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RESUMEN

Factores asociados a parasitismo gastrointestinal en guanacos silvestres (Lama

guanicoe)

Recientes investigaciones han demostrado que el estado general de salud en animales
silvestres es crucial para modular las dindmicas de infeccion de las enfermedades, ya
que existe un sinergismo entre la condicidn fisioldgica, el sistema inmunoldgico de un
individuo y su susceptibilidad para contraer infecciones o infestaciones. A su vez, la
fauna silvestre se encuentra expuesta a diferentes estimulos, naturales y antrépicos, que
desencadenan respuestas de estrés secretando glucocorticoides que, a largo plazo,
deprimen al sistema inmunitario. Las enfermedades parasitarias tienen un gran impacto
en las dindmicas poblacionales de algunas especies silvestres, por lo que pueden
representar una amenaza considerable para la biodiversidad. La meta de esta tesis fue
investigar los factores determinantes de abundancia parasitaria en guanacos silvestres
(Lama guanicoe) de la Reserva La Payunia, provincia de Mendoza, Argentina. Para ello
se identificaron a las especies que componen la comunidad parasitaria gastrointestinal
de esta poblacién de guanacos, y se investigaron las asociaciones entre abundancia
parasitaria y los factores tradicionalmente considerados como determinantes
de abundancia, extrinsecos (estacion climdtica, condiciones meteorolégicas) e
intrinsecos (sexo, edad, condicién corporal, tipo y tamafo de grupo social) del
hospedador. A su vez, se analizaron asociaciones entre carga parasitaria y niveles de
metabolitos de cortisol fecal (como indicador de estrés); y entre niveles séricos de
anticuerpos naturales (componentes de inmunidad innata) de guanacos esquilados con
su carga parasitaria. La comunidad parasitaria se estudié identificando las formas
evolutivas eliminadas en heces (huevos de helmintos y ooquistes de protozoos), por
identificacion de nematodes adultos de tracto intestinal de guanacos muertos, por
identificacion de larvas de cultivos fecales, e identificando ooquistes luego de
esporulaciéon. La abundancia parasitaria se estimé por conteos de huevos y ooquistes
fecales aplicando la técnica de Wisconsin modificada. Los niveles de metabolitos de
cortisol fecal se determinaron por radioinmunoensayo y los niveles de anticuerpos
naturales con una técnica de hemaglutinacién. Los andlisis estadisticos se realizaron con
modelos multivariables. Se encontré una riqueza de 11 especies pardsitas, siendo

Nematodirus spp., Eimeria lamae, E. alpacae, E. punoensis, y E. macusaniensis las de
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mayor prevalencia e intensidad. Trichuris sp., Capillaria sp., Moniezia cf. benedeni,
huevos compatibles con Strongyloides sp., y Eimeria ivitaensis completaron el
ensamble de esta comunidad parasitaria. Las abundancias parasitarias estuvieron
influenciadas por algunas de las variables extrinsecas (afo, estacion, condiciones
climdticas, sector geografico) e intrinsecas de los individuos (sexo, edad, tamafno de
grupo) consideradas tradicionalmente, y también por algunas interacciones
interespecificas entre pardsitos. Los niveles de metabolitos de cortisol fecal y de
anticuerpos naturales no tuvieron impacto en la abundancia parasitaria. No se
encontraron asociaciones entre los niveles de anticuerpos naturales y los niveles de
metabolitos de cortisol fecal. Nematodirus spp., Strongyloides sp. y Moniezia benedeni
son pardsitos propios de rumiantes domésticos y su presencia refleja la susceptibilidad
del guanaco, por lo que se recomienda realizar monitoreos parasitologicos periddicos, a
fin de poder anticiparse ante incrementos importantes en este tipo de parasitismo en los
guanacos silvestres. Esta tesis pone de manifiesto la importancia de considerar los
multiples factores que influyen en las dindmicas parasitarias en poblaciones silvestres,

teniendo en cuenta que interactian estableciendo una intrincada red de causalidad.
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ABSTRACT

