertenecientes
a 9 especies hospedadoras: Cacicus solitarius, Furnarius rufus, Molothrus bonariensis,
Pa. coronata, Ph. ruber, Pi. sulphuratus, Schoeniophylax phryganophilus, T. aedon y

Turdus amaurochalinus.
+ Tratamiento

Se establecieron tres niveles de temperaturas como tratamiento: 15°, 18° y 30°C. Las
temperaturas utilizadas de 18° y 15°C corresponden a los promedios de las temperaturas
medias mensuales de los meses de abril y mayo, respectivamente, durante los dltimos 9

afios en el sitio de estudio. La temperatura de 30°C se utilizé como control negativo.

Durante los dos primeros meses del experimento (noviembre y diciembre) se colectaron
252 larvas, 126 fueron incubadas a 18° y las 126 larvas restantes a 30°C. Luego, en los
meses de enero y febrero se colectaron 58 larvas, que fueron asignadas en partes iguales a
15° y 30°C de temperatura de incubacion. De cada pichon hospedador se procuro obtener
un namero par de larvas, que se repartieron en cantidades iguales en los grupos
tratamiento (15° o 18°C) y control. Cabe aclarar que la disponibilidad de pichones
parasitados por larvas de ultimo estadio condiciond el nimero de larvas utilizadas en los

ensayos.
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4+ Procedimiento.

Los experimentos se realizaron en dos incubadoras (marca Ingelab, modelo 1-121 PH)
(Figura 3) mantenidas a temperaturas constantes = 0.5°C y a 60-70% de humedad, bajo
un fotoperiodo aproximado de 14:10 (luz: oscuridad) horas. Se utilizaron placas plasticas
de cultivo de 12 pocillos para alojar a las larvas, colocando una por pocillo (Figura 4).
Previo a la exposicion al tratamiento, las larvas fueron pesadas con balanza de precision
0.001 g. Las larvas que se extrajeron de un mismo pichdn se repartieron en partes iguales
en dos placas. Posteriormente, las placas fueron numeradas y se asignaron a cada
tratamiento asegurando que todas las larvas extraidas de un mismo pichon hospedador no

estuvieran expuestas a una misma temperatura.

Las placas se revisaron inicialmente dos veces al dia para detectar la presencia de pre-
pupas y asi poder estimar la duracion del periodo de pupariacion. Luego de formadas las
pupas, las placas se examinaron cada 24 hs para observar la emergencia de los imagos y
estimar la duracion del periodo de pupacion (fase de pupa). Para cada tratamiento se
registrd la cantidad de individuos que puparon exitosamente, la cantidad de pupas de las

gue no emergieron imagos y el nimero total de imagos obtenidos.

Figura 4. Placas de cultivo con imagos de P.

torquans de eclosion reciente.

Figura 3. Incubadoras donde se realizaron

los experimentos con pupas de P. torquans.
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5. Estudio observacional del efecto de factores climaticos sobre el impacto del

parasitismo de P. torquans sobre sus hospedadores.

Para establecer si el efecto de P. torquans sobre el crecimiento, la condicion corporal, los
pardmetros hematoldgicos y la sobrevida los pichones depende de variaciones climaticas,
se realiz6 un seguimiento intensivo de las nidadas de Ph. ruber, Ph. sibilatrix y Pi.
sulphuratus durante los meses de setiembre a abril de las temporadas reproductivas 2008
a 2010 y 2012 a 2016, totalizando 6 temporadas de estudio. Los muestreos para todas las
temporadas comenzaron la semana del 14 de septiembre y finalizaron cuando no se
detectaban mas nidos con huevos y/o pichones por un lapso de 7 dias (Ultima semana de

abril o primera semana de mayo).

Los datos colectados durante las temporadas 2008 a 2010 se obtuvieron en el marco el
proyecto “Pichones parasitados por Philornis (Diptera: Muscidae): importancia y
potencial efecto del cambio climatico”, correspondiente a la tesis doctoral del Dr. Dario
Manzoli. En esa instancia el trabajo de campo se realiz6 en la Reserva Natural y en
Mihura. En el resto de las temporadas, 2012 a 2016, el trabajo se realiz6 sélo en la

Reserva Natural.
5.1 Especies de aves estudiadas.

Los espineros (Phacellodomus) son uno de los principales géneros de furnaridos de
tierras bajas de habitats semiabiertos tropicales y subtropicales del sur de Sudamérica (del
Hoyo y col., 2003). En nuestro pais estan representados por 6 especies (Narosky e
Yzurieta, 2003), de las cuales el Ph. ruber y Ph. sibilatrix residen permanentemente en la
Provincia de Santa Fe (Fandifio y Giraudo, 2010). Ambas especies son bastante
coincidentes en sus distribuciones y habitats, hallandose también en las provincias de
Formosa, Tucuman, Chaco, Corrientes, Misiones, Entre Rios y Norte de Buenos Aires
(del Hoyo y col., 2003). Sus distribuciones se extienden a los territorios de Bolivia,
Paraguay, Brasil y Uruguay (del Hoyo y col., 2003; Bellagamba y Bellagamba de
Oliveira, 2012). Suelen habitar bosques, praderas arboladas y sabanas (de la Pefia y col.,
2007). Phacellodomus ruber también frecuenta selvas en galeria y matorrales riberefios.
Sus dietas incluyen principalmente coleopteros, formicidos y aracnidos (del Hoyo y col.,
2003; Alessio y Beltzer, 2010). En la region del Espinal el periodo reproductivo de Ph.
ruber se extiende desde setiembre a enero, mientras que Ph. sibilatrix se reproduce desde

setiembre hasta marzo (de la Pefia, 2005b). Ambas especies construyen elaborados nidos
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colgantes de facil localizacion y acceso. En la construccion del nido utilizan ramas de
arboles generalmente espinosos y material blando como pasto y plumas para la camara de
postura. Tipicamente colocan hasta 4 huevos, excepcionalmente 5 en Ph. ruber, que
incuban por 16-17 dias, y los pichones permanecen en el nido por un periodo de 15 a 17
dias (de la Pefa, 2005b).

Pitangus sulphuratus es un tiranido de amplia distribucion, hallandose desde el sur de
Estados Unidos hasta el sur de Argentina (Ridgely y Tudor, 1994). Ocupa diversos
habitats naturales semiabiertos, rurales y urbanos. Es un ave muy comin y conspicua en
toda su distribucion. En Argentina habita desde el norte del pais hasta las provincias de
Neuquén, Chubut y Santa Cruz (de la Pefia, 2013). Su dieta es muy amplia, incluye
insectos, frutos y semillas, peces, crustaceos, moluscos, aracnidos y anfibios (Latino y
Beltzer, 1999). Construyen grandes nidos de pasto, globulares o abovedados, en sitios
altos y expuestos. La puesta es de 3 a 5 huevos que incuban durante 17 dias. Los pichones
abandonan el nido a los 17-18 dias de vida (de la Pefia, 2005b).

5.2. Busqueda, monitoreo de nidos y colecta de datos.

Los sitios de estudio se exploraron semanalmente en forma exhaustiva en la busqueda de
nidos activos de las especies estudiadas. Los muestreos comenzaban después del
amanecer Yy finalizaban a las 14 hs aproximadamente, con una duracién media de 7 hs.
Durante la busqueda se procurd recorrer toda el area inspeccionando la vegetacion y
estando alerta a observar comportamientos de individuos adultos y jovenes que pudieran
indicar la ocupacion de un nido. Los nidos hallados fueron geo-referenciados, mediante el
uso de GPS (Sistema de Posicionamiento Global), y marcados con bandas plésticas con
un codigo Unico para cada nido, posicionadas a distancias prudentes de los mismos. Para
observar el contenido de los nidos de benteveos se accedid por la boca, pero en el caso en
los nidos de espineros se realiz6 un orificio a la altura de la camara de postura para poder
introducir la mano. Finalizada la inspeccion, se cubria el orificio con bolsas de nylon
(para impermeabilizarlo) y ramitas. Las bolsas se retiraban luego cuando el nido dejaba

de tener actividad para que pudiera ser reutilizado.

Para evitar que la manipulacion de los nidos y los pichones pudiera incrementar el
abandono de la nidada por parte de los padres o la predacion de los pichones, el acceso a
los nidos se realizé por diferentes caminos en cada visita (dia de muestreo), se procur6 no

modificar el ambiente alrededor del nido, no permanecer en la proximidad de los nidos
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por periodos de tiempo prolongados, y se verifico la ausencia de aves predadoras (por

ejemplo Guira guira).

Las nidadas detectadas fueron monitoreadas cada 2 o 3 dias y cada pichon fue examinado
repetidamente, desde la eclosion hasta su ausencia. Se procuré manipular los pichones
cuidadosamente y en el menor tiempo posible, utilizando guantes de latex. Si los padres
mostraban signos de alarma (intento de ataque, vocalizaciones de alerta, etc.), el trabajo

cesaba y se colocaban los pichones nuevamente en el nido.

En la primera visita que se realizaba, los pichones fueron marcados para identificarlos
mediante cortes en las ufias de la pata derecha. Los datos colectados de cada pichon en
cada visita incluyeron: fecha, especie nidificante (especie que correspondia a los padres
de los pichones), especie del pichon, edad, peso corporal, longitud del tarso, indice de
masa corporal, tamafio de la nidada, cantidad, tamafio y ubicacion de las larvas de
Philornis, presencia de otros ectoparasitos. La edad se determind en dias desde la
eclosion. Cuando la fecha de eclosion no pudo ser determinada, la edad se estimd a partir
de alguno de los hermanos del nido cuya eclosién se observd. El peso corporal se
establecio en gramos con una balanza digital de (precision de 0.1 g). La longitud del tarso
se midid con calibre (precision de 0.5 mm) desde la articulacion doblada del tibio-tarso
hasta las articulaciones de los dedos doblados hacia atras, como un estimativo del tamafio
del cuerpo (Winker, 1998). El indice de masa corporal se calcul6 como el cociente entre
el peso corporal y la longitud de tarso. Se registré el nimero de larvas que contenia cada
pichon, como cantidad total y diferenciada en tres tamafios: L1 (méas pequefias, hasta 4
mm de largo), L2 (tamafio intermedio, entre 4 y 7 mm de longitud) y L3 (mas grandes y
de dltimo estadio, mas de 7 mm), y la ubicacion corporal de cada larva. En estudios
previos se observo la presencia de piojos y de acaros, los primeros fueron clasificados
como presentes/ausentes, mientras que los segundos se clasificaron de 0 a 3 (desde

ausentes a muy abundantes).

Se registraron otros factores que, por su posible asociacion con la variable respuesta,
podian ser potenciales modificadores de efecto, tales como la altura del nido en metros
desde el suelo, la especie de arbol que soporta el nido, la composicion del material
externo del nido (pasto, palos o pequefias ramas), de la céamara de postura (palos,
material blando como plumas y pelos, pasto o fibras vegetales) y la comunidad de
vegetacion circundante al micro-habitat del nido. Ademas, se registré la semana de
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estudio, designando como semana 1 a la correspondiente al 14 de setiembre de cada
temporada. Los datos climéaticos, temperatura méxima, media y minima del aire,
humedad relativa y precipitacion, fueron provistos por la Estacién Meteoroldgica-FCA-
UNL (estacion automatica Pegasus EP2000), localizada 7 km al sur de la Reserva

Natural.
5.3 Procesamiento de las muestras de sangre en el laboratorio.

Semanalmente se extrajo una muestra de sangre de los pichones, desde que presentaban 2
dias de edad hasta que desaparecian del nido. La extraccion se realizo mediante un corte
de los dos tercios de una ufia de la pata izquierda, procurando en la proxima colecta
cambiar de dedo para minimizar posibles efectos de cambios celulares, debido a procesos

inflamatorios de reparacion de la ufia cortada.

Para evitar que se produzcan alteraciones hematoldgicas producto de la manipulacion
(Romero y Reed, 2005), se procurd que la extraccion de sangre fuera la primer actividad
a realizar luego de extraer el pichon del nido. En cada extraccion se colectd entre 7 y 10
ul de sangre entera mediante tubos de microhematocrito heparinizados, que se transportd
en cajas refrigeradas para su posterior procesamiento. Cabe aclarar que la cantidad de
sangre extraida correspondi6 como méaximo al 0.3% del peso corporal, ya que se
recomienda no extraer mas del 1% del peso vivo (Campell, 1997). En el laboratorio la

sangre se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion.

