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Maria Belén de Dio

RESUMEN

Las moscas sinantropicas afectan la calidad de vida y salud de la poblacion, y tienen
relevancia econdémica en explotaciones ganaderas y avicolas, contaminando los productos
animales y trasmitiendo gran variedad de patégenos. Un método convencional para el control de
plagas a corto plazo es el uso de insecticidas sintéticos. Sin embargo, su uso extenso y masivo
favorece el desarrollo de resistencia, y pueden impactar negativamente a los seres humanos y al
ambiente. Para evitar estas consecuencias se han incrementado los esfuerzos para encontrar
alternativas mas seguras, efectivas y viables, como los productos naturales y metabolitos de
origen vegetal, constituyendo una importante linea de investigacion en el control integrado de
plagas y vectores. Los aceites esenciales de las plantas se presentan como una opcién menos
toxica para el hombre y el ambiente, de facil biodegradacion.

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de rociar guano de codorniz con los
componentes de aceites esenciales timol o isoeugenol sobre la emergencia de moscas. Se
evaluaron 6 tratamientos, una solucion de isoeugenol o timol en etanol a concentraciones bajas (5
x 10®° Mol) o altas (4 x 10* Mol) de cada uno de estos compuestos, etanol (usado como
excipiente, control) o a guano no tratado (control sin excipiente).

Emergieron como adultas 5 familias de moscas (Diptera), siendo las mas
representativas Sphaeroceridae y Muscidae (51 y 43% de los ejemplares, respectivamente).
Sphaeroceridae estuvo representada por Coproica spp, Y Muscidae, en orden descendente, por
Musca domestica, Ophyra aenescens y Muscina stabulans.

Se observo que del guano tratado con timol emergieron un nimero significativamente
menor de Musca domestica y de Ophyra aensencens comparado con los demas tratamientos. Sin
embargo, no se detect6 el mismo resultado en guano tratado con isoeugenol. En contra posicion,
el ndmero de Coproica spp y Muscina stabulans que emergieron del timol que fue
significativamente mayor.

La aplicacion de timol afectd los tiempos de desarrollo de Musca domestica,
demorando mas dias en emerger que de los guanos controles. Por el contrario, O. aenescens
emergieron en un tiempo menor del guano rociado con timol respecto al control no tratado o al
control con etanol. El isoeugenol no afecté mayormente los tiempos de desarrollo de las moscas.
En general, para todas las especies la emergencia de moscas de un mismo tratamiento fue
sincrénica.

Respecto a la composicion de especies, del control con etanol emergié una mayor
riqueza de especies que del control no tratado y de los tratamientos con isoeugenol, observandose
valores intermedios en los tratamientos con timol. No se detectaron diferencias significativas en
los restantes indices de diversidad analizados.

En conclusion, el rociado de guano de Coturnix coturnix con timol o isoeugenol afecta de
forma variable el nimero de moscas emergentes, reduciendo el timol el nmero de M. domestica
y de O. aenescens, prolongando los tiempos de desarrollo de la primera y acortando el tiempo de
emergencia de O. aenescens, y aumentando la produccién de Coproica spp.
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INTRODUCCION

Las moscas sinantropicas pueden afectar de manera significativa la calidad de
vida de la poblacion en general, y tienen gran relevancia econdmica en explotaciones
ganaderas y avicolas, contaminando los productos animales y trasmitiéndoles una
variedad de patdgenos (Barnard, 2003). La mosca doméstica puede transportar
mecanicamente microorganismos sobre su superficie corporal, asi como en el interior
de la cavidad intestinal y luego diseminarlos en las regurgitaciones y en las heces
(Keiding, 1986; Graczykt et al., 1999). Entre los patdgenos de importancia sanitaria se
incluyen virus, bacterias (Bejar et al., 2006), protozoos (Cardenas y Martinez, 2004) y
helmintos (Ajero et al., 2007). Las moscas pueden transportar enterobacterias tales
como Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella flexneri y Yersinia enterocolitica
(Bejar et al., 2006). En moscas recolectadas en basurales y granjas se encontraron
diferentes protozoarios que parasitan al hombre, incluyendo a Blastocystis hominis,
Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, lodamoeba
bitschlii, Endolimax nana y Chilomastix mesnil (Graczykt et al., 1999; Cardenas y
Martinez, 2004; Szostakowska et al., 2004). Entre los huevos de helmintos
diseminados por moscas se han identificado, por ejemplo, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Acyclostoma duodenale, Toxocara canis

y Strongyloides stercoralis (Oliveira et al., 2002; Ajero et al., 2007).

La actividad de las agrupaciones urbanas, explotaciones pecuarias y avicolas
originan desechos que funcionan como sustratos para el desarrollo de diferentes
especies de mosca (Axtell y Arends, 1990). La acumulacion de basura tanto en los
domicilios como en la via publica constituye una fuente importante para la
alimentacion, oviposicion, reproduccion y desarrollo de Musca domestica L. y otras
especies de moscas (Keiding, 1986). Otros sustratos adecuados para el desarrollo de
las larvas son los excrementos humanos, estiércol de caballo, bovinos, cerdos, aves,

ovejas y cabras, material vegetal en descomposicion, cortes de pasto y carrofia (Cook
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et al., 1990). La falta de provisién de servicios sanitarios basicos puede favorecer la
proliferacion de moscas en materia fecal (Emerson et al., 2001).

No todos los sustratos revisten la misma importancia en términos de calidad
para el desarrollo y reproduccion de diferentes especies de mosca, que dependera de
las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de cada sustrato (Farkas et al., 1998;
Emerson et al., 2001). Un estudio reciente en Chile cuantificd la importancia de las
explotaciones pecuarias con diferentes sistemas de manejo, considerando a éstos como
focos significativos generadores de mosca doméstica y otras moscas de importancia
sanitaria. Los resultados de ese estudio indicaron una mayor efectividad en la
produccion de moscas en heces de cerdo, gallina y ternero respecto al estiércol de

vaca, perro, cabra y caballo (Larrain y Salas, 2008).