Factors associated to gastrointestinal parasitism in wild guanacos (Lama guanicoe)

Recent studies have shown the importance of the health status of wild animals to
modulate the dynamics of disease infection, due to a synergism between physiological
condition, immune system and susceptibility to acquire infections or infestations. In
turn, wildlife is exposed to different stimuli, natural or anthropic, that elicit stress
responses secreting glucocorticoids that suppress the immune system in the long term.
Parasitic diseases have a major impact on the population dynamics of some wild
species, and may therefore pose a significant threat to biodiversity. The objective of this
work was to investigate the driving factors of parasite abundance in wild guanacos
(Lama guanicoe) from La Payunia Reserve, Mendoza Province, Argentina. To do this,
the species comprising the gastrointestinal parasite community of guanacos were
identified; and associations between parasite abundance and the traditionally considered
driving factors, extrinsic (season, weather conditions) and intrinsic (sex, body condition
score, type and group size) of the host were assessed. In turn, the associations between
parasitic load and levels of fecal cortisol metabolites (as an indicator of stress), and
those between serum natural antibody levels (as innate immunity components) of
sheared guanaco with their parasite load were analyzed. The parasite community was
studied by identifying immature stages (eggs in helminths and oocysts in protozoa) shed
in feces, by identifying adult nematods of gastrointestinal tracts of dead guanacos,
larvae from fecal culture, and oocysts after sporulation. Parasite abundance was studied
counting fecal eggs and oocysts applying a modified Wisconsin technique. The
metabolites of fecal cortisol were assessed by radioimmunoassay, and natural antibody
titers were analyzed using a hemagglutination technique. Statistical analyses were made
with multivariable models. A richness of 11 parasite species was found, including
Nematodirus spp., Eimeria lamae, E. alpacae, E. punoensis, and E. macusaniensis;
whose prevalences and intensities were the highest. Trichuris sp., Capillaria sp.,
Moniezia cf. benedeni, eggs similar to Strongyloides sp., and Eimeria ivitaensis
completed the assembly of this parasitic community. Parasitic abundances were
influenced by some of the extrinsic (year, season, weather conditions) and intrinsic
factors of the host individuals (sex, age, group size) traditionally considered, and also by

some interspecific interactions between parasites. The levels of fecal cortisol
15



metabolites and natural antibody titers did not affect parasite abundance. Natural
antibody titers were not associated to fecal cortisol metabolites levels. Nematodirus
spp., Strongyloides sp., and the detected species of Moniezia are typical parasites of
livestock, and their presence reflects the guanaco susceptibility to be parasitized by
them. We suggest conducting parasitological surveys periodically to be able to
anticipate to an important rise in this type of parasitism in wild guanacos. This work
emphasizes the importance of assessing multiple factors that may affect parasite

dynamics in wild populations.
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INTRODUCCION

Importancia de la salud y enfermedad en poblaciones silvestres

Recientes investigaciones han demostrado que el estado general de salud en
animales silvestres es crucial para modular las dindmicas de infeccion de las
enfermedades, ya que existe un sinergismo entre la condicién fisiolégica general e
inmunolégica de un individuo y su susceptibilidad a infecciones o infestaciones
(Beldomenico y Begon, 2010). La enfermedad en poblaciones de animales silvestres ha
sido definida como cualquier condicién que modifique o interfiera en el desarrollo de
sus funciones normales; e incluye entre las distintas causas de enfermedad a respuestas
a factores ambientales, toxinas, agentes infecciosos y parasitarios, defectos congénitos o
adquiridos, o combinaciones de estos factores (Wobeser, 2007). A su vez, las
enfermedades parasitarias tienen un gran impacto en las dindmicas poblacionales de
algunas especies silvestres (Hudson y col., 1998; Tompkins y Begon, 1999), por lo que
pueden representar una amenaza considerable para la biodiversidad (Pedersen y
Greives, 2008; Smith y col., 2009). Al estudiar cualquier fenémeno de enfermedad en
fauna silvestre es necesario identificar sus caracteristicas particulares, se debe responder
preguntas sobre caracteristicas poblacionales de los animales afectados (;a quién?), de
ubicacién y factores ambientales asociados con la enfermedad (;d6nde?), distribucion
temporal de la enfermedad (;cudndo?), rasgos clinicos y patolégicos de la enfermedad y