A partir de las muestras de sangre se obtuvo la concentracién de glébulos rojos y
glébulos blancos. Para ello, el contenido del capilar se depositd sobre un portaobjeto con
la ayuda de una propipeta acoplada al capilar. Luego de homogeneizar, se tomaron 2 ul
de sangre con micropipeta monocanal (de volumen variable de 0.1 a 2.5 ul, marca
BOECO, Germany) y se diluyé en 98 ul de solucion de Rees-Ecker (esta solucion
permite realizar una estimacion directa de la concentracion de glébulos blancos totales-
Lucas y Jamroz, 1961), generando una dilucién 1:50. Para el conteo de los tipos celulares
la solucion se coloc6 en una camara de Neubauer mejorada (marca BRAND). La
concentracion de ambos elementos sanguineos se expresé de manera absoluta como el

numero de células por microlitro (globulos rojos/ul o globulos blancos/ul).

A diferencia de lo que ocurre con los mamiferos, con la dilucion 1:50 puede realizarse el

conteo tanto de glébulos blancos como de rojos, porque se utiliza la misma solucion que
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permite la diferenciacion de ambos tipos celulares. La diferenciacion entre las células de
las lineas granulocitica y la eritrocitaria, se basa en la forma, apariencia, coloracién y
refringencia. El azul brillante de cresilo, colorante de Rees-Ecker, tifie diferencialmente

los globulos blancos.

6. Analisis estadisticos.

Para analizar los datos de los estudios realizados, se usoé el software R (V. 3.1.0, The R
Project for Statistical Computing; ). Se utilizaron modelos
lineales mixtos (MLM) cuando la variable respuesta presenté una distribucién normal
(funcion de enlace “identidad”), y lineales mixtos generalizados (MLMG) cuando se
trabaj6 con distribucion binomial (funcion de enlace “logit™), poisson (funcién de enlace
“log”) o binomial negativa (funcion de enlace “log”). Los paquetes utilizados fueron
glmmADMB (Fournier y col., 2012) y Ime4 (Bates y Bolker, 2011).

6.1 Variables descriptivas del ciclo de vida de P. torquans.

Para cada individuo se estimd la duracién en dias de la fase de pupa, diferenciando los
procesos de pupariacion y pupacion. El periodo de pupariacién se estim6 (dias) desde el
momento en que las larvas se retraian hasta su oscurecimiento, y el periodo de pupacion
se calculé como el tiempo transcurrido desde el oscurecimiento de la pupa hasta la

emergencia del adulto.

Para obtener la sobrevida de cada estado, el numero de sobrevivientes al final de un
estado se dividio por el nimero de individuos al inicio del mismo. Las diferencias
sexuales en la sobrevida se testearon con la prueba no paramétrica de Wilcoxon rank-

sum.

La razon sexual se estimo6 como la razon entre el nimero total de hembras y el nimero
total de machos, y con la prueba de Chi-cuadrado se determiné si la razon sexual fue

significativamente diferente de lo esperado (1:1).

Para cada hembra se registré la fecha en que coloc6 el primer huevo, asi como el nimero
de huevos y posturas realizadas. El periodo de pre-oviposicidn se estimé como el nimero
de dias transcurridos entre la emergencia de la hembra del pupario y la oviposicién de su

primer huevo; mientras que el periodo de oviposicion se valordo como la diferencia en
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dias desde la fecha que puso huevos por primera vez hasta el dia que puso huevos por
ultima vez. Se usO la prueba no paramétrica de Wilcoxon rank-sum para detectar
diferencias en la duracion de los periodos de pre-oviposicion y oviposicién, asi como en

el total de huevos puestos.
6.2 Variables del estudio experimental.

La mortalidad porcentual de larvas, pupas e imagos fue obtenida en cada nivel del
tratamiento; y las diferencias fueron testeadas con la prueba no paramétrica de Wilcoxon

rank-sum.

El periodo de pupariacion y pupacion fue estimado para cada individuo de igual forma
que en el estudio anterior. La duracion de la vida adulta de las mosca se calculé como los
dias transcurridos entre la emergencia del pupario y la muerte. Para analizar diferencias
en las variables estimadas entre los niveles del tratamiento se usaron las pruebas no

paramétricas de Wilcoxon Rank Sum y Kruskal-Wallis Rank Sum.

Se usaron MLMG con respuesta binomial negativa para evaluar si el tratamiento afectd la
duracién de la vida adulta. La variable dependiente fue dias de vida de los imagos. Las
variables independientes de interés utilizadas fueron: temperatura del tratamiento (como
término lineal y cuadratico), peso de la larva: gramos al momento de la colecta, sexo del
imago: macho o hembra, pre-pupa: dias de pupacion y pupa: dias de pupacion. Se incluy6
el factor al azar ‘llespecie hospedadora/ID pichon’, para tener en cuenta la falta de
independencia de las larvas colectadas de un mismo pichdn y especie hospedadora, y asi
eliminar posibles problemas de pseudo-replicacion (Paterson y Lello, 2003).

Se obtuvo la duracion media del desarrollo para cada nivel del tratamiento, como el
promedio de los periodos de pupariacién y pupacién de los individuos considerados

juntos. La tasa de desarrollo se calculé como el cociente 1/duracion media del desarrollo.
6.3 Variables del estudio observacional.

Para examinar el efecto de las variables climaticas sobre el impacto del parasitismo en los
pichones, se utilizaron datos longitudinales colectados de medidas repetidas de los

individuos. La unidad de estudio para todos los analisis fue el pichén individual.

Las variables dependientes de interés incluidas fueron la ganancia de peso corporal, el

incremento de la longitud del tarso, el namero de glébulos rojos y blancos y la sobrevida.
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La ganancia de peso se midié como g/dias, y se estimé calculando la diferencia entre dos
medidas consecutivas de la masa del cuerpo, dividido por el nimero de dias entre
muestreos. De modo similar, el crecimiento del tarso (mm/dia) se estimé comparando
medidas consecutivas del largo del tarso. La sobrevida se valor6 como presencia o
ausencia (respuesta estadistica dicotomica) en el periodo (2-3 dias) inmediatamente
siguiente. En el analisis de sobrevida se consideraron las observaciones hasta los 15 dias
de edad de los pichones, debido a que luego fue dificil distinguir entre la desaparicion por
muerte/predacion o porque volaron del nido. EI nimero de globulos rojos y blancos se

estimé como la cantidad de células x ul’l.

Las variables independientes de interés fueron la interaccion entre la intensidad de larvas
y las variables climaticas. La intensidad parasitaria se estimé como la cantidad total de
larvas por pichon (designada como Larvas), y la cantidad de larvas pequefias (L1),
medianas (L2) y grandes (L3) por hospedador. Las variables climaticas incluidas fueron:
temperatura maxima diaria: registrada a las 12:00 hs; temperatura maxima semanal:
calculada como el promedio de la temperatura méxima de la semana; temperatura minima
diaria: registrada las 00:00 hs; temperatura minima semanal: fue la media de las
temperaturas minimas de una semana determinada; temperatura media: fue la temperatura
media semanal registrada; humedad diaria: registrada a las 00:00 hs; humedad semanal:
es el promedio semanal de la humedad registrada; precipitacion diaria: lluvia precipitada
en un dia; precipitacion semanal: lluvia acumulada en una semana. También se
incluyeron como variables de interés: temperatura maxima en incubacion: calculada
como la media de la temperatura maxima registrada desde el dia de postura del huevo
hasta la eclosion del pichdn; temperatura maxima desde la eclosion: promedio de la
temperatura méxima desde el dia de eclosion del pichén hasta el dia de la visita;
temperatura méaxima desde la postura: fue el promedio de la temperatura méxima desde el
dia de postura del huevo hasta el dia de visita al pichon. Del mismo modo, se obtuvo la
temperatura minima en incubacion, temperatura minima desde la eclosion, temperatura
minima desde la postura, humedad en incubacion, humedad desde la eclosion, humedad
desde la postura, precipitacion en incubacion, precipitacion desde la eclosion y
precipitacion desde la postura. En el caso de la precipitacion se obtuvieron también las
variables: precipitaciébn acumulada en incubacion, precipitacion acumulada desde la
eclosion y precipitacion acumulada desde la postura, evaluadas como la lluvia acumulada

durante sendos periodos.
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En el modelo maximo también se incluyeron potenciales factores de confusion de la
asociacion clima-parésito-hospedador, referidas al pichon y al micro-hébitat circundante
al nido. Las variables relacionadas con el pichdn incluyeron: edad: dias desde el
nacimiento; tamafo de las nidada: cantidad de pichones presentes en el nido al momento
de la visita; piojos: presencia/ausencia; acaros: cantidad de &caros; orden de nacimiento:
posicion en la secuencia de eclosion de pichones (del 1° al 5°). Las variables referidas al
micro-hébitat fueron: altura del nido; soporte: especie de arbol que soporta el nido; tipo
de bosque: comunidad de vegetacion. Por ultimo, se tuvo en cuenta las variables semana,

grupo de 7 dias, y sitio de estudio.

Las variables se midieron como dias previos o semanas mdviles (7, 14, 21 y 28 dias)
desde el momento de la medicidn. Los periodos anteriores se simbolizaron con el
subindice: t-n, donde n es cantidad de visitas, dias 0 semanas previas. Se establecieron los
valores d-1 para la variable intensidad de larvas, es decir, un dia previo. Las variables
climaticas se expresaron desde d-0 (dia de la observacion) hasta d-4 (4 dias previos a la
observacion) y desde s-1 (una semana previa) hasta s-4 (cuatro semanas previas). A modo
de ejemplo, para s-1, el valor incluy6 el dia de la observacién mas los 6 dias precedentes
(dia-1, dia-2, dia-3, dia-4, dia-5 y dia-6), para el periodo s-2 se usaron los datos desde

dia-7 hasta dia-13 y asi sucesivamente hasta s-4.

Se incluyeron como factores al azar ‘1|ID nido/ID pichon’, para ajustar por la falta de
independencia de las medidas repetidas colectadas del mismo nido y del mismo pichén, y
‘1| afno’, para eliminar la posible dependencia de las observaciones provenientes de un
mismo afio de estudio. Para atender la posible falta de linealidad de la asociacion con las
variables respuesta, la intensidad de larvas y la edad fueron incluidas como un término

polindbmico con componentes lineales y cuadréaticos.

Se us6 MLM cuando se evaluo el efecto de las variables independientes sobre la ganancia
de peso corporal, el incremento de la longitud del tarso y el nimero de globulos rojos, y
MLMG con respuesta binomial negativa, para evaluar nimero de globulos blancos, y con
una respuesta binomial, para evaluar sobrevida. Los modelos se generaron en forma
separada para cada una de las especies hospedadoras, es decir, la especie del pichon no se

incluyé como variable independiente en los analisis.
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6.4 Seleccion de modelos.

Para generar los modelos finales se utilizé el enfoque de Teoria de la Informacién
(Burnham y Anderson, 2002). La inclusion de las variables predictoras se realizo por el
método stepwise regression (regresion paso a paso) y los modelos fueron seleccionados
mediante el Criterio de Informacién de Akaike (AIC). La aproximacion al mejor modelo
se realiz6 comparando AAIC entre modelos, que es la diferencia entre el valor AIC mas
bajo y el AIC de los demas modelos. Se considerd el modelo con menor valor de AIC
(mejor modelo- Burnham vy col., 2011) y aquellos que presentaron una diferencia de hasta
5 unidades con el mismo (AAIC= 5). Luego, se calculd el peso de cada modelo (wi), que
es la probabilidad relativa de que el modelo especifico sea el mejor de la serie de todos
los modelos (Burnham y Anderson, 2002). Finalmente, los modelos seleccionados fueron
aquellos cuya suma de pesos acumulados fue 0.8 (Burnham y Anderson, 2002). Los
parametros 3 y los errores estandar de la inferencia multimodelo se calcularon como
medias ponderadas de los coeficientes de cada modelo con su respectivo valor wi. Se
consideraron como términos significativos aquellos cuyo intervalo de confianza al 95%

no incluyé al 0.

En el estudio observacional, las temperaturas medias maximas y minimas de un dia o
semana determinadas se evaluaron inicialmente por separado, segun el valor AIC modelo,
debido a que estan altamente correlacionadas, y esto puede generar problemas de

colinealidad.