La explotacion avicola en los ultimos afios se ha incrementado
significativamente debido a los bajos costos de produccion tanto de carne como de
huevos. Las técnicas integradas que se emplean para una produccion mayor generan
una gran cantidad de desechos donde pueden desarrollarse moscas y por ende las
mismas se han transformado en una plaga comdn, abundante y dificil de manejar en
los establecimientos avicolas (Axtell y Arends, 1990) y su densidad es proporcional a
la acumulacion de guano humedo de aves. Si bien la remocion y secado o compostado
del guano de las aves es un procedimiento recomendado para disminuir el desarrollo
de moscas, en si mismo no alcanza para eliminar completamente el desarrollo de los
insectos (Moon et al., 2001).

La problemaética de las moscas radica en la transmision de enfermedades
como factor primario y el estrés que ejercen sobre las aves y los niveles crecientes de
amoniaco (debido a la actividad de los estados larvarios de la mosca en el guano o
cama de cria de las aves) como factores secundarios. Ademas, defectos de la cascara
de los huevos de aves debidas, por ejemplo, a manchas por excrementos de moscas,

pueden generar pérdidas economicas considerables (Shane, 2008). Las moscas
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perturban y molestan a los trabajadores avicolas, en detrimento de las condiciones de
trabajo en una granja (Putz, 2000).

Un método convencional para el control de la mosca a corto plazo es el uso
de insecticidas como por ejemplo los organoclorados, los carbamatos, los
organofosforados y los piretroides entre los que se encuentran la aletrina,
cypermetrina, permetrina, resmetrina y tetrametrina. Sin embargo, 10s usos extensos y
masivos de insecticidas quimicos con frecuencia favorecen el desarrollo de resistencia
a estos compuestos, y pueden impactar negativamente a los seres humanos y al
ambiente (Scott et al., 2000; Liu y Yue, 2001; Gregor et al., 2008). Un reciente ensayo
en las Filipinas reveld en la generacion F1 de moscas colectadas en una granja
avicola, una elevada resistencia contra cinco insecticidas de uso comun que incluyé un
clorado, un fosforado, un carbamato y un piretroide, confirmando resultados que son

generales para las moscas sinantrépicas (Nazni et al., 1998).

Para evitar estas consecuencias de los insecticidas quimicos actualmente
se prefieren estrategias de manejo integrado de plagas, que incluye diversas medidas
de control: cultural (mantenimiento del guano lo mas seco posible, higiene,
ventilacion, manejo de los residuos y del guano, corte de pasto, drenajes,
infraestructura, etc.), control biolégico (liberacién de parasitoides, patdgenos vy
depredadores de moscas, como por ejemplo el hongo Entomophthora muscae y los
parasitoides Muscidifurax raptor y Spalangia endius) y quimico (uso racional de
productos insecticidas compatibles con estas practicas) (Axtell y Arends, 1990;
Crespo et al., 1998). En este contexto, la busqueda de nuevas alternativas y
compuestos biodegradables ambientalmente inocuos o de baja toxicidad, como los
productos naturales y metabolitos de origen vegetal, constituye una importante linea
de investigacion en el control integrado de plagas y vectores. Los aceites esenciales de
las plantas se han propuesto como fuentes alternativas de compuestos para el control

de insectos, porque algunos son selectivos, biodegradables, y tienen pocos efectos en
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los organismos a los cuales no van dirigidos los productos y en el ambiente (Singh y
Upadhyay 1993; Isman 2006; Pavela 2007).

Desde la antigliedad es conocida la actividad biolégica de los aceites
esenciales como agentes antimicrobianos, antioxidantes, insecticidas, atrayentes,
repelentes y disuasorios de alimentacion, habiéndose aislado Gltimamente algunos
principios responsables de esa accidn (Deans et al., 1992; Klocke, 1989; Mookherjee
et al., 1993; Ricciardi y Esquivel, 1986). Con respecto al efecto insecticida de los
aceites esenciales, estos han mostrado propiedades repelentes e insecticidas contra
diferentes especies de insectos tanto en etapas larvales como de adultos (Sukontason
et al., 2004a; Gleiser y Zygadlo, 2007, 2009; Bisseleua et al., 2008; Leyva et al., 2008;
Pavela, 2008). Se reportd toxicidad de los aceites esenciales extraidos de la naranja
(Citrus sinensis) y lima (C. aurantium) aplicado como vapor o fumigado contra
Musca domestica adultas (Ezeonu et al., 2001; Palacios et al., 2009), asi como de
algunos componentes principales de estos aceites tales como el timol (Palacios et al.,
2009), eucaliptol, limoneno y linalool (Tarelli et al. 2009). Ademas de los aceites de la
planta de naranja, los de eucalipto, menta, lavanda y geranio mostraron diferentes
grados de toxicidad contra M. domestica y Haematobia irritans L., mostrando el
aceite de eucalipto un efecto de volteo més rapido que los demas (Tarelli et al., 2004).
A su vez, la actividad insecticida de estos compuestos varia segun el método de
aplicacion sea fumigando o de aplicacion topica, siendo la exposicion a los vapores
maés efectiva en algunos casos (Tarelli et al., 2009). El contacto de larvas de mosca
(M. domestica y Chrysomya megacephala (Fabricius)) con vapores del aceite esencial
de eucalipto, compuesto mayormente por 1,8 cineol o eucaliptol, resulté en mortalidad
de larvas y lesiones de la superficie de tegumento (Sukontason et al., 2004b). También
mostraron importantes efectos toxicos contra M. domestica, tanto en aplicaciones
topicas como en fumigantes, los aceites esenciales extraidos de las plantas de poleo
(Mentha pulegium) y de orégano (Origanum compactum), siendo algunos de los
componentes principales detectados pulegona para el poleo, carvacrol y timol para el

orégano (Pavela, 2008). Otros estudios también comprobaron la accion insecticida de
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aceites esenciales aislados de Eugenia melanadenia, Psidium rotundatum Griseg y
Piper aduncum sobre poblaciones adultas de M. domestica (Leyva et al., 2008).