su agente causal (;qué?), y de la patogénesis (;por qué?) (Wobeser, 2007).
Estrés y sus consecuencias en la salud

Cuando un individuo percibe estimulos ambientales o sociales que alteran su
homeostasis, se desencadena una respuesta compuesta por cambios adaptativos
fisiologicos y comportamentales (Dickens y col., 2010), conocidos como estrés. El
estrés puede causar vulnerabilidad a un gran nimero de individuos de una poblacién, y
los pardsitos endémicos (tolerados en otras circunstancias) podrian comenzar a ser una
amenaza para la salud de la fauna silvestre. El circulo vicioso puede transformarse

entonces en un espiral vicioso, tendiendo a la disminucién poblacional.

Los factores desencadenantes de procesos de estrés se pueden clasificar como

estresores naturales o de origen antrépico. Los factores de origen natural son las
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temperaturas extremas (Bubenik y col., 1983; Saltz y White, 1991; Nelson y Demas,
1996; Romero y Remage-Healey, 2000; Michael Romero, 2002; Huber y col., 2003),
cambios en la disponibilidad de alimento (Wofford y col., 1985) y agua (Alamer, 2006);
e interacciones intraespecificas e interespecificas (Sapolsky, 1982, 1983; Creel y col.,
1996, 1997; Caro, 1998; Creel, 2001; Boonstra, 2004). Entre las fuentes de estrés
antropogénico se consideran a las actividades de extraccion de recursos mineros o
petroleros, alteracion del hébitat, caza, turismo, competencia por alimento con ganado
doméstico (Patz y col., 2000; Millspaugh y col., 2001; Baltic y col., 2005; Acevedo-
Whitehouse y col., 2009), traslados o reintroducciones (Millspaugh y col., 2001;
Teixeira y col., 2007), y captura y manipulacién para aprovechamiento de la especie
(Bonacic y Macdonald, 2003; Zapata y col., 2004; Bonacic y col., 2006; Arzamendia y
col., 2010; Taraborelli y col., 2011; Carmanchahi y col., 2011).

Los cambios producidos por el estrés, independientemente de la procedencia del
estimulo, afectan al sistema neuro-enddcrino, sistema nervioso simpdtico, sistema

inmune y al comportamiento (Mostl y col., 2002; Mcewen, 2007).

Una vez inducido el estrés se puede desencadenar una respuesta aguda o cronica
dependiendo de la intensidad y duracién del estresor (Dallman, 2003). Ambos tipos de
respuesta producen diferentes cambios a nivel fisiologico y comportamental (Dickens y
col., 2010). En la Tabla 1 se resumen las consecuencias de la respuesta aguda y crénica

al estrés.
Estrés agudo

Una respuesta de estrés aguda involucra inicialmente una reaccion rdpida para
luchar o huir mediada por el sistema nervioso simpdtico, con liberaciéon de las
catecolaminas adrenalina y noradrenalina por la médula de la glandula adrenal (Axelrod
y Reisine, 1984; Boonstra, 2005); y por una respuesta al estrés mds lenta, en la que la
corteza de la misma gldndula secreta hormonas glucocorticoides (GC),

predominantemente cortisol y corticosterona (Dallman, 2003).