Para realizar las graficas de las predicciones de los modelos, los coeficientes de regresion
se expresaron segun la transformacion de la funcién de enlace utilizada. Cada gréfica
muestra la asociacién entre la variable respuesta y la variable explicativa de interés, el
resto de las variables regresoras se fijaron para la categoria modal (en el caso de variables
ordinales, como por ejemplo tamafio de la nidada) o en el valor de la mediana (para
variables de escala, por ejemplo edad). La eleccion del rango de valores de la variable
climatica de interés, se baso en los valores del cuartil 1, el cuartil 3 y la mediana, para

precipitaciones, o la media, para temperaturas.
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RESULTADOS

1. Aspectos del ciclo de vida de P. torquans bajo condiciones de cria de

laboratorio.

Durante las temporadas reproductivas de las aves 2013-2014 y 2014-2015, se colectd un
total de 194 larvas de tercer estadio de pichones infestados. De esas larvas, en el 90.2%
(n=175) inicid la fase de pupa entre las 24 a 48 horas (periodo de pupariacién) siguientes
de haber sido removidas de los pichones, mientras que el 9.8% muri6 antes de iniciar ese
proceso. La presencia de un capullo (secrecién esponjosa y blanca) alrededor de la pupa
se observo aproximadamente en el 87% de las pupas (Figura 5). Un total de 150 (85.7%)
pupas eclosionaron. De los 71 individuos colectados de los nidos como pupas, 68
(95.8%) emergieron como adultos. La duracion de los estados de pupa y adulto se
muestra en la Tabla 1. Se observaron diferencias sexuales en el tiempo de sobrevida de
los adultos, las hembras sobrevivieron 1.2 veces mas dias que los machos (W= 22944; p=
0.002).

Figura 5. Secrecion esponjosa producida por una larva de tercer estadio de P. torquans (A). Pupa

totalmente encerrada en el capullo (B).

De los 512 adultos que emergieron, 259 fueron machos (50.6%) y 253 hembras (49.4%).
La proporcion de sexos no fue significativamente diferente de la razon esperada 1:1 (Xzz
0.07; p=0.79).

Durante la primer temporada de cria (2013-2014), se obtuvieron los primeros huevos de
P. torquans en cautiverio. De las 115 hembras que fueron expuestas a los machos, 41
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(35.7%) pusieron huevos. Esos huevos se encontraron sobre el alimento proporcionado,
en los tubos eppendorf donde colocaba el alimento y en las paredes de los recipientes de
plastico que contenian a los adultos. Teniendo en cuenta las tres temporadas de cria en
conjunto, se colectd un total de 1843 huevos. Las hembras ovipusieron 41+31.1 huevos
en promedio (rango= 1 a 148). Las hembras pusieron de 1 a 8 posturas durante su vida
con una postura siendo el modo, ocurriendo en el 41.5% (17 de 41) de los casos. De las
hembras restantes, el 14.6% colocd dos posturas, el 9.8% puso tres posturas y el 34.2%
puso cuatro o mas posturas (Tabla 2). Se observo una correlacion positiva entre la
cantidad de posturas y la mediana del nimero total de huevos puestos (rho= 1, p= 0.017).
Cuando las hembras ovipusieron mas de una vez, transcurrieron 16.7+10 dias en
promedio entre las primera y Ultima postura (Tabla 1), mientras que el intervalo medio

entre posturas fue 4.9+3.2 dias.

Tabla 1. Duracion de los estados de pupa y adultos de P. torquans, y de los periodos de
pre-oviposicion y oviposicion, bajo condiciones de cria de laboratorio. El tamafio de la
muestra es indicado con n.

Duracion (dias)

Estado/periodo Rango  Mediana/ MediazSD (n)

Pupa 8-15 10/ 10.5£1.5 (150)

Adultos: Macho 0-85 14/ 17.0+14.5 (206%)
Hembra 0-100  17/24.1+22.4 (1919

Pre-oviposicién: Hembras de larvas  6-100 30/ 35.3+20.4 (29)
Hembras de pupas 13-19 16/ 16.1+2.5 (12)

Oviposicion 2-33 15/ 16.7+10 (23")

*Total de machos y hembras obtenidos a lo largo de las tres temporadas

reproductivas con fecha de muerte conocida (no se pudo determinar la fecha de

muerte de 115 adultos). "Hembras con més de una postura.

Las hembras comenzaron a poner huevos al menos 6 dias después de emerger del
pupario. No se hallaron diferencias significativas en el periodo de pre-oviposicion entre
las hembras que pusieron sélo un postura y las hembras que pusieron dos o mas postura
(W= 217.5; p= 0.73). Sin embargo, las hembras que fueron colectadas como pupas
tuvieron un periodo mediano de pre-oviposicion 53% menor que las hembras colectadas
como larvas (Tabla 1) (W= 30.5; p<0.001). No se detectaron diferencias significativas en

el nimero total de huevos puestos por estas hembras (W= 172.5, p= 0.98).
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Tabla 2. Cantidad de huevos puestos por las hembras de P. torquans en relacion con la
cantidad final de posturas realizadas. El tamafio de la muestra es indicado con n.

Total Huevos puestos
de posturas®  Rango Mediana/ Media£SD (n)
1 1-53 21/ 23.6x£18.4 (17)
2 7-96 50.5/ 54.2+£32.1 (6)
3 33-69 53.5/52.3+18 (4)
4 29-69 49/ 49+13.2 (7)
5 48-148 77/ 88.8+43.1 (5)

#Se excluyeron las posturas 7 y 8 debido a que la muestra fue
de uno en cada caso. Ninguna hembra coloco 6 posturas.

Del andlisis del tamafio corporal de este grupo de hembras, se observé que las colectadas
en el estado de pupa fueron mas largas y anchas (largo: rango= 7.4-9.1 mm, M= 8.1 mm;
ancho: rango= 3-3.7 mm, M= 3.3 mm; n= 12) que las hembras colectadas en el estado de
larva (largo: rango= 6.4-8.3 mm, M= 7.3 mm; ancho: rango= 2.4-3.4 mm, M= 2.9 mm;
n=29), y esas diferencias fueron significativas (largo: W= 176; p<0.001; ancho: W= 176;
p<0.001). Ademas, se observo que las hembras colectadas como larvas vivieron por un
periodo 2.5 veces mayor que las colectadas como pupas (Figura 6), y dicha diferencia en

sobrevida fue significativa (W= 25; p<0.001).
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Del total de huevos colectados bajo condiciones de cria de laboratorio (n= 1843),
eclosioné menos del 1% (n= 15). Estos huevos fueron colocados por dos hembras. Las
larvas de primer estadio fueron detectadas cuatro dias después de la fecha de postura,

pero desafortunadamente ya estaban muertas cuando se hallaron.

2. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo y la sobrevida de P. torquans.
2.1 Efectos sobre la mortalidad.

Del total de larvas utilizadas en el experimento (n= 310), 29 se incubaron a 15°, 126 a
18° y 155 a 30°C; y el nimero de imagos obtenidos fue 22 (75.9%), 104 (82.5%) y 135
(87.1%), respectivamente. De las comparaciones entre los grupos tratados y control, se
observo que la mortalidad de las larvas incubadas a 15°C fue del 10.3% mientras que en
las larvas incubadas a 30°C fue del 5%. Si bien en las larvas del primer grupo la
mortalidad fue 2 veces mayor, esa diferencia no fue significativa (W= 2460, p= 0.26). En
cuanto a la mortalidad de las pupas, aquellas que fueron incubadas a 15°C tuvieron 1.3
veces mayor probabilidad de morir que las incubadas a 30°C, ya que las mortalidades
fueron 15.4% vy 11.8%, respectivamente. Tampoco en este caso la diferencia fue
estadisticamente significativa (W= 2061, p= 0.61). Respecto de los individuos incubados
a 18°C, las mortalidades fueron similar a las observadas en el grupo control, siendo de
5.6% para las larvas y de 12.6% para las pupas. En la Figura 7 se compara la cantidad de
individuos de cada estado de desarrollo por nivel del tratamiento, y la mortalidad
observada durante los cambios de estado.

2.2 Efectos sobre el tiempo de desarrollo.

La duracién de los periodos de pupariacion, pupacién y adulto se muestra en la Tabla 3.
Los individuos incubados a 15°C demoraron mas en transformarse en pupas (W= 59, p<
0.001) vy, posteriormente, en emerger de los puparios (W= 253, p< 0.001) que los
individuos control. Lo mismo se observo con las pre-pupas (W= 595.5, p< 0.001) y pupas
(W= 14040, p< 0.001) que se incubaron a 18°C, respecto de los individuos control. En
cuanto a la duracion del periodo de imago, no se encontraron diferencias entre aquellos a
15°C vy los control (W= 663, p= 0.93), pero los imagos incubados a 18°C vivieron
significativamente mas dias (W= 3383.5, p= 0.011).
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Figura 7. Cantidad de individuos por estado de desarrollo en cada nivel de temperatura. Los
valores porcentuales al final de cada columna corresponden a la mortalidad observada durante la

metamorfosis.

Tabla 3. Duracion (en dias) de los periodos de pupariacion, pupacion y adultez de P.

torquans a tres temperaturas constantes. EI tamafio de la muestra es indicado con n.

15°C 18°C 30°C
Periodo MediatSD/ MediatSD/ MediatSD/
Rango (n) Rango (n) Rango (n)

Pupariacion 3.7+0.8/ 2-6 (26) 3.3+0.8/ 2-6 (119) 1.5+0.6/ 1-3 (153)

Pupacién 34.4+2/ 31-41 (22)  22.6%1.3/19-26 (104) 8+0.7/6-10 (135)

Adultez® 19.2+14.3/ 4-45 (21) 27.6+25/ 2-61 (85) 21.6£23/ 1-56 (64)
®En 91 imagos no se pudo determinar la fecha de la muerte.

Al analizar si la duracion de los periodos de pre-pupa y pupa diferian respecto de la
especie hospedadora y el peso de la larva, no se hallaron diferencias significativas (pre-
pupa: especie hospedadora: K= 9.0, p= 0.342; peso: K= 89.0, p= 0.65; pupa: especie
hospedadora: K= 6.24, p= 0.62; peso: K= 114.83, p= 0.75; imago: especie hospedadora
K= 14.33, p= 0.07, peso: K= 116.69, p= 0.52). No obstante, la duracion del estado de
imago mostré diferir segin el sexo de los individuos, siendo los machos menos longevos
que las hembras (K= 4416.5, p= 0.004).
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La Tabla 4 muestra los modelos estadisticos que mejor se asocian con la duracion del
estado de imago. La temperatura (término lineal y cuadratico) y el sexo fueron los
predictores mas importantes (el intervalo de confianza excluye el cero, ver Tabla 5), y
estan incluidos en el mejor modelo que describe la variacion de la respuesta (w;= 0.65). La
temperatura produjo efectos positivos en la respuesta, especialmente entre los 15° y 18°C,
pero al aproximarse a 30°C la vida de los adultos se reduce. Este impacto no presento6
diferencias entre los sexos, pero las hembras vivieron mas dias en todos los niveles del

tratamiento (Figura 8).

Tabla 4. Modelos lineales mixtos generalizados que explican la variacion en los dias de
sobrevida de las moscas adultas (n=170). Los modelos que contienen el 80% de los pesos
acumulados de AIC se muestran en negrita.

Modelo AlCc AAICc Wi
Temperatura+ sexo+ temperatura® 1471.8 0.00 0.65
Sexo+ pre-pupa 1474.4 2.56 0.18
Sexo+ pupa 1474.4 2.62 0.17

Temperatura: de incubacion de los individuos, pre-pupa: duracion del estadio, pupa:
duracion del estadio. w;: peso de AlCc

Tabla 5. Pardmetros estimados (+ SE) a partir de MLMG que describen la variacion en
los dias de sobrevida de los imagos de P. torquans.

Error Intervalo de
Confianza
Parametro Coeficiente  Estandar  Inferior Superior
Intercepto -0.705 3.178 -6.957 5.547
Temperatura 0.503 0.232 0.045 0.961
Temperatura®  -0.011 0.005 -0.021  -0.001
Sexo (machos) -0.382 0.134 -0.647 -0.117
Pre-pupa -0.017 0.058 -0.132 0.098
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Figura 8. Sobrevida de los imagos de P. torquans en relacién con la temperatura, como lo

determina el modelo lineal mixto generalizado final.