Por su parte el timol (2-isopropil-5-metilfenol) (Figura 1) es una sustancia
cristalina incolora con un agradable olor caracteristico que esta presente en la
naturaleza en los aceites esenciales del tomillo (Thymus vulgaris L.) y del orégano
(Origanum vulgare L.) dentro de las plantas méas conocidas. Este compuesto pertenece

al grupo de los terpenos (Dewick 2002).

oH

CH,
HaC 4 \—Hr:;f

CHs

Figura 1: Estructura del Timol.

El timol y su isomero carvacrol tienen propiedades antisépticas largamente
reconocidas y usos que incluyen la perfumeria, saborizantes de comidas,
preparaciones farmacéuticas y cosméticas. Ademas, el timol es un compuesto activo
en pesticidas registrado para el uso como repelente en animales, como fungicidas,
como desinfectantes en medicina tanto para uso en exteriores como interiores.
Basandose en estudios cientificos, la Agencia de Proteccién del Ambiente de EEUU
(E.P.A. - Environmental Protection Agency) demostré que el timol no seria un
componente de riesgo para la salud humana ni para el medio ambiente (E.P.A., 1993).
Mas aun, el timol, el aceite esencial de tomillo y el tomillo como especia o
aromatizantes se utilizan internacionalmente, por ejemplo estdn aprobados por el
MERCOSUR vy por el Cédigo Alimentario Nacional (ANMAT, 1995) y enlistados por
la Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) como alimentos para el consumo humano y como aditivos
alimenticios. (E.P.A., 1993). La Tabla 1 ilustra algunos ejemplos de actividad toxica
contra artropodos del timol o de aceites esenciales en los cuales este es el compuesto

principal.
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El isoeugenol (2-metoxi-4-prop-1-enil-fenol) (Figura 2) pertenece al grupo de
los fenilpropanos, que son sustancias ampliamente producidas y distribuidas entre los
vegetales. A temperatura ambiente posee consistencia liquida aceitosa, de color

amarillo con un olor dulce, picante y floral (Buckley, 2007).

CH=CH—CHj

g
""0OCH,4
OH )
Figura 2: Estructura del Isoeugenol.

El isoeugenol se puede extraer de plantas como el calamo (Acorus calamus
L.), la albahaca (Ocimum basilicum L.), el ylang-ylang (Cananga odorata (Lam.)), el
clavo de olor (Syzygium aromaticum L.), el nardo (Polyanthes tuberosa L.), el
junquillo (Narcissus L.), la nuez moscada (Myristica Gronovius), el tabaco (Nicotiana
tabacum L.), el sandalo (Santalum album L.), las semillas de eneldo (Anethum
graveolens L.), la gardenia (Gardenia Ellis), la petunia (Petunia Juss) y otras flores
(Wynder y Hoffmann, 1967; Opdyke, 1975; Demole et al., 1976; Hattori et al., 1978).

El isoeugenol también es producido comercialmente por la isomerizacion del
eugenol, que ocurre naturalmente en el clavo de olor, el pimiento, el laurel y la canela
(Remington’s, 1980). El proceso sintético implica el calentamiento del eugenol con
potasa caustica (Hawley, 2001) o con los metales del grupo VIII o sus compuestos,
tales como cloruro de rodio, como catalizadores (Cerveny et al., 1987). La Tabla 2
presenta algunos ejemplos de actividad toxica contra artropodos del isoeugenol o de

aceites esenciales en los cuales este es el compuesto principal.
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Tabla 1: Ejemplos de actividad téxica contra artrépodos del timol o aceites

esenciales en los cuales este es el compuesto principal.

Componente o Grgpq . Cantidad y .
. . taxonomico Tratamiento .. Referencia
aceite esencial eficacia
evaluado
1gr en polvo por
cuadro de panal, Flores et al.,
Contacto eficacia media 1996
88,45%
Acari Timol en polvo
Mesostigmata | Contacto 10gr, eficacia media
Varroa jacobsoni 97% _
20 g disuelto en 34 ng;fg etal,
Fumigacién ml aceite de oliva,
. 92% eficaz
Timol Y
Fumigacion 20 ml, 77% mortal.
L, _ 3 Palacios et al.,
Fumigacidon CLs5p=13 mg/dm 2009
Diptera: Muscidae . _
Musca domestica Topicacion DLgo=53 pug/mosca |Pavela, 2011
L _ Coats et al.,
Topicacion DLgp=29 pug/mosca 1991
Diptera: Culicidae
Culex Topicacion CL5o=30 pg/ml Pavela, 2011
quinquefasciatus
Apilife VAR . : s S Ruiz et al.,
Varroa jacobsoni | Fumigacién 96% eficacia
(tableta de 20gr J g 1998
embebida en timol . B
74%, eucaliptol, v Eumigacic ?l/"drequfc'fn.qe Verde y
mentol, y arroa umigacion daes?:oler;::nzs acion Demedio, 2005
alcanfor).
Coleoptera: 0
Tenebrionidae Fumigacién 500 “I(I’ 50%
. mortalidad
Tribollum castaneum
Coleoptera: 0
) Curculionidae Fumigacion ;Ooortg:{:jaldoo & Padin etal.,
Origanum Sitophilus oryzae 2000
26\/;!36‘."6 | Coleoptera:
(26,5 % timol) Bruchidle | ... 50pl,100%
Acanthoscellides 9 mortalidad
obtectus
Musca domestica | Fumigacion DLso> 80 pl/icm?® Pavela, 2008

CLso= concentracion letal 50%; DLso= dosis letal 50%

11
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Tabla 2: Ejemplos de actividad tdxica contra artropodos del isoeugenol o aceites

esenciales en los cuales este es el compuesto principal.