La respuesta al estrés agudo desencadena cambios en distintas funciones
orgénicas, entre las cuales las mds importantes son a nivel metabdlico, cardiovascular y

comportamental. A nivel metabdlico se produce movilizacién de energia hacia el
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musculo esquelético aumentando rdpidamente los niveles de glucemia por las
catecolaminas y glucagén, y por medio de movilizaciéon de lipidos por lipdlisis de
células grasas, y aminoécidos por inhibicién de la sintesis proteica y protedlisis en
varios tipos de musculos (Sapolsky y col., 2000). A su vez, a nivel cerebral incrementa
la tasa de perfusion y utilizaciéon local de glucosa. Los cambios en la funcién
cardiovascular involucran la activacién a través de aumento de presion arterial, aumento
de frecuencia cardiaca; y redistribucidn sanguinea a muisculos por constriccion de vasos
mesentéricos y renales y dilataciéon de vasos que irrigan la musculatura esquelética
(Sapolsky y col., 2000). Entre los cambios comportamentales se produce disminuciéon
del apetito y de la alimentacion; e inhibicién de la fisiologia y comportamiento
reproductivo (por medio de disminucién de comportamientos de cortejo y receptivo en

ambos sexos y pérdida de erecciones en machos).

A su vez, en el sistema inmunitario se produce neutrofilia y linfopenia,
incrementando el coeficiente Neutréfilos:Linfocitos en sangre, a veces utilizado como
indicador de estrés (Stull y Rodiek, 2000). El mecanismo responsable de la linfopenia
involucra la marginacion y redistribucion de los linfocitos dentro el sistema linfético,
ademds de una marcada y acelerada apoptosis. La neutrofilia es causada por la
demarginacion de neutréfilos, disminucién de su apoptosis y la estimulacién de células
madres a través de factores de crecimiento (Zahorec, 2001). Como se puede ver, las
distintas poblaciones de células inmunitarias tienen comportamientos diferenciales en
respuesta al estrés agudo, dependiendo de su tipo y estado de activacion (Elsasser y col.,
2000); pero la generalidad es que la respuesta inmune e inflamatoria son suprimidas

(Sapolsky y col., 2000).

Todos estos cambios son tendientes a permitir una reaccion rdpida frente al

estresor y pueden ser beneficiosos para la supervivencia inmediata del animal.

La secrecion de GC estd controlada por el eje Hipotaldmico-Pituitaria-Adrenal
(HPA) y es regulada por sefales diurnas y activada por estrés (Dallman, 2003). La
actividad del eje HPA (Figura 1) desencadenada por exposicién a un estresor, gatilla
principalmente la secrecion de hormona liberadora de corticotropina (CRH), y en menor
medida de arginina-vasopresina (AVP) por el nicleo paraventricular del hipotdlamo

(Boonstra, 2005). La CRH y AVP llegan por circulacién portal a la hipéfisis anterior,
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donde estimulan la liberacién de hormona adrenocorticotropina (ACTH) a la circulacién
general. La ACTH es quien promueve el consumo de colesterol por la corteza de la
glandula adrenal, y su conversidn enzimética a cortisol y corticosterona para liberarlas

al torrente sanguineo (Matteri y col., 2000; Dallman, 2003; Boonstra, 2005).

El eje HPA deja de responder al estresor por un mecanismo de retroalimentacion
negativa ejercido por los GC liberados que inhiben directamente su activacién ante
estimulos adicionales (Sapolsky y col., 1984; Matteri y col., 2000; Boonstra, 2005;
Dickens y col., 2010).

ESTRES
— i -
/—— HIPOTALAMO
CRH
Feedback HIPOFISIS Feedback
Bajo Bajo
Estrés ACTH Estrés
2 Agudo
Cronico Glandulas Adrenales
Cortisol y/| o Corticosterona
v Sangre
Movilizacién de energia Supresién de inmunidad
y catabolismo y respuesta inflamatoria
Supresién de Supresién de
crecimiento digestion
h 4
Supresion de
reproduccion

Figura 1.- Eje Hipotaldmico-Pituitaria-Adrenal, respuesta de retroalimentacion negativa
ante un estresor agudo comparada con respuesta a estresor crénico, y los principales
efectos en procesos corporales (extraida de Sheriff y col., 2011).