Como se observa en la Figura 9, la duracion del desarrollo (dias de pupariacion+dias de
pupacién) da como resultado una relacion lineal altamente significativa entre la tasa de
desarrollo y las temperaturas entre los 15 y 30°C. Esta relacion se mantiene cuando se
incluyen los datos sobre desarrollo de las pupas a 26°C (Apartado 1 de los Resultados).
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Figura 9. Tasa de desarrollo (1/tiempo de desarrollo) de P. torquans durante el estado de pupa. El

punto verde representa la tasa de desarrollo a 26°C.
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3. Influencia de factores climaticos sobre el impacto del parasitismo de P.

torquans en sus hospedadores.

Durante las seis temporadas reproductivas se colectaron 3301 observaciones (mediciones
de individuos) pertenecientes a 854 pichones, provenientes de 305 nidadas. De esas
observaciones, 703 pertenecieron a Ph. ruber, 1532 a Ph. sibilatrix y 1035 a Pi.
sulphuratus, siendo la cantidad de pichones muestreados por especie, 186, 394 y 274,

respectivamente. EI promedio de observaciones por pichén fue tres y el rango 1-9.

Se hallaron larvas de P. torquans en el 45.5% de los pichones examinados. El nivel mas
alto de parasitismo se observé en Pi. sulphuratus con el 65.7% de prevalencia y una
intensidad media de 14.5 larvas por pichdn, seguido de Ph. ruber donde la prevalencia de
parasitos fue de 43.5% y en promedio tuvieron 14.1 larvas por pichon, y Ph. sibilatrix

con 32.5% de prevalencia e intensidad media de 4.6 larvas.

En la Tabla 6 se muestra un resumen de los parametros descriptivos de las variables
climaticas de interés incluidas en los analisis. Como los modelos se generaron en forma
separada para cada especie preferencial, se presentan los valores de temperatura,

precipitacion y humedad a los que estuvieron expuestas cada una de ellas.

Tabla 6. Pardmetros descriptivos de las variables climaticas observadas en el area de
estudio durante las temporadas reproductivas 2008 a 2010 y 2012 a 2016. Se muestran

por especie hospedadora preferencial de P. torquans.

Ph. ruber Ph. sibilatrix Ph. sulphuratus
Mediana/ Rango
Precipitaciong.o 0/ 0-43 0/ 0-86 0/ 0-86
Precipitaciong.; 0/ 0-44 0/ 0-138 0/ 0-55
Precipitaciong., 0/ 0-78 0/ 0-85 0/ 0-86
Precipitaciong.s 0/ 0-63 0/ 0-138 0/ 0-86
Precipitaciong.4 0/ 0-63 0/ 0-85 0/ 0-86
Precipitacions., 13/0-113 0/11-163 28/ 0-141
Precipitacions., 19.3/0-141 0/11-371 31/0-141
Precipitacions.s 6/ 0-206 0/ 6-371 26/ 0-141
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Ph. ruber Ph. sibilatrix Ph. sulphuratus
Mediana/ Rango
Precipitacions.4 8/0-141 0/ 7.3-371 19.3/0-141
Precip. incub. 1.8/ 0-12 3/0-21.9 5/0-12.4
Precip. eclos. 1.7/ 0-43 1.1/ 0-86 2.7/ 0-35
Precip. postura 3/0-11.3 2.9/ 0-20.7 5.1/ 0-12
Precip. acum. incub. 31/ 0- 205 51/ 0-372 90/ 0-211
Precip. acum. eclos. 12/ 0-179 10/ 0-163 37/ 0-209
Precip. acum. postura 70/ 0-125 71/ 0-394 124/ 0-322
Media+SD
Temp. max.q.0 30.2+4.4 29.3+4.7 31.3+3.8
Temp. max.q 30.8+4.3 29+4.7 31.6+3.8
Temp. max.q., 30.6+4.2 29.3+4.6 31.6+3.8
Temp. max.q-3 30.6+4.7 28.7+4.7 31.4+3.9
Temp. max.q4 30.5+4.6 28.9+4.7 31.4+3.7
Temp. Max.s 30.5+3.2 29+3.4 31.3+2.4
Temp. MaX.s., 29.8+3.5 28.9+3.6 30.8+2.7
Temp. MéX.s 3 29.4+3.5 28.6+3.6 30.7+2.9
Temp. Max.s.4 28.4+3.6 28.4+3.8 30.3+2.9
Temp. min.q.o 17.3+4 16.3+4.2 18.9+3.8
Temp. min.q.; 17.7£3.5 16.3£3.7 18.7+3.4
Temp. min.qg., 17.6£3.7 16.3+4 19+3.3
Temp. min.q3 17.2+4.2 16+4.3 18.4+3.9
Temp. min.q.4 17.6+£3.8 16.3+4 18.7£3.7
Temp. min.; 17.5+2.4 16.3£3.1 18.6%2
Temp. min.g 17+£2.5 16.2+3.4 18.4+2.2
Temp. min.g3 18.6+2.9 17.9£3.5 20.1+2.3
Temp. min.4 15.843.2 16+3.7 17.7+2.4
Humedad 4., 72+12.9 73+£12.4 74.6+13.6
Humedad 4.1 71.4+13.5 72.7+12.5 73.7+£13.9
Humedad 4., 72413 73.3+12.6 74.4+14.3
Humedad 4.3 71.3+12.6 73.1+12.5 73.8+13.1
Humedad 4.4 72.6+13.3 73.8+12.6 74.8+13.9
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Ph. ruber Ph. sibilatrix Ph. sulphuratus
Media+SD

Humedad .3 72.2+9.8 73.3+19.6 74.4+10.4
Humedad ., 72.4+9.8 73.4+9.2 74.8+9.7
Humedad .3 71.619.4 73.8+7.8 73.819.3
Humedad s.4 71.8+8.8 74.2+8 72.8+8.7
Temp. max. incub. 30£2.7 29+3.2 30.6£2
Temp. max. eclos. 30.5£3.1 29.1+£3.3 31.5+2.1
Temp. max. postura 29.9+2.5 2913 31+1.8
Temp. min. incub. 16.7+2.1 16.4+3.1 18.6+1.6
Temp. min. eclos. 17.4+2.3 16.3+2.9 18.7+£2.1
Temp. min. postura 16.9+1.9 16.3+2.9 18.6+1.5

Humedad incub. 70.9+8.6 74.1+£7.1 74.12+8.3

Humedad eclos. 71.9+9.4 72.849.8 74.21+10.3
Humedad postura 71.448 73.7£7.4 74.31£8.3

d-i y s-i se refieren a retrasos en dias y semanas, respectivamente.

3.1. Crecimiento del tarso.

Para evaluar el efecto de las variables climaticas sobre el impacto de P. torquans en el
aumento de la longitud del tarso, se realizaron MLM vy se utilizaron 457 observaciones de
Ph. ruber, 1011 de Ph. sibilatrix y 662 de Pi. sulphuratus. En las tres especies, solo un
modelo fue el que mejor se ajustd a los datos, es decir, el valor de AIC fue menor en 5
unidades respecto del resto de los modelos que se generaron para cada especie.

En la Tabla 7 se muestran las variables que afectan el crecimiento del tarso de Ph. ruber.
Se observa un impacto negativo de las larvas sobre el crecimiento del tarso, a mayor
intensidad de larvas el incremento del tarso se reduce, pero este efecto dependié de lo
precipitado 3 dias antes. Cuanto mayor es la lluvia, menor es el efecto negativo de las
larvas sobre el parametro de crecimiento medido. De hecho, cuando la precipitacion

previa fue de alrededor de 30 mm, el efecto negativo desaparece (Figura 10).
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Tabla 7. Parametros que afectan el incremento de la longitud del tarso de Ph. ruber
estimados a partir de modelos lineales mixtos (n= 457).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  Estandar Inferior Superior
Intercepto 1.697 0.234 1.240 2.151
Edad 0.017 0.025 -0.031 0.064
Edad? -0.013 0.002 -0.016 -0.010
Larvas -0.038 0.011 -0.059 -0.017
Acaros 0.553 0.427 -0.273 1.380
Temperatura min.q.q 0.016 0.008 0.000 0.031
Temperatura max.q.s 0.014 0.007 0.000 0.027
Precipitaciong.; -0.009 0.004 -0.016 -0.002
Edad* Larvas 0.004 0.001 0.000 0.006
Edad* Acaros -0.224 0.106 -0.430 -0.018
Edad®* Acaros 0.013 0.006 0.002 0.025
Larvas* Precipitaciong.s 0.001 0.000 0.000 0.002

d-0 a d-3 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 3= tres dias previos). Los coeficientes

significativos estan en negrita.

La edad (término lineal y cuadratico) también afectd el crecimiento, tanto como efecto

principal como en interaccion con la intensidad de larvas y la cantidad de acaros.

También se registrd una asociacion positiva con la temperatura minima del dia de la

observacion y la temperatura maxima registrada 3 dias previos.
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Figura 10. Crecimiento diario del tarso de pichones de Ph. ruber de acuerdo con el modelo
lineal mixto final. Se muestra la interaccion entre la intensidad de larvas y la precipitacion 3 dias
antes. La linea roja predice un escenario de alta precipitacion previa (30 mm), la linea azul de
baja precipitacién (10 mm) y la linea negra un escenario en ausencia de precipitacién previa.
Prediccion para pichones de 5 dias de edad, en ausencia de acaros, con 17.3°C de temperatura

minimagy. y 28.7°C temperatura maximag.s.

En los pichones de Ph. sibilatrix, las larvas no se asociaron con el crecimiento del tarso
(Tabla 8). Los factores mas importantes fueron la edad, la presencia de &caros, la
interaccidn entre ellos, y la precipitacion acumulada 2 semanas previas. El crecimiento
del tarso vario con la edad, aument6 desde el nacimiento del pichén y luego decayo, pero

ese efecto cambio al aumentar la abundancia de 4caros.

Las variables que estuvieron asociadas con el incremento de la longitud tarso de los
pichones de Pi. sulphuratus fueron edad, temperatura previa, y las interacciones dobles
entre intensidad de larvas con edad, temperatura maxima y precipitacion pasadas (Tabla
9). Las larvas afectaron significativamente el crecimiento del tarso cuando aumento la
temperatura maxima cuatro dias previos, mientras que el incremento en las lluvias tres

dias antes redujo el efecto negativo de la miasis. (Figura 11).

43



Tabla 8. Parametros del modelo lineal mixto asociados con el incremento diario de la

longitud del tarso de los pichones de Ph. sibilatrix (n=1011).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  estandar Inferior Superior
Intercepto 1.730 0.042 1.645 1.808
Edad 0.025 0.0132 -0.001 0.052
Edad? -0.011 0.000 -0.013 -0.010
Acaros 1.800 0.359 1.103 2.507
Precipitacions., -0.000 0.000 -0.002 -0.000
Edad* Acaros -0.477 0.0874 -0.648 -0.307
Edad®* Acaros 0.026 0.005 0.017 0.036
s-2 se refiere a retrasos en 2 semanas. Los coeficientes significativos estan en

negrita.

Tabla 9. Pardmetros del modelo lineal mixto asociados con el incremento diario de la
longitud del tarso de los pichones de Pi. sulfuratus (n=662).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente estandar Inferior Superior
Intercepto 1.2800 0.3040 0.6870 1.8912
Edad 0.1340  0.0227 0.0901 0.1794
Edad” -0.0198  0.0015 -0.0228 -0.0168
Larvas 0.0259 0.0294 -0.0325 0.0828
Temperatura max.q.4 0.0349 0.0095 0.0156 0.0534
Precipitaciong.s -0.0006  0.0022 -0.0049 0.0038
Edad* Larvas 0.0024  0.0008 0.0009 0.0040
Larvas* Temp. Max.q.4 -0.0022  0.0009 -0.0039 -0.0004
Larvas* Precipitacions.s ~ 0.,0004  0.0002 0.0000 0.0009

d-3 y d-4 se refieren a retrasos en dias (3= 3 dias previos, 4= 4 dias previos). Los
coeficientes significativos estan en negrita.
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Cuando la intensidad de parasitismo es de 15 larvas y el resto de los factores
considerados permanecen constantes, precipitaciones previas de 40 mm incrementan el
crecimiento diario del tarso en 0.37 mm que en ausencia de precipitacion (es decir, en 5
dias un pichon parasitado por 15 larvas tendrd un tarso 1.85 mm mas corto cuando no
llueve, Figura 11A). Por otro lado, cuando la temperatura maxima previa incrementa en

6°C el crecimiento del tarso se reduce en 0.1mm (Figura 11B).
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Figura 11. Crecimiento diario del tarso de pichones de Pi. sulphuratus de acuerdo con el mejor
modelo final. La figura A representa la interaccién entre la intensidad de larvas y la precipitacion
acumulada 3 dias antes. La interaccion entre la intensidad de larvas y la temperatura méaxima 4
dias previos se muestra en la figura B. Las simulaciones se realizaron con edad de 5 dias, 31.4°C

de temperatura maximag.4 (A) y ausencia de precipitacionesy.; (B).