Componente o Grqpq . Cantidad y .
. . taxonomico | Tratamiento . Referencia
aceite esencial eficacia
evaluado
Coleoptera: Topicacion DLsg=21,6
Tenebrionidae P pg/mg insecto
Tribollum Fumigacic No téxi
umigacion 0 toxico
castaneum g Huang et al.,
_ DLs, =30,7 2002
Coleoptera: | Topjcacign Hg/mg por
Curculionidae insecto
Sitophilus zeamais S —
Fumigacion No toxico
Diptera: Culicidae
Isoeugenol Culex Topicacion DLs5o=60 pg/ml
quinquefasciatus Pavela, 2011
Diptera: Muscidae Topicacion DL5,=336
Musca domestica P pg/mosca
Acari, Astigmata:
Pyroglyphidae L DLso=5,17
Dermatophagoides Fumigacion ng/cm?
farinae
Dermatopha_gmdes Fumigacion DL50:%,55
pteronyssinus pg/cm
_ 12,7 uglem?, | Kim et al., 2003
Dermatophagoides Topicacis 100%
' opicacion .
farinae mortalidad
Eugenia (24hs)
caryophyllata L. 12,7 pglem?,
Dermatophagoides: Tobicacié 100%
; opicacion .
pteronyssinus mortalidad
(24hs)
Eugenia . .
Diptera: Culicidae _
caryophyllata L.| ¢ 1oy pipiens | Repelencia DE_??O— 0’152)( Kang et al., 2009
(isoeugenol pallens 10™ mg/cm
11,8%)
Coleoptera:
Syzygium Bruchidae Dlg=2186 | Manfuzy
s Contacto 9 Khalequzzaman,
aromaticum L. Callosobruchus pg/cm 2007
maculatus

CLsp= concentracion letal 50%; DLsy= dosis letal 50%; DEg,= dosis efectiva 50%

12
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Como una fragancia el isoeugenol se incorpora a numerosos productos de
higiene personal, incluyendo perfumes, lociones crema, jabones y detergentes
(Opdyke, 1975). En el futuro, el uso del isoeugenol puede aumentar como materia de
base renovable para la produccion de otros condimentos aromaticos y fragancias
(YYamada et al., 2008).

Siendo que la cria de codornices para produccion de huevos y carne es una
actividad en crecimiento en Argentina, y que la mayoria de los establecimientos son
pequefios productores en ambientes urbanos y suburbanos, encontrar compuestos
naturales que permitan reducir la produccion de moscas en desperdicios de estas aves

tiene un potencial impacto econémico y sanitario.

OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir a la generacion de compuestos con potencial efecto insecticida o

detrimente para el desarrollo de moscas en residuos de la industria avicola.

Objetivos especificos

Determinar si el rociado de guano de codornices con los componentes de

aceites esenciales isoeugenol o timol afecta el nimero de moscas emergentes .

Analizar si el rociado de guano de codornices con los componentes de AE

alteran los tiempos de desarrollo de las moscas respecto a desechos no tratados.

13
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Evaluar si el tratamiento con estos componentes afectan la composicion de

especies (riqueza y diversidad) de moscas emergentes.

Debido a las propiedades insecticidas del timol e isoeugenol, la hipotesis
general de trabajo es que los desechos de las aves tratados con estos compuestos
mostraran una produccién de moscas significativamente menor y la emergencia de

adultos se retrasara respecto a los desechos de aves sin tratar.

14
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION Y TRATAMIENTO DEL GUANO

El guano se colectd de codornices japonesas (Coturnix coturnix) hembras
criadas y alimentadas con balanceado segin metodologias de rutina descritas por
Marin y Satterlee (2004). Basicamente, se alojan grupos de 1 macho y 3 hembras en
jaulas de 20 x 45 x 25 cm (largo x ancho x alto); las jaulas se distribuyen en dos
baterias de 6 estantes, cada una conteniendo 24 jaulas. Las aves se alimentan con una
racion estdndar para reproductores (breeder) (21,5 % CP; 2.750 kcal de ME/kg); el
agua y alimento se proveen ad libitum. Las aves se crian bajo un foto periodo de 14:10
(luz: oscuridad) con una intensidad de aproximadamente 280 luxes durante el periodo

iluminado y las luces se encienden a las 0600 h.

Se recogieron las deyecciones acumuladas entre 0 y 24 hs en la bandeja de
recoleccion de guano de cada jaula de las codornices, y se colocaron en frascos de
plastico, 100 gr de guano por frasco. Cada frasco fue asignado aleatoreamente a uno
de 6 tratamientos, que consistieron en rociar la superficie del guano con una solucién
de isoeugenol o timol diluidos en etanol a concentraciones bajas (5 x 10 Mol) o altas
(4 x 10* Mol) de cada uno de estos compuestos, a etanol (usado como excipiente,
control) o a guano no tratado (control sin excipiente). Los frascos tratados se
expusieron durante 48 hs en la sala de cria de las codornices para favorecer el eventual
acceso de moscas, y luego se colocaron en trampas de emergencia rotuladas, en
condiciones semi-naturales. Las trampas consistieron en un recipiente plastico de
500ml de capacidad forrado con cartulina negra, en cuyo interior se coloco el
recipiente menor conteniendo el guano tratado. La tapa de la trampa se conectd con
una botella plastica removible (recipiente colector), con perforaciones recubiertas con

una malla de tela para ventilacion, que era recambiada diariamente para retirar los

15
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adultos emergentes (Figura 3). El fondo de la trampa se cubrié con una delgada capa

de arena para que las larvas puedan pupar.

Figura 3. Esquema de las trampas de emergencia utilizadas en el estudio.
a) Recipiente mayor, de 500 ml ® que contiene la muestra tratada y conecta
con el recipiente colector. b) recipiente con la muestra de guano. c)

recipiente removible colector de moscas adultas emergentes.

EMERGENCIA DE LAS MOSCAS

Las trampas de emergencia se monitorearon diariamente durante 40 dias para
registrar la emergencia de adultos en la correspondiente planilla. Cuando se detectaron
moscas adultas, estas se removieron de la trampa y se conservaron en alcohol 80% en
frascos rotulados (individualizados por frasco tratado y por fecha) hasta su
determinacion taxonomica posterior en laboratorio. Los especimenes en general se
determinaron a nivel especifico en base a caracteres morfoldgicos siguiendo claves
taxondmicas de McAlpine et al. (1981, 1987). Durante la realizacion del estudio se

registraron temperaturas ambiente entre 12 y 27 °C.