En los mamiferos los GC sanguineos estdn estrechamente unidos a una proteina
fijadora (transcortina o CBG, “corticosteroid binding globulin”, por sus siglas en

inglés), s6lo el 5-10% de los GC no se encuentra unido a transcortina (Boonstra, 2005).
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Esta fraccion libre de GC es la dnica biolégicamente activa (Rosner, 1990), ya que es
capaz de abandonar el compartimiento sanguineo por difusioén pasiva a través de las
membranas celulares y llegar a 6rganos blanco (Rijnberk y Mol, 1997; Lopez-Calderon,
1999). Estas hormonas circulantes se metabolizan mayoritariamente en el higado y
luego son eliminadas conjugadas (en forma de glucurénidos o sulfatos) y no conjugadas
en distintas proporciones por orina y heces, dependiendo de la especie (Ziegler y col.,

1996; Mostl y col., 2002).
Estrés cronico

En situaciones de estrés cronico, el animal es expuesto a un estresor persistente o
a una serie de estresores agudos que inician respuestas de estrés consecutivas multiples.
Los cambios fisioldgicos y comportamentales iniciales que facilitaran la supervivencia
inmediata ya no son beneficiosos y pueden ser perjudiciales para el organismo. La
desregulacion de mediadores como la liberacién crénica de GC y catecolaminas puede
producir cambios en el organismo y en el cerebro deletéreos para el animal (Dallman,

2003; Dickens y col., 2010) (Tabla 1).

La activacion prolongada del eje HPA afecta el crecimiento y desarrollo del
individuo por supresion de la secrecion de la hormona de crecimiento (STH), e
inhibiendo a su vez los efectos del factor de crecimiento insulinico I (IGF-1, por sus
siglas en inglés) (Charmandari y col., 2005), y de otros factores de crecimiento en los

tejidos diana (Burguera y col., 1990).

La funcién tiroidea también se inhibe durante el estrés cronico, ya que se produce
una disminucién en la produccioén de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), e
inhibicién de la conversion periférica de tiroxina a tri-iodotironina, que es la hormona

bioldgicamente activa (Benker y col., 1990).

El estrés crénico tiene también efectos catabdlicos, ya que los GC, al antagonizar
las acciones de la hormona de crecimiento (STH) y de los esteroides sexuales sobre el
catabolismo del tejido graso (lipdlisis) y anabolismo muscular y éseo (Charmandari y
col., 2005), resultan en disminucion de la masa corporal (6sea y muscular), y supresion

de la actividad osteoblastica.
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La funcidén gastrointestinal se ve afectada porque, a largo plazo, el estrés inhibe la

secrecion de dcido géstrico, a la vez que inhibe la motilidad géstrica, y estimula la

funcién motora a nivel del colon (Tache y col., 1993).

A nivel del sistema inmune, ademds de inhibir la respuesta inflamatoria

(Mastorakos y col., 1999) y la produccién de varias citoquinas (Interleuquinas 1, 6, y

Factor de Necrosis Tumoral-a) (Tait y col., 2008), el estrés crénico disminuye la

maduracion, seleccion y proliferacion de linfocitos (Griffin, 1989), y suprime la

produccion de anticuerpos (Ottaviani and Franceschi, 1996; Maule and VanderKooi,

1999), comprometiendo la resistencia general a las enfermedades (Dhabhar y Mcewen,

1997).

Tabla 1.- Respuestas fisioldgicas y comportamentales durante estrés agudo y crénico.
Modificado de Dickens y col. (2010).