De las variables que se midieron en el campo, no se evaluo el efecto sobre el peso del
hospedador porque no pudo separarse el peso correspondiente al pichdn con el de sus
larvas. Esto podria haber generado distorsiones en los resultados, como por ejemplo, que

pichones mas parasitados sean mas pesados.

3.2 Concentracion de glébulos rojos y blancos.

Globulos rojos
Para evaluar el efecto de las variables de interés sobre el recuento de glébulos rojos se

realizaron MLM. Se utilizaron 118 observaciones de Ph. ruber, 247 de Ph. sibilatrix y
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164 de Pi. sulphuratus. En cada especie solo un modelo fue el que mejor se ajusté a los

datos, como ocurrié cuando la variable respuesta fue el crecimiento del tarso.

Los coeficientes de los parametros que modulan la cantidad de eritrocitos en los pichones
de Ph. ruber se muestran en la Tabla 10. Se observa un efecto negativo importante
provocado por larvas L1 (las méas pequefias), que generan una mayor disminucion de los
glébulos rojos a medida que aumenta la intensidad previa de L1. Otros factores que
también contribuyen a la disminucion en de los eritrocitos son la temperatura minima y la
humedad previa. Por otro lado, existe un efecto de la variable semana, lo cual muestra un
aumento de la cantidad de globulos rojos a medida que transcurre la temporada
reproductiva. La edad presenta términos significativos tanto para el término lineal como
cuadrético. El efecto de las larvas no fue modificado por ninguna de las variables

climéticas analizadas.

Tabla 10. Parametros del modelo lineal mixto que describen la variacién en la cantidad

de gldbulos rojos de los pichones de Ph. ruber (n=118).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  estandar Inferior Superior
Intercepto 3395496 780553 1928533 4897637
Edad 216494 49875 115292 31187
Humedads 3 -24169 8705 -41146 -7822
Larvasly.q -89052 36796 -175952 -54712
Temperatura min.g; -117271 31248 -158258 -14046
Semana 89107 19614 50134 126041
Edad? -7998 2453 -12647 -2984

s-1 y s-3 se refieren a retrasos en semanas (1= 1 semana previa, 3= 3 semanas previas).
d-1 se refiere al retraso en 1 dia previo. Los coeficientes significativos estan en negrita.

En los pichones de Ph. sibilatrix, las larvas modificaron el efecto de la edad sobre la
cantidad de glébulos rojos (el termino de interaccion fue significativo) (Tabla 11).
Cuanto mayor fue la intensidad de larvas previas, menor fue el efecto positivo de la edad
sobre el parametro hematoldgico medido. Los niveles de eritrocitos muestran variaciones

también dependientes de la abundancia de &caros, la semana de estudio, y las
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precipitaciones y humedad previas. Ninguna de las variables climaticas analizadas

modificé el efecto de las larvas.

Tabla 11. Parametros del modelo lineal mixto que describen la variacién en la cantidad

de globulos rojos de los pichones de Ph. sibilatrix (n= 247).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente ~ Estandar Inferior Superior
Intercepto -99735 326013 -730390 528538
Edad 197266 40103 120019 274656
Larvass 45840 39000 29849 122571
Acaros -393455 151706 -688917  -97133
Semana 15398 5627 4675 26789
Edad® -5082 2193 -9302 -837
Precipitaciong.; 16762 5263 -27318 -6393
Humedadg.4 9095 3058 3020 15002
Precipitacions.s 2090 969 -4029 -245
Edad* Larvasg.; -18429 6662 -31517 -5560

d-1y d-4 se refieren a retrasos en dias (1= 1 dia previo, 4= 4 dias previos). s-3 se
refiere a retrasos en 3 semanas previas. Los coeficientes significativos estan en
negrita.

En los pichones de Pi. sulphuratus se observa un impacto negativo no significativo de las
larvas sobre la cantidad de células rojas, no obstante, las precipitaciones reducen ese
efecto (Tabla 12). Se observa que a mayor intensidad de larvas la cantidad de células
rojas al dia siguiente disminuye, pero cuanto mayor es la lluvia actual, menor es el efecto
negativo de las larvas. De hecho, cuando la precipitacion supera los 5 mm, el efecto

negativo del parasitismo desaparece (Figura 12).

Otros factores que también afectaron a la variacion en la cantidad de globulos rojos
fueron la edad, la temperatura minima previa y la precipitacion que se acumuld desde el

momento de la postura.
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Tabla 12. Parametros del modelo lineal mixto que describen la variacion en la cantidad

de glébulos rojos de los pichones de Pi. sulphuratus (n= 164).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  Estandar Inferior Superior
Intercepto 3005237 428676 2165031 3845443
Edad 47550 11407 25192 69908
L4 -8541 5516 -19352 2271
Precipitacion 4. -12957 9536 -31647 5733
Temperatura min.q., -70873 20656 -111358 -30388
Precip. acum. postura -2552 840 -4199 -904
L144* Precipitaciong.o 1842 861 154 3530

d-1y d-2 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 2= 2 dias previos). Los coeficientes

significativos estan en negrita.
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Figura 12. Numero de glébulos rojos en Pi. sulphuratus evaluado en funcién de la intensidad de

larvas, como lo determina el modelo lineal mixto final. Se representa el efecto de la intensidad

parasitaria y la precipitacion acumulada actual. Prediccion para pichones de 7 dias de edad,

temperatura minimagy_, de 19°C y precipitaciones acumuladas desde la postura de 124 mm.
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Glébulos blancos

Se realizaron MLMG para evaluar si las variables climaticas de interés modifican el
impacto de la miasis sobre el recuento de glébulos blancos. Para ello se utilizaron 117
observaciones de Ph. ruber, 246 de Ph. sibilatrix y 163 de Pi. sulphuratus. En el anélisis
de regresion de Ph. ruber y Ph. sibilatrix solo un modelo fue el que mejor se ajusté a los

datos.

Los niveles de globulos blancos encontrados en Ph. ruber muestran variaciones
dependientes de la intensidad de larvas (Tabla 13). Se observa un aumento de leucocitos
a mayor intensidad de larvas L1 (mas pequefias), mientras que las larvas que alcanzan la
ultima fase de su desarrollo (L3, méas grandes) disminuyen el nivel de leucocitos. Este
efecto no dependid de ninguna de las variables climaticas consideradas en el andlisis. No
obstante, la edad hizo variar el efecto de las larvas L3, cuanto mayores son los pichones
el efecto negativo de las larvas L3 se reduce. La temperatura maxima previa y el orden
de nacimiento al momento de la eclosion se también se asociaron a la cantidad de

glébulos blancos.

Tabla 13. Parametros del modelo lineal mixto generalizado que estan asociados con la

cantidad de globulos blancos de los pichones de Ph. ruber (n= 117).

Error Intervalo de confianza
Pardmetro Coeficiente  Estandar Inferior Superior
Intercepto 10.697 0.703 9.318 12.076
L3421 -0.269 0.071 -0.408 -0.131
Edad -0.016 0.018 -0.052 0.020
Temperatura max.s.4 -0.096 0.024 -0.143 -0.049
Orden de nacimiento 0.158 0.064 0.032 0.283
L1l44 0.158 0.055 0.050 0.266
L34.,* Edad 0.031 0.009 0.014 0.048

d-1 se refiere al retraso en 1 dia; s-4 se refiere al retraso en 4 semanas previas. Los
coeficientes significativos estan en negrita.
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En la Tabla 14 se muestran los parametros asociados con la cantidad de glébulos blancos
de Ph. sibilatrix. Se observa un importante efecto positivo de las larvas sobre el nivel de
leucocitos, efecto que se redujo con la temperatura minima previa. Cuanto mayor fue la
temperatura minima, menor fue el efecto positivo de las larvas. Cuando la intensidad de
parasitismo es de 4 larvas y las demas variables consideradas se mantuvieron constantes,
incrementos en la temperatura minima de aproximadamente 2°C disminuyen la cantidad

de globulos blancos en alrededor de 9000 células/ul (Figura 13).

En la Tabla 15 se muestra los modelos estadisticos que mejor ajustan con la cantidad de
gldébulos blancos de Pi. sulphuratus. Los modelos seleccionados (w; acumulados= 0.83)
para la inferencia de los pardmetros mas importantes que afectan la variable

hematoldgica medida se muestran en negrita.

Tabla 14. Parametros del modelo lineal mixto que describen la variacion en la cantidad

de gldbulos blancos de los pichones de Ph. sibilatrix (n= 246).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente Estandar Inferior Superior
Intercepto 9.094 0.508 8.098 10.089
Edad 0.243 0.054 0.137 0.349
Larvasg.; 0.897 0.316 0.277 1.518
Edad? -0.016 0.003 -0.022 -0.010
Temperatura min.ss -0.066 0.026 -0.116 -0.016
Edad* Larvasg.1 0.020 0.010 0.001 0.039
Larvasg.q* -0.044 0.015 -0.074 -0.014

Temperatura min.s3

d-1 se refiere al retraso en 1 dia; s-3 se refiere a retrasos en 3 semanas previas. Los

coeficientes significativos estan en negrita.
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Figura 13. Namero de glébulos blancos en Ph. sibilatrix evaluado en funcion de la intensidad de
larvas, como lo determina el modelo lineal mixto final. Se representa la interaccién entre la
intensidad parasitaria un dia antes y la temperatura minima 3 semanas previas. Prediccion para

pichones de 7 dias de edad.

Tabla 15. Modelos lineales mixtos generalizados que explican la variacion en la cantidad
de glébulos blancos de Pi. sulphuratus. Se muestran las variables que intervienen en cada

modelo, el AIC y el peso de AIC.

Modelo AlC AAIC Wi

Edad+ L34.1+ precip. acum. eclosion+ temp. min.q.o+ 3206.5 0.00 0.47
edad* L3441+ L34.1* precip. acum. eclosién+ L34.1*
temp. min.q.o

Edad+ L3y.1+ precip. acum. eclosion+ edad * L3g4.;+ 3208 15 0.22
L3g4.1* precip. acum. eclosion+ temp. méx.q.1+ L3g.1*
temp. Max.q.1

Edad+ L34+ temp. min.go+ edad* L34.1+ L34.* temp.  3208.9 2.44 0.14
min.q.o+ precipitaciong. + L34.1* precipitacions;

Edad+ L 34.1+ temp. min.q.o+ edad™ L34.1+ L34.1* temp. 3209.1 2.61 0.13
min.q.o+ precipitaciong.;+ L34.1* precipitaciong.

Edad+ L3g4.1+ edad* L3g.1+ temp. max.q.1+ L3g1* temp. 3210.9 4.38 0.05
MAax.q.1+ precipitacions.;+ L34.1* precipitacions.;
d-0 y d-1 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 1= 1 dia previo); s-1 se refiere al retraso en

1 semana.
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Las larvas L3, y los términos de interaccion con edad, temperatura minima actual y
temperatura méxima previa fueron los predictores mas importantes del nivel de leucocitos
(Tabla 16). Se observa un efecto positivo significativo de las larvas L3, que produjo
incrementos en el nivel de leucocitos, pero este efecto dependid de las temperaturas
minima actual y maxima previa. Consistentemente, cuanto mayor fueron los valores de
las temperaturas minimas (Figura 14A) y méximas (Figura 14B) mayor fue el efecto de
las larvas sobre el incremento en la cantidad de glébulos blancos.