ESTIMACION DE DIVERSIDAD

Para las estimaciones de diversidad se consideraron los siguientes indices
(Magurran 2004; Balzarini et al., 2008):
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Riqueza (s): Numero total de especies presentes en una muestra.

Indice H de biodiversidad de Shannon y Weaver: Se calcul6 a partir de la

siguiente ecuacion:

H = —i p. 1n p.
i=1
En donde pi=ni/N (valor de importancia), N=total de todas las especies,
ni=abundancia para la especie i, In pi=Logaritmo natural de Pi. La diversidad maxima

(H=In r) se alcanza cuando todas las especies estan igualmente presentes.

Indice de Dominancia de Simpson: Probabilidad de que dos individuos tomados
independientemente de una poblacién pertenezcan a la misma especie. El estimador

del indice de Simpson se calcula como:

donde n; representa el nimero de individuos de cada taxédn, y N es el total de

individuos de la comunidad o muestra.

El indice varia entre 1/r (menor concentracion o maxima diversidad posible
con r especies) y uno (mayor concentracién o minima dispersion cuando una especie

domina la comunidad).

Indice de Bulla: En un gréafico de la frecuencia relativa de aparicion de las
especies (ordenadas) versus el nimero de especies (abscisas) una linea horizontal en

1/r representaria una comunidad con diversidad maxima. Si se superpone a ésta una
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linea que representa la frecuencia relativa en la comunidad y se calcula el grado de
solapamiento entre estas dos distribuciones se obtiene la medida de equidad que
propone Bulla (1994).

El indice se calcula como:

S 1] _
L Olr -1
{; min (p, r)Jr

D_ 1=

r—1

Luego se ajusta para que varie entre cero, cuando una especie aparece con

dominancia absoluta, y uno cuando todas las especies estan igualmente presentes.

ANALISIS ESTADISTICOS DE DATQS

Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para muestras no
independientes donde se evaluaron los efectos del tratamiento (control, control con
etanol, isoeugenol concentracién baja o alta, timol concentracion baja o alta), de las
especies de mosca emergentes mas frecuentes (M. domestica, Coproica spp., O.
aenescens, M. stabulans, factor no independiente) y su interaccion. Este andlisis se
eligié porque no puede descartarse a priori que haya influencias entre las especies de
mosca dentro de cada ambiente (muestra de guano) que repercutan en el numero de

adultos que emerjan.

Para comparar entre tratamientos los indices de diversidad de especies
emergentes se emplearon ANOVAs de una via. Para evaluar si los tratamientos
afectaban los tiempos de desarrollo y sincronizacion de emergencia de adultos, para
las especies mas frecuentes se realizaron ANOVAs de medidas repetidas que

examinaron los efectos del tratamiento, tiempo de acumulacion de adultos emergente
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(25%, 50% y 75%; la medida repetida), y su interaccion. Los datos fueron
transformados a rangos para alcanzar los supuestos del ANOVA. La prueba de Fisher
de menor diferencia significativa (LSD) se utilizé en todos los casos para analisis post
hoc. Se consider6 que un valor de P <0,05 representd diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.
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RESULTADOS

A lo largo del periodo de muestreo emergieron un total de 6145 ejemplares
pertenecientes a 5 familias de dipteros (Tabla 3). Las familias con mayor porcentaje
de especimenes fueron Sphaeroceridae y Muscidae con el 51% y el 43% de los
ejemplares, respectivamente. Las restantes familias capturadas apenas superaron en
conjunto el 6% de las emergencias. Sphaeroceridae estuvo representada por Coproica
spp., ¥ Muscidae, en orden descendente, por Musca domestica, Ophyra aenescens y

Muscina stabulans.

Tabla 3: Total de Diptera emergentes de guano de codorniz sometido a diferentes

tratamientos.

Control Isoeugenol Timol Totales
Control Etanol C.Baja C.Alta C.Baja C.Alta

Fanniidae

Fannia canicularis 0 4 0 0 0 0 4 (0,07%)
Milichiidae 0 0 12 2 0 0 14 (0,23%)
Muscidae

Musca domestica 514 277 222 584 120 46 1763 (28,69%0)

Muscina stabulans 1 68 32 0 60 58 219 (3,56%0)

Ophyra aenescens 201 105 104 121 104 31 666 (10,84%)
Piophilidae

Piophila casei 9 65 0 10 9 270 363 (5,91%)

Sphaeroceridae
Coproica spp 166 62 1071 190 1115 512 3116 (50,71%)
Totales 891 581 1441 907 1408 917 6145
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Se evaluo el efecto de los tratamientos sobre el nimero de moscas
emergentes de las 4 especies mas frecuentes: Musca domestica, Coproica spp.,
Ophyra aenescens y Muscina stabulans. Un ANOVA de una via para muestras no
independientes mostré una interaccion significativa entre los tratamiento y la especie
de mosca emergente (Fis72 = 3,75; P < 0,001). A los efectos de facilitar la
visualizacion de los resultados, los datos de cada especie en particular se muestran en
las Figuras 4 a 7 por separado.

Musca domestica
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Figura 4. Musca domestica emergentes de guano tratado con timol o isoeugenol en concentracion
baja (5 x 10 Mol) o alta (4 x 10 Mol), y sus respectivos controles (tratados con etanol o sin
tratar).*“Barras que no comparten letra en esta y Figuras 5, 6 y 7 difieren estadisticamente (p<0,05).
CL= control no tratado; CE= control con etanol; IB e 1A= isoeugenol concentracion baja y alta

respectivamente; TB y TA= timol concentracion baja y alta, respectivamente

El analisis a posteriori mostr6 que el niumero medio de M. domestica

emergentes fue significativamente méas bajo en los tratamientos con timol respecto al
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control no tratado y del timol en concentracion alta respecto al control con etanol
(Figura 4). Por el contrario, Coproica spp. mostré un efecto de tipo inverso, donde se
observa un mayor nimero de moscas emergentes del guano tratado con timol respecto
a los controles y al isoeugenol en concentracién alta (Figura 5). Significativamente
menos O. aenescens emergieron del guano tratado con concentracion alta de timol
respecto a control no tratado, aunque no hubo diferencias significativas respecto al
control con etanol (Figura 6). Finalmente, el nimero medio de M. stabulans
emergentes fue comparativamente bajo y no mostro diferencias entre tratamientos
(Figura 7).