Fisiologia - Comportamiento Estrés Agudo Estrés Cronico
Inmunosupresiéon
Eje HPA o .
o Movilizacién de energia Aumento de requerimientos
Glucocorticoides o B .
Inhibicién reproduccion energéticos
Supresion reproductiva
Catecolaminas Respuesta atenuada de lucha o

Sistema Cardiovascular

Respuesta “luchar-huir”

Movilizacién de energia

huida

Desregulacion de metabolismo

Sistema inmunoldgico

Movilizacidn de sistema

Inmune

Inmunosupresiéon

Reacciones autoinmunes

Estrategia

de reaccion comportamental

Huir o “freezing”

Aumento de vigilancia

Ansiedad
Busqueda de refugio para
reducir exposicion a estimulos

estresores

Por su parte, los GC también afectan la reproduccidn, inhibiendo la secreciéon de

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormonas foliculo estimulante (FSH) y

luteinizante (LH); y hacen que los tejidos diana sean menos sensibles a las hormonas
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sexuales (MacAdams y col.,, 1986; Rivier y col.,, 1986). También inducen
hipogonadismo y reduccién de las concentraciones de esteroides sexuales en sangre

(Charmandari y col., 2005).
Estudio de Estrés en fauna silvestre

Los niveles de estrés individual se pueden medir aplicando diferentes
metodologias. Entre ellas se pueden mencionar a las mediciones de proteinas de choque
térmico (HSP, del inglés Heat Shock Proteins) (Arriero y col., 2008), a la evaluacion del
indice resultante entre los recuentos de Neutréfilos:Linfocitos en la sangre del animal
(Stull y Rodiek, 2000), al andlisis de niveles de GC o sus metabolitos en sangre, saliva,
orina, heces y estructuras tegumentarias (pelo y plumas), y a las observaciones

comportamentales de los individuos (Arzamendia y col., 2010; Taraborelli y col., 2011).

Con pocas excepciones, el estudio del estrés afecta los valores de las variables que
estdn siendo estudiadas y se puede arribar a una interpretacion errénea de los resultados.
De acuerdo a esto, hay una fuerte tendencia a reducir el alcance del contacto y la
invasividad del estudio (Cook y col., 2000), por lo que las técnicas menos invasivas
como las observaciones comportamentales, y las determinaciones de GC en heces y
tejidos tegumentarios son las preferidas de los estudios de estrés en poblaciones

silvestres.
Analisis de glucocorticoides fecales

Varios estudios han evaluado los niveles de metabolitos de cortisol fecal de
animales domésticos utilizando radio-inmuno-ensayo (RIA, por sus siglas en inglés)
(Taylor, 1970). Una de las principales razones para aplicar esta metodologia, es que al
evaluar la concentraciéon de metabolitos de GC en heces, se puede inferir el impacto de
determinados estresores sobre los niveles plasmaticos de GC sin necesidad de capturar o
manipular a los animales. Sin embargo, hay que tener en cuenta las diferencias en los
niveles plasmdticos de GC entre especies (revisado en Palme, 2005), como ser ritmos
diarios, variaciones estacionales, efectos de clima, sensibilizaciéon y habituacién
(Millspaugh y Washburn, 2004; Touma y Palme, 2005; Goymann, 2005; Wasser y
Hunt, 2005). A su vez, también hay diferencias individuales en las concentraciones

plasméticas de GC, y se han reportado también variaciones entre sexo, edad, y entre las
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distintas etapas de desarrollo en la historia natural de una especie (como muda o estatus

reproductivo) (Wada, 2008; Stoewe y col., 2013).

La relevancia bioldgica de las mediciones de metabolitos de cortisol en heces, esto
es, que los cambios en la concentraciéon de metabolitos de cortisol en materia fecal son
paralelos a los niveles de cortisol en sangre, fue demostrada en rumiantes, a través de
estimulacién con ACTH exdégena (Miller y col., 1991; Mostl y col., 2002; Palme, 2005),
o supresion de la liberacion de cortisol con inyecciones de dexametasona (Palme y col.,
1999). Este método demostrd su utilidad para evaluar la actividad adrenocortical de
rumiantes domésticos como caprinos, bovinos y ovinos (Palme y col., 1999; Mostl y
col., 2002; Pesenhofer y col., 2006; Lexen y col., 2008; Kleinsasser y col., 2010;
Rouha-Muelleder y col., 2010), y rumiantes silvestres, como por ejemplo en muflén

canadiense (Ovis canadensis; Miller y col., 1991).