Tabla 16. Pardmetros del modelo lineal mixto generalizado que estdn asociados con la

cantidad de globulos blancos de los pichones de Pi. sulphuratus (n= 163).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  Estandar  Inferior  Superior
Intercepto 9.146 0.279 8.595 9.698
Edad 0.001 0.017 -0.024 0.042
L 341 0.069 0.027 0.015 0.123
Temperatura min.q.q 0.060 0.050 -0.040 0.159
Precipitacion acum. eclosion -0.155 0.091 -0.334 0.025
Edad* L34.1 -0.005 0.002 -0.009 -0.000
L34.1* Temperatura min.q.o 0.017 0.008 0.000 0.034
L34.2* Precipitacion acum. -0.015 0.014 -0.042 0.013
eclosion
Temperatura max.q-1 -0.043 0.065 -0.171 0.084
L34.1* Temperatura max.q., 0.020 0.008 0.003 0.036
Precipitacions.q -0.018 0.095 -0.205 0.170
L34.1* Precipitacion ¢4 -0.026 0.018 -0.061 0.010

d-0 y d-1 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 1= 1 dia previo); s-1 se refiere al

retraso en 1 semana. Los coeficientes significativos estan en negrita.
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Figura 14. Cantidad de glébulos blancos de Pi. sulphuratus evaluado en funcién de la intensidad
de larvas. La figura A muestra el efecto de la interaccion entre la intensidad de larvas previas y la
temperatura minima actual; y la figura B representa el efecto de la interaccion entre la intensidad
de larvas y la temperatura maxima 1 dia previo. Las simulaciones se realizaron a los 5 dias de

edad y en ausencia de precipitaciones.

3.3 Sobrevida

De total de pichones muestreados durante el estudio (854), el 32.7% alcanz6 los 15 dias
de edad (despueés se dificulto distinguir la ausencia por muerte, predacion o abandono
natural del nido). En Ph. Ruber la mortalidad fue del 70.8%, mientras que en Ph.
sibilatrix y Pi. sulphuratus desaparecidé del nido el 70.3% y 63.5% de los pichones,

respectivamente.

Para evaluar si las variables climaticas de interés modificaron el efecto de las larvas en la
sobrevida de los pichones de se realizaron MLMG. Se usaron 567 observaciones de Ph.
ruber, 1271 de Ph. sibilatrix, y 821de Pi. sulphuratus.

Los modelos que mejor ajustan la sobrevida de los pichones de Ph. ruber se muestran en
la Tabla 17.
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Tabla 17. Modelos lineales mixtos generalizados que explican la variacion en la
sobrevida de Ph. ruber. Se muestran los modelos que contienen el 80% de los pesos
acumulados de AIC.

Modelo AlC AAIC Wi

Edad+ tamafio nidada+ temp. min.s4+ larvas+ larvas*
temp. min.s4+ precip. acum. incub.+ larvas* precip. acum.  378.5 0.00 0.216
incub.

Edad+ tamafio nidada+ precip. incub.+ temp. min.g4+

. . * . 378.5 0.00 0.216
larvas+ larvas* precip. incub.+ larvas* temp. min.s4

Edad+ tamafio nidada+ larvas+ precipitacions.;+ temp.

, - s - , 379.9 1.46 0.104
Max.s.o+ larvas* precipitacions.,+ larvas* temp. max.s»

Edad+ tamafio nidada+ precip. incub.+ larvas+ larvas*

.. . , 380.1 1.62 0.096
precip. incub+ temp. max.so+ larvas* temp. max.s.,

Edad+ tamafio nidada+ larvas+ precip. acum. incub.+
larvas® precip. acum. incub+ temp. max.s.o+ larvas* temp. 380.1 1.62 0.096
maxX.s.o

Edad+ tamafio nidada+ larvas+ precipitacions.4+ temp.

. - . - , 382.1 3.64 0.035
min.q.o+ larvas* precipitacions4+ larvas* temp. min.q.»

Edad+ tamafio nidada+ larvas+ precipitaciong.;+ larvas*

s , 382.2 3.74 0.033
precipitacions.+ temp. max.q.o+ larvas* temp. max.q.o

Edad+ tamafio nidada+ larvas+ precip. acum. incub.+
larvas™ precip. acum. incub+ temp. max.q.o+ larvas* temp.  382.3 3.83 0.032
max.q.o

d-0 y d-2 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 2= 2 dias previos); s-1, s-2 y s-4 se refiere a

retrasos en 1, 2 y 4 semanas.

Las variables de mayor importancia que modificaron el efecto del parasitismo sobre la
respuesta fueron las temperaturas minimas ocurridas dias y semanas previas, y la lluvia
precipitada durante la incubacion y una semana antes (Tabla 18). Se observé un efecto
negativo no significativo de las larvas en la sobrevida de los pichones, pero aumentos en
las temperaturas minimas reducen ese efecto mientras que mayores precipitaciones lo
incrementan (Tabla 18, Figura 15). Asi, cuando la temperatura minima 2 dias previos
incrementa en alrededor de 4.6°C respecto del valor minimo la probabilidad de sobrevida
aumenta en 0.36, con una intensidad de parasitismo de 10 larvas (Figura 15A). Mientras
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que, con la misma intensidad de larvas, las chances de sobrevivir se reducen
drasticamente cuando llueve durante el periodo de incubacion, con precipitaciones de

alrededor de 10 mm la probabilidad de sobrevivir es menor a 0.05 (Figura 15B).

Tabla 18. Pardmetros del modelo lineal mixto generalizado que estan asociados con la

sobrevida de los pichones de Ph. ruber (n=567).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente estandar Inferior Superior
Intercepto 10.827 5.040 0.935 20.720
Tamaiio de nidada 2.239 0.621 1.019 3.458
Larvas -0.502 0.328 -1.146 0.141
Edad -0.970 0.158 -1.279 -0.660
Temperatura min.s4 -0.501 0.173 -0.841 -0.160
Precipitacion acum. incubacion 0.013 0.016 -0.018 0.044
Larvas* Temperatura min.s4 0.027 0.012 0.004 0.051
Larvas* Precip. acum. incub. -0.004 0.002 -0.008 -0.001
Precipitacion incubacion 0.227 0.261 -0.286 0.740
Larvas* Precip. incub. -0.076 0.029 -0.133 -0.020
Temperatura maxX.s, -0.401 0.150 -0.702 -0.113
Precipitacion s 0.003 0.013 -0.023 0.029
Larvas* Temperatura max.s- 0.020 0.011 -0.001 0.041
Larvas* Precipitacion s -0.009 0.003 -0.014 -0.003
Temperatura min.q., 0.070 0.089 -0.105 0.246
Precipitacion s4 -0.032 0.016 -0.063 -0.001
Larvas* Temperatura min.q., 0.026 0.013 0.000 0.052
Larvas* Precipitacion .4 0.001 0.002 -0.003 0.005
Temperatura max.q.o -0.228 0.087 -0.398 -0.058
Larvas* Temperatura max.q.o 0.014 0.010 -0.007 0.034

d-0y d-2 se refieren a retrasos en dias (0= dia actual, 2= 2 dias previos); s-1, s-2 y s-4 se refiere a

retrasos en 1, 2 y 4 semanas. Los coeficientes significativos estan en negrita.
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Figura 15. Probabilidad de sobrevida (en los proximos 2-3 dias) de los pichones de Ph. ruber en
relacion a la intensidad parasitaria. Se muestra el efecto de la temperatura minima 2 dias antes,
en ausencia de lluvias (A), y de la precipitacion media durante la incubacion (B). Las

simulaciones se realizaron para 7 dias de edad.

Los modelos seleccionados para la inferencia de los parametros mas importantes que
afectan la sobrevida de los pichones de Ph. sibilatrix se muestran en la Tabla 19. La
temperatura maxima actual y las precipitaciones acumuladas 3 y 4 dias previos fueron los
parametros mas importantes que modificaron el efecto de la miasis en la respuesta (Tabla
20). Cuando las demas variables consideradas se mantuvieron constantes, las larvas
afectaron negativamente la sobrevida de los pichones. Pero cuanto mas ascendio la
temperatura y la lluvia precipitada, menor fue el impacto negativo en la sobrevida. Con
lluvias de alrededor de 40 mm precipitadas 3 dias antes, la probabilidad de sobrevivir
cuando la intensidad de parasitismo es de 5 larvas aumenta a 0.61, es decir, es 2.4 veces
mayor que cuando no llueve (Figura 16A). Asimismo, cuando la temperatura maxima
actual asciende a 33°C, la probabilidad de sobrevivir es 2.7 veces mayor que cuando la

temperatura se mantiene por debajo de los 27°C (Figura 16B).
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Tabla 19. Modelos lineales mixtos generalizados que explican la variacion en la
sobrevida de Ph. sibilatrix. Los modelos que contienen el 80% de los pesos acumulados
de AIC se muestran en negrita.

Modelo AlC AAIC Wi

Edad+ edad?® + tamafio nidada+ precipitaciéng.s+
temp. max.qo + larvas+ larvas* precipitaciong.s+ 1103.4  0.000 0.682
larvas* temp. méx.q.o
Edad+ edad?® + tamafio nidada+ temp. max.q.o +
larvas+ larvas*+ temp. méax.q.o+ precipitaciong.4+ 1105.6 2.22 0.225
larvas* precipitaciong.
Edad+ edad? + tamafio nidada+ larvas+ precipitaciong.4+
larvas*precipitaciong.4+ temp. min.qo+ larvas* temp. 1107.4 3.99 0.093
min.q.o

d-0, d-3 y d-4 se refieren a retrasos en dias 0, 3 y 4 dias previos.

Tabla 20. Parametros del modelo lineal mixto generalizado que estan asociados con la
sobrevida de los pichones de Ph. sibilatrix (n= 1271).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente estandar Inferior Superior

Intercepto 2.611 0.112 2.390 2.831
Tamafio nidada -0.550 0.027 -0.603 -0.498
Larvas -1.426 0.064 -1.552 -1.300
Edad -0.038 0.002 -0.041 -0.035
Edad® -0.015 0.001 -0.017 -0.014
Precipitacidng.s 0.012 0.001 0.010 0.014
Temperatura max.q.o 0.035 0.001 0.033 0.037
Larvas* Precipitaciong.s 0.005 0.001 0.004 0.007
Larvas* Temperatura max.q.o 0.035 0.002 0.031 0.039
Precipitaciong.4 -0.013 0.001 -0.015 -0.012
Larvas* Precipitaciong. 0.013 0.001 0.011 0.014

d-0, d-3 y d-4 se refieren a retrasos en dias 0, 3 y 4 dias previos. Los coeficientes significativos

estan en negrita.
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Figura 16. Probabilidad de sobrevida de los pichones de Ph. sibilatrix dentro del periodo de 2-3
dias inmediatamente posterior, como lo determina el modelo lineal generalizado mixto. Se
muestra el efecto de la intensidad de parasitos y la precipitacion 3 dias antes (A) y la temperatura
maxima reciente (B). Las simulaciones se realizaron para 7 dias de edad y tamafio de nidada de 3

pichones.

En el caso de la sobrevida de los pichones de Pi. sulphuratus, se obtuvo un solo modelo
con el mejor ajuste a los datos, el valor de AIC fue menor en 5 unidades respecto del
resto de los modelos generados. Los pardmetros asociados con la respuesta se muestran
en la Tabla 21. Se observo un efecto positivo significativo de la intensidad de larvas en la
mortalidad de los pichones, pero dependiente de la temperatura minima pasada (4
semanas antes de la observacion). Cuanto mas asciende la temperatura minima, menor es
el efecto positivo del parasitismo. Asi, cuando la temperatura minima asciende de 15.7° a
19.7°C (variacion de 2°C), la probabilidad de sobrevivir de los pichones parasitados por

10 larvas es 1.7 veces menor (Figura 17).
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Tabla 21. Parametros del modelo lineal mixto generalizado que estan asociados con la

sobrevida de los pichones de Pi. sulphuratus (n= 821).

Error Intervalo de confianza
Parametro Coeficiente  estandar Inferior Superior
Intercepto 11.075 2.424 6.324 15.826
Tamafo nidada -0.986 0.232 -1.442 -0.530
Larvas 0.237 0.108 0.024 0.449
Edad -0.296 0.064 -0.422 -0.170
Temperatura min.s4 -0.251 0.114 -0.475 -0.027
Larvas* Temperatura min.s.4 -0.017 0.006 -0.030 -0.005

s-4 se refiere a retrasos en 4 semanas. Los coeficientes significativos estan en negrita.
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Figura 17. Probabilidad de sobrevida de los pichones de Ph. sulphuratus dentro del periodo de

2-3 dias inmediatamente posterior, en relacion a la intensidad parasitaria. Se muestra el efecto de

la temperatura minima previa. Simulacion para 7 dias de edad y tamafio de nidada de 3 pichones.
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DISCUSION

1. Aspectos del ciclo de vida P. torquans.

Los estudios sobre el ciclo de vida de Philornis son cruciales para aumentar el
conocimiento sobre estas moscas parasitarias y la interaccion con sus hospedadores. La
informacidn actualmente disponible es escasa y en su mayoria esta restringida al estado
de pupa. Estudios previos reportaron que la duracion de la pupacion varia entre 5y 18
dias, dependiendo de las especies de Philornis estudiadas y las circunstancias ambientales
(Skidmaore, 1985; Lincango y Causton, 2008; Spalding y col., 2002). Observaciones sobre
el ciclo de vida de P. seguyi hallaron que la etapa de pupa dura 9 dias (Quiroga y
Reboreda, 2013), valor similar al que obtuvimos para P. torquans (10.5 dias en
promedio).