Coproica spp.
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Figura 5. Coproica spp. emergentes de guano tratado con timol o isoeugenol en concentracion
baja (5 x 10° Mol) o alta (4 x 10 Mol), y sus respectivos controles (tratados con etanol o sin
tratar). *° Barras que no comparten letra en esta y Figuras 4, 6 y 7 difieren estadisticamente (P <
0,05). CL= control no tratado; CE= control con etanol; IB e IA= isoeugenol concentracion bajay

alta respectivamente; TB y TA= timol concentracion baja y alta, respectivamente.
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Respecto a los tratamientos con isoeugenol, no se observaron diferencias
estadisticas respecto a los controles para O. aenescens y M. stabulans (Figuras 6y 7,
respectivamente). Del guano tratado con isoeugenol en concentracién baja emergieron
significativamente menos M. domestica respecto al control no tratado (Figura 4) y mas

Coproica spp. (Figura 5) comparado con los controles con etanol.
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Figura 6. Ophyra aenescens emergentes de guano tratado con timol o isoeugenol en
concentracion bajas (5 x 10° Mol) o altas (4 x 10 Mol), y sus respectivos controles (tratados con
etanol o sin tratar). *“Barras que no comparten letra en esta y Figuras 4, 5 y 6 difieren
estadisticamente (P < 0,05). CL= control no tratado; CE= control con etanol; IB e IA=
isoeugenol concentracién baja y alta respectivamente; TB y TA= timol concentracion baja y alta,

respectivamente.
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Muscina stabulans
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Figura 7. Muscina stabulans spp. emergentes de guano tratado con timol o isoeugenol en
concentracion bajas (5 x 10° Mol) o altas (4 x 10 Mol), y sus respectivos controles (tratados con
etanol o sin tratar). *“Barras que no comparten letra en esta y Figuras 4, 5 y 7 difieren
estadisticamente (P < 0,05). CL= control no tratado; CE= control con etanol; IB e IA=
isoeugenol concentracién baja y alta respectivamente; TB y TA= timol concentracion baja y alta,

respectivamente.

Los efectos de los tratamientos sobre los tiempos de desarrollo de las moscas
mas frecuentes se presentan en la Tabla 4. Se observo un efecto significativo del
tratamiento sobre los tiempos de emergencia de Musca domestica (datos
transformados a rangos; Fsi7 = 4,33; P = 0,01), del factor de repeticion tiempos de
emergencia (F,34 = 8,90; P < 0,001), pero no de la interaccién tiempos con
tratamiento (Fi034 = 1,36; P = 2,24). Se encontrd que del guano tratado con timol en
concentracion alta o isoeugenol en ambas concentraciones las moscas emergieron en
un tiempo significativamente mayor que del guano de moscas control (sin tratar). Del
guano tratado con timol concentracion alta e isoeugenol baja, las larvas emergieron

significativamente mas lento que en el guano control con etanol.
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Tabla 4: Tiempos de emergencia (expresado como dias en que se acumulan el 25, 50

0 75% de las moscas emergentes) de las cuatro especies de mosca mas frecuentes, del

guano tratado con isoeugenol o timol en concentraciones bajas (5 x 10™ Mol) o altas

(4 x 10 Mol), y sus respectivos controles (tratados con etanol o sin tratar).

Tratamient Porcentaje de Coproica Musca Ophyra Muscina
ratamiento
emergencias spp.* domestica aenescens stabulans
25 208+29 130+00*® 246+31® 230+0,0°
Control sin b8 B .
50 236+23 144+0,7 28,4 + 3.6 23,0+ 0,0
tratar
75 308+0,8 152+1,0°® 356+1,3"® 230+0,0°
25 27+21 122+02*4 180+12*4 205+1,3
Control con A A
ol 50 263+30 124+02 190+15 21,5+1,0°
etano
75 31,0+24 126+04* 206+18" 220+14°
Isoeugenol 25 214+18 150+20° 164+08* 20,0+0,0°
concentracion 50 272+32 153+23° 190+18% 210+14°
baja 75 320430 173+34® 226+32°%C 210414
aB aB
Isoeugenol 25 237+36 136+04 24,0 + 4,7 -
concentracion 50 287+40 142+05¢ 258+54%® -
alta 75 303+39 152+06™ 26,8 +57C ;
Timol 25 252+30 127+03*® 100+11* 196+23°
concentracion 50 208+21 127+03" 200+1,1% 200+2,0°
baja 75 340+23 130+06° 234+25P%C 226455
Timol 25 214+23 17,0+0,0° 204+37*%* 19,0+1,0°
concentracion 50 242+33 17,0+0,0®° 204+ 37* 197+0,6°
alta 75 284+32 170+£00C 212+35* 203+12°

2 para cada tratamiento, diferentes letras minusculas indican diferencias significativas en

tiempos de acumulacién de los porcentajes de emergencia. “PPara cada porcentaje acumulado
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de emergencias, diferente letra mayuscula indica diferencias significativas entre tratamientos.
“Sélo hubo diferencias significativas entre dias en que se acumularon los diferentes porcentajes

de emergencia de Coproica spp. (ver detalles en texto)

El ANOVA de medidas repetidas de los tiempos de emergencia de Coproica
spp., no detecto efectos significativos del tratamiento sobre los tiempos de emergencia
(Fs22=0,55; P =0,73), ni de la interaccion tratamiento tiempos de emergencia (F1o44
= 0,62; P = 0,78). Sin embargo, se encontraron diferencias en los tiempos de
acumulacion del 25, 50 y 75% de las moscas (F244 = 54,77; P < 0,001), emergiendo el
25% a los 22,5 dias, el 50 a los 26,6 dias y el 75% a los 31,1 dias.

O. aenescens mostrd una tendencia a presentar efectos del tratamiento (Fs o3 =
2,31; P =0,077), un efecto significativo del tiempo de acumulacion de los porcentajes
de emergencia (F,46 = 16,17; P < 0,001), y no se observo interaccion del tratamiento
con los tiempos de acumulacion de emergencias (Fio4s = 1,44; P = 0,19). Segln la
prueba LSD, considerando los tratamientos y controles, las moscas emergieron mas
rapidamente del control con etanol que del tratamiento con concentracion alta de
isoeugenol. A su vez, las O. aenescens del control sin tratar demoraron mas en

emerger que las del control tratado con etanol y de los tratamientos con timol.

Finalmente, no se observaron efectos de los tratamientos sobre los tiempos de
emergencia de M. stabulans (F,3 = 0,86; P = 0,43; F430 = 1,24; P = 0,32; Fg 3 = 0,22;
P = 0,98; tratamiento, factor de repeticién e interaccion, respectivamente). No
obstante, cabe destacar que ninguna M. stabulans emergié de las muestras tratadas con

isoeugenol en concentracion elevada.

En cuanto a la diversidad de especies emergentes de cada tratamiento (Tabla
5), se encontraron diferencias significativas en la Riqueza (Fs24) = 2,65; P < 0,05),

siendo la fauna emergente del guano control con etanol significativamente mas rica
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que la del control no tratado o tratado con isoeugenol (Tabla 5). No se detectaron
efectos de los tratamientos en los restantes indices de diversidad alfa considerados:
Shannon-Weaver (Fs24) = 1,29; P = 0,30), Simpson de dominancia (Fs 24y = 0,92; P =
0,49) y Bulla (F.24 = 1,35; P = 0,28).

Tabla 5: Diversidad de moscas emergentes de guano de codorniz tratado con timol o
isoeugenol en concentracion bajas (5 x 10 Mol) o altas (4 x 10 Mol), y sus controles (tratados

con etanol o sin tratar).

indices de Biodiversidad

Tratamiento

Riqueza (r) Shannon Simpson Bulla
Control notratado 3,60+ 0,24% 084+0,11% 052+0,08% 0,27 +0,04°
Control etanol 4,60 +0,51°" 1,09+0,20° 0,42+0,10% 0,37+0,08°
Isoeugenol B 3,20+0,20° 0,68 +0,18° 061+0,11% 0,21+0,06°
Isoeugenol A 320+0,37% 0,62+0,11* 0,64+0,06% 0,21+0,04°
Timol B 3,80+0,37%® 0,93+0,18° 0,49+0,10% 0,33+0,06°
Timol A 4,00 £ 0,00 ® 0,91 +0,09? 0,48+0,06% 0,31+0,03°

| os valores de diversidad en cada columna que no comparten una letra difieren

estadisticamente (p<0,05).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indicaron que el rociado del guano de codornices con
timol o isoeugenol tuvo efectos diversos sobre la emergencia de moscas que se
desarrollan en él. De los siete tipos de mosca que emergieron de las muestras, Musca
domestica, Ophyra aenescens y Coproica spp. estuvieron presentes en todas las
muestras, por lo tanto el rociado con timol o isoeugenol no impidié su desarrollo y
posiblemente tampoco inhibid la ovipostura, aunque no puede descartarse que los huevos
hayan sido colocados en las bandejas ubicadas bajo las jaulas de cria de las codornices en
etapa previa a la coleccion del guano. Sin embargo, se observaron diferencias entre
tratamientos en el nimero de moscas emergentes para algunas de estas especies, como se
discute mas abajo. Muscina stabulans solo estuvo ausente en muestras tratadas con
isoeugenol en concentracion baja. Fannia canicularis, Piophila casei y Milichiidae
emergieron en baja proporcion, por lo que solo fueron consideradas para los analisis de

diversidad.

En el caso de M. domestica y O. aenescens, del guano rociado con timol en general
emergié un numero menor de moscas respecto al guano control, lo que podria ser
consecuencia de la actividad insecticida que ha sido reportada para este componente
contra moscas Yy otros insectos (Pavela 2008, 2011, Tabla 1). En particular, el timol en
estado puro tuvo una alta eficacia cuando fue aplicado tépicamente contra M. domestica
(53 ug/ mosca, Pavela, 2011). Consistentemente, del guano proveniente de codornices
alimentadas con dieta suplementada con timol emergieron significativamente menos
moscas, y en particular menos M. domestica, que de guano de aves alimentadas con dieta

estandar (Lynch lanniello 2012).

Por el contrario, del guano rociado con timol emergieron un namero

significativamente mayor de Coproica spp. que de los controles, y M. stabulans no
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difirié significativamente entre tratamientos. Si bien hay varios estudios que indican que
el timol tiene propiedades insecticidas (ver ejemplos en Tabla 1), y de hecho del guano
tratado con este compuesto emergieron significativamente menos M. domestica y O.
aenescens, el timol parecié favorecer a Coproica spp. Posiblemente las diferencias
observadas con respecto a otros autores pueden deberse a que la potencia de los aceites
esenciales puede variar dependiendo de los métodos de aplicacion y de las capacidades
de desintoxicacién de los diferentes grupos de insectos (Rice y Coats, 1994; Lee el al.,
1997; Pavela, 2005). Por ejemplo, en el caso del acaro Varroa jacobsoni Oud. que afecta
a Apis mellifera L., se ha estudiado el modo de accién del timol y se ha evidenciado la
necesidad de que exista contacto entre este y la abeja para que tenga lugar su accion
acaricida (Ruiz et al, 1998). La actividad insecticida de timol contra Agriotes obscurus
(Coleoptera: Elateridae) fue mayor cuando fue aplicado tépicamente que como fumigante
(Waliwitiya et al., 2005). En el estudio de las propiedades de aceites esenciales contra M.
domestica, entre los que se encontraba el aceite de O. vulgare (cuyo componente
principal es el timol), este requeria dosis menores para ser letal cuando era aplicado
topicamente que cuando era aplicado como fumigante, contrariamente al aceite de Menta
pulegium, que mostraba mayor eficiencia fumigante que tdpica frente al mismo diptero
(Pavela, 2008). Se ha visto que fenoles como el timol y el carvacrol son tépicamente méas
toxicos que los alcoholes saturados, pero estos Ultimos son mejores como fumigantes que
los fenoles contra M. domestica (Rice y Coats, 1994). Posiblemente el modo de
aplicacion del producto puede haber reducido la exposicion de las larvas a los
componentes en comparacion con otros estudios en que las larvas se sumergen por
periodos de tiempo breve en los aceites esenciales o sus componentes (Sukontason et al.,
2004b). Asi mismo, los aceites esenciales tienen diferente persistencia dependiendo de
las condiciones ambientales y a medida que pasa el tiempo decrece la posibilidad de que

sean intoxicados (Isman, 2006).