La presencia de un capullo espumoso se observd generalmente en las pupas. Esta
estructura es de importancia sistematica para Philornis (Couri y col., 2007), y no fue
reportada previamente en P. torquans (ver Ferrar, 1980; Couri y col., 2009). Ferrar
(1980) y Teixeira (1999) sugirieron que el origen de un capullo en Muscidae podria estar
relacionado con la proteccion de las pupas contra la depredacion y los parasitoides. Esta
especulacion también es compartida por Bennet y Whitworth (1991) para
Protocalliphora spp. (Diptera: Calliphoridae), que parasita pichones de aves. En algunas
especies de Philornis spp. que también presentan capullos espumosos (Ferrar, 1980;
Couri, 1999; Couri y col., 2006), se reporta la presencia de Microhymenoptera de los
géneros Brachymeria y Conura (Hymenoptera, Chalcididae) en relacién con sus pupas
(Couri y col., 2006; Bulgarella y col., 2015; Delvare y col., 2017). Aunque esto puede
reforzar la hipotesis de la proteccion de las pupas contra los parasitoides, el origen y la

funcion del capullo en Philornis ain se desconocen.

Las mortalidad de las pupas criadas a partir de larvas colectadas en el campo fue de casi
el 15%, similar a lo reportado para P. seguyi (Quiroga y Reboreda, 2013), y 3.5 veces
mayor que la mortalidad de las pupas colectadas de los nidos. Aunque es posible que las
larvas sufrieran dafios fisicos durante la extraccion, se manipularon con la maxima
precaucion para evitar efectos perjudiciales. Como las larvas se removieron del

hospedador antes del abandono natural, es posible que sus reservas nutricionales fueran
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insuficientes para satisfacer los requerimientos fisiologicos para llegar a la adultez.
Estudios sobre otras especies de Dipteros revelaron que las larvas desnutridas alcanzan la
pupacion pero mueren antes de que se complete la metamorfosis (Ullyett, 1950; Kamal,
1958). Aunque Quiroga y Reboreda (2013) hallaron una tasa de mortalidad de las pupas
similar a la que aqui se reporta, en dicho estudio las larvas de P. seguyi se recogieron
después de que cayeran espontaneamente de los pichones. Alternativamente, la calidad de
la pupacion artificial de P. torquans puedo haber sido de menor calidad que la que
comenz6 en el nido. Para complementar nuestros hallazgos se necesitan estudios
adicionales en esta y en otras especies de Philornis que consideren el estado de desarrollo

en el que se recogen las muestras y las condiciones para un desarrollo exitoso.

Se observé que el impacto de remover las larvas (o de pupar en el laboratorio)
permanecio en etapas posteriores de la vida como claras diferencias en la duracién del
periodo de pre-oviposicion, el tamafio corporal y la duracion de la vida de las hembras,
segun fueron colectadas en el estado de larva o pupa. Las hembras colectadas como pupas
tuvieron un periodo de pre-oviposicion mas corto, fueron de mayor tamafio y
sobrevivieron menos tiempo que las hembras colectadas como larvas. Moscas hembras de
especies filogenéticamente cercanas a Philornis, como Muscina levida Harris, 1780 y
Synthesiomyia nudiseta Van Der Wulp, 1883 (Haseyama y col., 2015), oviponen una o
dos semanas después de emerger del pupario (Tirone y col., 1996; Aruna Devi y col.,
2011). En las hembras de P. torquans colectadas como pupas el periodo de pre-
oviposicion fue similar al reportado en especies relacionadas, mientras que en las

hembras colectadas como larvas el periodos de pre-oviposicidn fue mas largo y variable.

El periodo previo a la oviposicién puede informar sobre la tasa de madurez reproductiva,
es decir, cuanto mas corto es el periodo, mas rapido se alcanza la madurez (Ghoneim y
col., 2016). El prolongado periodo de pre-oviposicion de las pequefias hembras de P.
torquans colectadas como larvas puede indicar una retraso en la madurez reproductiva.
Las hembras de mayor tamafio de Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 (Diptera:
Tephritidae) producen mas huevos maduros poco después de la emergencia y tienden a
copular antes que las hembras de menor tamafio (Kaspi y col., 2002). La diferencia en el
tamano de las hembras encontrada por Kaspi y col. (2002) se asocié con la calidad de la
dieta durante el estado larval. Nuestros resultados refuerzan la importancia de las

condiciones de la larva en la morfologia y el desempefio reproductivo de los adultos.
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Estudios experimentales sobre trade-offs (compensaciones) entre la reproduccion y la
duracién de la vida de Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) han encontrado
una disminucion de la reproduccion temprana con un aumento en la duracion de la vida
de las hembras (Luckinbill y col., 1984; Zwann y col., 1995; Partidge y col., 1999). El
tamafo muestral en este estudio fue relativamente pequefio para analizar las posibles
causas de la diferencia en longevidad entre las hembras recogidas como larvas y pupas,
pero parece probable que la oviposicion temprana acortd el tiempo de vida de las
hembras colectadas como pupas. Ademas, si las hembras recogidas como larvas sufrieron
un retraso en la madurez reproductiva (y una oviposicion tardia) esto puede en parte
explicar la mayor longevidad observada. Sin embargo, otros estudios que analicen el
desarrollo gonadal de las hembras a diferentes edades son necesarios para confirmar estas

hipétesis.

A pesar de las diferencias en las historias de vida (subcutanea vs. semi-hematdfaga), los
adultos sobrevivieron un periodo de tiempo similar al reportado para P. downsi (Lincango
y Causton, 2008). En P. seguyi se observé una menor longevidad (5.5 dias en promedio,
Quiroga y Reboreda, 2013), pero las condiciones de cria (composicion de la dieta y
tamanfo de los recipientes de cria) fueron diferentes a las de P. downsi y las que aqui se
utilizaron. Se detectaron diferencias sexuales en la longevidad de los adultos; las hembras
de P. torquans vivieron mas tiempo que los machos, como también se informé para P.
downsi (Lincango y Causton, 2008). En varios taxones, incluyendo especies de Dipteros,
los machos viven menos tiempo que las hembras (Fletcher y col., 1990; Davies y col.,
2005; Pinilla y col., 2013). Varios procesos se han sugerido para explicar las diferencias
sexuales en la duracion de la vida (herencia asimétrica de los cromosomas sexuales,
Tower y Arbeitman, 2009; herencia materna del ADN mitocondrial, Maklakov y
Lummaa, 2013; presiones selectivas especificas del sexo, Wolff y Gemmell, 2013), que

deben ser investigados en las especies de Philornis.

Casi la mitad de las hembras de P. torquans expuestas a machos pusieron huevos. Poder
realizar comparaciones directas con los resultados reportados por Lincango y Causton
(2008) para P. downsi se dificulta, porque en dicho estudio las parejas no se criaron
separadamente. Sin embargo, estos autores no encontraron ninguna relacion entre el
namero de hembras por caja y el nimero total de huevos registrados. En otras moscas
parasitas (Calliphoridae y Oestridae) criadas en condiciones de laboratorio la proporcién

de hembras que no pusieron huevos fue alta (Protocalliphora aenea, Pr. avium, Pr.
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metallica, Pr. Sialia, Bennett y Whitworth, 1991; C. hominis, Ribeiro y col., 1993). Las
causas de este fracaso no han sido identificadas, pero pueden estar relacionadas con la
incapacidad de recrear las condiciones (desconocidas) requeridas para la reproduccion.

El nimero de huevos puestos por las hembras fue muy variable, como lo fue el nimero
de posturas. Aunque en la mayoria de los casos las hembras pusieron sélo una postura, se
encontré que pueden oviponer hasta ocho veces. EI nimero de posturas parecid estar
positivamente correlacionado con la cantidad de huevos puestos por postura. Esta gran
fecundidad destaca el potencial de P. torquans para dafiar las poblaciones de aves, ya que

una sola hembra podria parasitar a varios pichones y nidos a lo largo de su vida util.

Lincango y Causton (2008) observaron que las hembras de P. downsi comenzaron a
oviponer entre los 12-20 dias de edad, pero encontraron huevos completamente formados
al diseccionar hembras de 6 dias de edad. Esto coincide con la edad en que las hembras
de P. torquans comenzaron a poner huevos, por lo que el tiempo para la formacion de los

huevos podria ser mas corto que en P. downsi.

Finalmente, debido a que menos del 1% de los huevos recolectados eclosionaron,
nuestras condiciones de laboratorio probablemente no fueron lo suficientemente
favorables para la reproduccion. Las larvas de primer estadio se detectaron cuatro dias
después de la colocacidon de los huevos. Como estaban muertas cuando se encontraron, no
se pudo determinar con precision la duracién del estado de huevo, pero son necesarios
por lo menos tres dias para la eclosion de los huevos de P. downsi (Lincango y Causton,
2008).

2. Desarrollo y sobrevida de P. torquans en diferentes temperaturas.

La temperatura es uno de los factores ambientales que mas influye sobre el desarrollo de
las diversas etapas de la vida los insectos. Debido a que la formacidn y el desarrollo de la
pupa ocurren en el material del nido, el estado de pupa de Philornis esta sujeto a una
amplia variedad de condiciones térmicas. Se ha especulado que la diapausa en este grupo
de moscas ocurre en el estado de pupa (Dodge, 1971; Guimaraes y col., 1983), pero hasta
el momento no hay estudios que exploren el desarrollo de la metamorfosis de Philornis a
diferentes temperaturas. Aqui se reportan los efectos de las temperaturas estivales e

invernales sobre el desarrollo y la sobrevida de las pupas e imagos de P. torquans.
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Cuando se analizo la mortalidad, se observé que a temperaturas mas bajas el porcentaje
de imagos obtenidos fue menor que a temperaturas mas célidas. Sin embargo, durante las
fases de la metamorfosis no se hallaron diferencias significativas en la mortalidad entre
los grupos tratamientos y el control, resultado que sustenta la hipdtesis planteada. Es
probable que la ausencia de diferencias se deba a que los valores de temperaturas
utilizados en el experimento estén dentro del rango de temperaturas Optimas para P.

torquans.

Como se esperaba, la temperatura afecto significativamente el tiempo de desarrollo del
estado de pupa de P. torquans. Los individuos expuestos a 15°C mostraron los periodos
de pupariacion y pupacién mas prolongados, que fueron en promedio 2.5 y 4 veces mas
largos, respectivamente, que en los individuos control. Estos resultados son similares a
los reportados para otros Dipteros holometabolos donde la temperatura estaba
directamente relacionada con el tiempo de desarrollo de las pupas (Crovetti y col., 1986;
Bennett y Whitworth, 1991; Telles-Romero y col., 2011).

Estudios en algunos insectos holometabolos muestran variacion en la tolerancia a altas
temperaturas entre las diferentes etapas del ciclo de vida, que se manifiestan como
cambios en la viabilidad y el tiempo de desarrollo (Krebs y Loeschcke, 1995). En
Drosophila pseudodobscura, por ejemplo, la correlacion entre las temperaturas
ambientales y la resistencia al estrés fue mayor en las pupas que en los adultos, las cuales
mostraron mayor sobrevida (Coyne y col., 1983). En P. torquans, los individuos
expuestos a 30°C tuvieron una fase de pupa méas corta pero sobrevivieron
significativamente menos dias como adultos que los individuos expuestos a 18°C. Si bien
es posible que exista algun tipo de compensacion entre la velocidad del desarrollo y la
longevidad, conocer la tolerancia térmica de las distintas etapas del ciclo de vida en esta 'y

otras especies de Philornis es necesario para complementar estos resultados obtenidos.

Finalmente, el tiempo de desarrollo (pupariacion y pupacion) mostré una relacion lineal
significativa con las temperaturas: oscilé entre 38 dias a 15° y 9 dias a 30°C. En el sitio
de estudio, la temperatura promedio de verano es de 27°C, y se alcanza picos de 38° y
hasta 43°C (www.climayagua.inta.gov.ar). El tiempo de desarrollo ligeramente mas corto
de P. torquans a altas temperatura puede tener un impacto significativo en la tasa
potencial de aumento de la poblacién de moscas adultas y, consecuentemente, en las

cargas parasitarias de las poblaciones hospedadoras.
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3. Efecto de la variabilidad climatica sobre el impacto del parasitismo de P.

torquans en la salud de sus hospedadores.

En este trabajo se analizd6 como algunos factores climéaticos asociados a las miasis
influyen en el efecto de P. torquans sobre el crecimiento, los parametros hematologicos y
la sobrevida de sus hospedadores preferenciales. ElI impacto que produjeron las larvas
mostro diferir en cada especie hospedadora segun la variable climatica y el pardametro

evaluado.

Rabuffetti y Reboreda (2007) y Segura y Reboreda (2011) reportaron un retraso en el
crecimiento del tarso de los pichones de M. saturninus y Paroaria coronata,
respectivamente, parasitados por P. seguyi. En el sistema P. torquans se observaron tres
situaciones diferentes en la respuesta del crecimiento. En el caso de P. ruber mayor
intensidad de larvas provoco efectos severos sobre el crecimiento del tarso, especialmente
cuando los dias previos no fueron lluviosos. Mientras que, en los pichones de Ph.
sulphuratus la miasis no afectd el crecimiento del tarso cuando los dias previos fueron
lluviosos y la temperatura maxima fue baja. En los pichones de Ph. sibilatrix el
crecimiento no parecid depender de la infestacion. Algunos autores reportan que en las
aves altriciales, los pichones parasitados son alimentados mas frecuentemente por los
padres (Christe y col., 1996; Hurtrez-Bousseés y col., 1998), y que esto reduciria el costo
fisiolégico asociada con el parasitismo (Christe y col., 1996). Como la dieta de las
especies estudiadas se compone de invertebrados, tales como coledpteros, formicidos,
moluscos, asi como anfibios, los periodos de lluvias pueden contribuir a una mayor
disponibilidad de alimento e incremento de la frecuencia de provision de alimento a la
nidada, y de ese modo compensar los efectos perjudiciales de la miasis. Esto podria
explicar la interaccion observada con la precipitacion en Ph. ruber. Pero en Pi.
sulphuratus la estrategia de mayor provision de alimento podria ser parcialmente exitosa,
debido al efecto perjudicial de la interaccion entre la intensidad parasitaria y las

temperaturas.

Estudios observacionales y experimentales en pichones de aves de Galapagos hallaron
asociaciones negativas entre la abundancia de P. downsi y la concentracion de
hemoglobina (Dudaniec y col, 2006; Fessl y col., 2006). En ambos estudios, los pichones
con altos niveles de parasitismo sufrieron mayor mortalidad. Al analizar la concentracion

de gldbulos rojos, se observd que el incremento de larvas tipo L1 de P. torquans
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disminuyd de manera apreciable el nimero de eritrocitos en Ph. ruber, y que ese efecto
no dependié de ninguna de las variables climaticas analizadas. En el caso de Pi.
sulphuratus, el efecto negativo de las larvas L1 no fue significativo y, en forma similar a
lo observado sobre el crecimiento del tarso, la presencia de dias lluviosos contrarresté el
efecto del parasitismo, lo que se tradujo en reducciones menos severas de los eritrocitos.
Mientras que, en los pichones de Ph. sibilatrix ningun factor climatico modifico el efecto
(no significativo) de la infestacion.

Cuando se evallo la respuesta inmunolégica que producen los hospedadores ante el
parasitismo de P. torquans, los niveles de glébulos blancos aumentaron en las tres
especies hospedadoras. En Ph. ruber hubo un gran aumento de leucocitos a cantidades
crecientes de larvas L1, pero la respuesta a la presencia de L3 fue cada vez menor. Se ha
sugerido que esta respuesta diferencial a los distintos estadios de desarrollo de las larvas
de P. torquans podria ocurrir por un drenaje excesivo de recursos limitados para combatir
el parasitismo (Manzoli y col., en prensa). La respuesta a la infestacion en los pichones
de Ph. ruber no parecié depender de la variacion climatica. En el caso de Ph. sibilatrix se
observd una respuesta elevada de glébulos blancos a mayor intensidad de larvas, pero
aumentos en las temperaturas minimas semanas previas redujeron el efecto positivo del
parasitismo. Esta asociacion temporal retrasada (3 semanas) puede indicar alguna
relacién aun desconocida con el ciclo de vida de la mosca. Por ultimo, en Pi. sulphuratus
el incremento en la cantidad de leucocitos ante la presencia de las larvas L3 se intensifico
cuando aumentaron las temperaturas recientes (minima y maxima). En respuesta a
estresores de corta duracion (minutos a dias), la funcion inmunitaria de vertebrados
silvestres se incrementa para tolerar o recuperarse de los estresores (Martin, 2009). Se ha
reportado que en pichones de aves altriciales con ectoparéasitos, dias mas calidos pueden
producir estrés térmico con el consiguiente incremento en la secrecion de corticosterona
(Lobato y col., 2008), lo que podria resultar en un aumento de la funciéon inmunologica,
segun lo reportado por Martin (2009). Aungue esta puede ser una explicacion posible
para la variacion de leucocitos observada, se requieren estudios adicionales para conocer
si las fluctuaciones climaticas funcionan como variables ecoldgicas estresantes en Pi.

sulphuratus.

En general, el parasitismo por Philornis subcutaneas produce efectos deletéreos en la
sobrevida de sus hospedadores (Arendt, 1985b; Antoniazzi y col, 2011; Quiroga Yy
Reboreda, 2012). Un reciente trabajo (Manzoli y col., en prensa) hall6 que los
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hospedadores preferenciales de P. torquans exhiben diferentes estrategias de defensa ante
el parasitismo, lo que arrojo diferentes resultados en la sobrevida. Los pichones de Pi.
sulphuratus toleraran el parasitismo con una inversion casi nula en respuesta
inflamatorio, lo que se tradujo en una menor mortalidad. Pero los espineros son poco
tolerantes y luchan para controlar la infestacion. Phacellodomus sibilatrix fue la especie
hospedadora menos tolerante, pero como su resistencia fue sostenida y eficiente, logro
mantener una carga promedio baja de pardsitos y el impacto del parasitismo en la
mortalidad fue mucho menor que el sufrido por Ph. ruber, que resisti0 poco
eficientemente y, por lo tanto, tuvo una mayor carga parasitaria. Los resultados aqui
obtenidos del andlisis de sobrevida muestran importantes diferencias sobre la influencia
climatica en la respuesta al parasitismo. En el caso de Ph. ruber, las larvas no ejercieron
un efecto letal apreciable sobre los pichones, pero las asociaciones significativas con
varios factores climaticos modificaron el efecto del parasitismo. Asi, la presencia de dias
lluviosos durante el periodo de incubaciéon y semanas previas intensificaron el efecto
perjudicial de las larvas, mientras que las temperaturas minimas de dias y semanas
pasadas reforzaron la resistencia de los pichones. En el caso de Ph. sibilatrix, el impacto
del parasitismo mostro ser perjudicial para la sobrevida, especialmente en ausencia de
lluvias en dias previos y a bajas temperaturas maximas. Por ultimo, en Ph. sulphuratus
las larvas no causaron consecuencias negativas en la probabilidad de sobrevida cuando la
temperatura minima semanas anteriores fue baja. Cuanto mayor fue la temperatura,
menor fue la tolerancia de esta especie al parasitismo. Cabe destacar que no todas las
especies hospedadoras presentan la misma carga parasitaria. Los pichones de Ph.
sibilatrix podrian, por lo tanto, tener una ventaja por sobre las restantes especies, debido a
gue presenta menor prevalencia e intensidad de larvas y el efecto del parasitismo depende

menos del contexto climatico.

67



CONCLUSIONES

En esta tesis se proporcionan datos sobre los estados de desarrollo de pupa y adulto, y
sobre los parametros reproductivos de P. torquans en condiciones de cria de laboratorio.
Se mostré que la duracion y la supervivencia de los estados de pupa y adultos de P.
torquans fue similar a los reportados para otras especies de Philornis, también criadas en
cautiverio. Se reportd la presencia de un capullo espumoso en las pupas, estructura de
valor sistematico, y la oviposicion. Ademas, se encontrd que la etapa en la que se
colectaron los paréasitos afectd la sobrevida, el tamafio corporal y el periodo de pre-
oviposicion, pero no la fecundidad de las hembras. Este trabajo constituye un primer
aporte al conocimiento de la biologia reproductiva de cualquier especie subcutanea de
Philornis. No obstante, se necesitan estudios adicionales para conocer los requisitos

Optimos para la reproduccién de esta especie en condiciones de laboratorio.

Se estudio la influencia de la temperatura durante el desarrollo post-larval y su efecto en
la sobrevida las fases de pupa y adulto de P. torquans. Los resultados mas significativos
del trabajo experimental fueron, por una parte, que la disminucion de la temperatura
prolonga los procesos de pupariacion y pupacion y, por otra parte, que las bajas

temperaturas no afectaron la sobrevida de las pupas.

Los individuos incubados a 15°C mostraron un periodo de pupa de mas de 30 dias. Si
bien es poco probable que esa temperatura constante ocurra naturalmente, los resultados
hallados aportan algo de evidencia sobre la resistencia de estos parasitos a bajas
temperaturas. Los imagos, debido a su movilidad y por ser de vida libre, pueden evitar las
bajas temperaturas 0 encontrar sustratos de proteccion, como sucede con otros dipteros
(Hall y Gerhardt, 2002). Por otra parte, la diapausa podria suceder en el estado de huevo,
los cuales persistan en los nidos hasta la proxima temporada de nidificaciéon. Sin
embargo, la gran mayoria de los nidos hospedadores sucumben al deterioro ambiental,
por lo que las aves suelen construir nuevos nidos al inicio de cada temporada
(observacion personal). Resulta evidente la necesidad de realizar estudios adicionales y
considerar otras variables asociadas a la diapausa, como el fotoperiodo, para dilucidar los

mecanismos de resistencia de las especies de Philornis durante periodos desfavorables.

En esta tesis también se valoré en condiciones naturales la influencia del contexto
climatico sobre la severidad de los efectos de P. torquans sobre sus principales

hospedadores. Cada especie hospedadora mostro una respuesta particular a la infestacion
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y, cuando hubo interacciones significativas, un nimero variable de factores climaticos

(temperaturas y precipitaciones) modific el efecto de las larvas.

La miasis afecto significativamente todos los parametros evaluados de Ph. ruber, pero las
variables climéaticas modificaron el efecto de las larvas en algunos casos (tarso y
sobrevida) para incrementar o reducir su resistencia al parasitismo. En Ph. sibilatrix y Ph.
sulphuratus, las larvas mostraron efectos deletéreos significativos sobre la concentracion
de glébulos blancos y la sobrevida de los pichones. En Pi. sulphuratus las temperaturas
recientes incrementaron la tolerancia al parasitismo cuando la respuesta fue cantidad de
leucocitos, pero cuando la respuesta fue sobrevida la temperatura semanas previas redujo
su tolerancia. Finalmente, en Ph. sibilatrix las variables climéaticas ayudaron a la

resistencia a la miasis, lo que resulté en la menor mortalidad hallada para esta especie.

Estudios previos en los mismos sitios de estudio de esta tesis revelaron que el aumento de
la precipitacion y la temperatura ambiente estan asociados con una mayor intensidad de
parasitismo de Ph. torquans y, consecuentemente, la mayor intensidad de parasitismo es
seguida por una mayor severidad de los efectos sobre el crecimiento y la mortalidad de
los pichones (Antoniazzi y col., 2011; Manzoli y col., 2013). Los resultados aqui
obtenidos proporcionan evidencia de que el impacto de la miasis sobre los hospedadores
es altamente inconsistente y depende de un nimero variable de factores climéaticos que
operan a distintos lapsos de tiempo. Trabajar con sistemas parasito-maultiples
hospedadores en una amplia escala temporal permite distinguir esas respuestas diferentes,

siendo esto novedoso para el parasitismo por Philornis subcutaneas.
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