Por otra parte, el isoeugenol no mostré un patrén consistente, emergiendo mas
Coproica del guano tratado con isoeugenol en concentracion baja que del control. El

relativamente bajo efecto del isoeugenol sobre el nimero de moscas es un resultado
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comparable con el obtenido en un trabajo reciente que indica una baja toxicidad de este
compuesto contra M. domestica (Pavela, 2011). Si bien se encontraron resultados
favorables contra Musca domestica aplicando extractos de aceites esenciales cuyo
componente mayoritario fue el isoeugenol (Leyva et al.,, 2008), esto podria ser
consecuencia de efectos sinérgicos o aditivos con otros compuestos presentes en el

aceite.

Se han presentado evidencias de que algunos aceites esenciales afectan los
tiempos de desarrollo de insectos. El isoeugenol redujo la tasa de crecimiento y tasa de
consumo de alimento en Sitophilus zeamais Motsch. (Coleoptera: Curculionidae) adultos
y en larvas y adultos de Tribolium castaneum (Herbst.) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(Huang et al. 2002). En estudios de actividad biolédgica de extractos de Tagetes filifolia,
cuyos componentes principales eran el trans — anetol (82%) vy alilanisol (14%) para el
manejo integrado contra la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum West. (Hemiptera:
Aleyrodidae), se encontré que concentraciones de 10 mg mL™ o mayores interfirieron en
el crecimiento ninfal en mas del 44% y en la emergencia de adultos en menos del 39%
con respecto a los testigos (Camarillo de la Rosa, 2009). Por otra parte, otro estudio
(Ramirez et al., 2010) sobre los efectos en huevos, larvas y adultos de Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae) de aplicar diversos aceites esenciales (incluyendo O.
majorana, O. vulgare, y T. vulgaris) sobre el alimento (tubérculos de papa) o sobre la
superficie del suelo, no mostrd ningun efecto de los tratamientos sobre el desarrollo
larval ni sobre la longevidad de los adultos. Sin embargo, en ambas modalidades de
aplicacion, el aceite esencial de T. vulgaris (concentracion del 0,25%) redujo
significativamente la viabilidad de los huevos. En M. domestica el timol no solo afectd el
nimero de moscas emergentes, sino que los tiempos de desarrollo se modificaron y
demoraron mas dias en emerger que de los guanos controles (Tabla 4). Curiosamente, del
guano no tratado las O. aenescens emergieron en tiempo significativamente mayor que

del control con etanol y del tratamiento con timol.
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El isoeugenol no afecté mayormente los tiempos de desarrollo de M. domestica, y
en O. aenescens respecto al control no tratado. No obstante, ambas especies emergieron
significativamente mas rapido del control tratado con etanol. Para Coproica spp. y M.
stabulans no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos en tiempos de
desarrollo (cabe aclarar que no emergieron moscas del isoeugenol en concentracion alta).
En general, para todas las especies la emergencia de moscas de un mismo tratamiento fue

sincrénica.

Finalmente, respecto a la composicion de especies, se detectaron diferencias
relativas en namero, por ejemplo, como se menciono anteriormente habria una relacion
inversa en el nimero de M. domestica y Coproica spp. en los guanos control y tratado
con timol. El control con etanol fue mas rico en especies emergentes que el control no
tratado y los dos tratamientos de isoeugenol, observandose valores intermedios en los
tratamientos con timol. No se detectaron diferencias significativas en los restantes indices

de diversidad analizados.

La disminucion de emergencia de M. domestica frente a timol es un resultado
alentador ya que esta especie de mosca es de particular interés sanitario como
transmisora de diversos patogenos, tal como se indico en la seccion introductoria de esta
tesina (Barnard, 2003). La prolongacion de su desarrollo podria resaltar el efecto tdxico
de este componente para M. domestica.

Considerando los adultos emergentes de todos los tratamientos en conjunto, O.
aenescens fue una de las especies mas frecuentes. Este género se suele encontrar en
producciones avicolas, pero se considera que no representaria un problema para la salud
publica (Guimaraes, 1983). Mas aun, se ha propuesto usar especimenes de este género
para el control biol6gico de M. domestica ya que sus larvas son depredadoras (Skidmore,
1985; Nolan 111 y Kissam, 1987; Geden et al., 1988). No obstante, en el presente estudio

no se observo una correlacién significativa entre la abundancia de O. aenescens y M.
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domestica (ambas emergieron de una misma muestra), lo que sugiere que, al menos bajo
las condiciones de estudio, es mas probable que O. aenescens se haya comportado como

coprofaga.

La mayor emergencia de Coproica spp. de las muestras tratadas con timol podria
tener menor relacion con este compuesto y ser una consecuencia indirecta del menor
desarrollo de M. domestica. Asi, en carrofia se ha observado que miembros de la familia
Sphaeroceridae son competidores menores respecto a otros érdenes como Calliphoridae,
y que cumplen un rol importante como descomponedores en aquellos sustratos

inaccesibles o inadecuados para califéridos (Buck et al., 1997).

En conclusién, el rociado de guano de Coturnix coturnix con timol o isoeugenol
afecta de forma variable el nimero de moscas emergentes, reduciendo el timol el nimero
de M. domestica y de O. aenescens, prolongando los tiempos de desarrollo de la primera
y acortando el tiempo de emergencia de O. aenescens, y aumentando la produccion de

Coproica spp.
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