El efecto de mezclado por movimientos peristélticos y el tiempo de retencion en el
intestino hacen que la concentracion de metabolitos de GC fecales refleje la tasa de
produccién de estas hormonas esteroideas, es decir, la secreciéon y eliminacion
acumulada de GC durante varias horas, amortiguando la detecciéon de fluctuaciones
episddicas o patrones de secrecion pulsitil (Touma y Palme, 2005). En este sentido,
Mostl y col. (2002), afirmaron que en rumiantes la concentracion de metabolitos de
cortisol en materia fecal refleja la produccion de cortisol de aproximadamente 12 horas
previas. En consecuencia, las determinaciones de metabolitos de esteroides fecales
representan el estado hormonal del animal de unas horas previas a la eliminacion de las

fecas.

La determinacién de metabolitos de GC en heces ha cobrado gran importancia en
el estudio de estrés en especies silvestres por no ser invasiva. Ha sido aplicada y
validada en un sinnimero de especies. Ejemplos del alcance de su aplicacién son los
trabajos realizados con aves: lechuza moteada del norte (Strix occidentalis caurina;
Wasser y col., 1997) y ganso comuin (Anser anser; Hirschenhausen y col., 2005). Con
roedores se aplicd en Peromyscus maniculatus, y Clethrionomys gapperi (Harper y
Austad, 2000), y en lagomorfos con Lepus americanus (Sheriff y col., 2009). También
se aplico en estudios de carnivoros, con hienas (Crocuta crocuta; Goymann, 1999), y

con lobos (Canis lupus; Sands y Creel, 2004). Y entre los trabajos que la utilizaron con
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especies de artiod4ctilos, en wapiti (Cervus canadensis; Millspaugh y col., 2001), ciervo
de cola blanca (Odocoileus virginianus; Millspaugh y col. 2002), corzo (Capreolus
capreolus; Dehnhard y col., 2001), renos y caribuies (Rangifer tarandus; Ashley y col.
2011), ciervo colorado (Cervus elaphus; Huber y col. 2003), y gamo europeo (Dama

dama; Konjevic y col., 2011).

Estado inmunitario en poblaciones silvestres

Una de las defensas mds eficientes desarrolladas por los vertebrados para resistir
los efectos de los pardsitos es su sistema inmunolégico (Moller y col., 1998). La
evaluaciéon de la funcién de este sistema ha cobrado gran importancia en la
investigacion de poblaciones de animales silvestres (Matson y col., 2005), pero los tipos
de ensayos que se pueden emplear son restringidos debido al estrés resultante de captura
y manejo, y a la falta de certeza de recaptura (Matson y col., 2005). Al respecto,
Boughton y col. (2011) enfatiza que la medicién de un tnico pardmetro de inmunidad
no refleja la complejidad de la funcién inmune, por lo que recomienda considerar a los
ensayos como indicadores de un determinado componente de la complejidad

inmunoldgica, y no como un indice de inmunocompetencia general.

Anticuerpos Naturales

Una fraccion de las defensas inmunoldgicas de los organismos es innata, y provee
proteccidn inespecifica inicial contra patégenos invasores (Schmid-Hempel y Ebert,
2003). Entre estas defensas innatas se encuentran los anticuerpos naturales (AN) y el
sistema del complemento. Los AN son tunicos entre las inmunoglobulinas porque su
presencia no depende de exposicion previa con un antigeno en particular (Matson y col.,
2005), y porque su respuesta es menos dependiente del estatus nutricional del animal y
de sus niveles de estrés (Deerenberg y col., 1997) que la respuesta producida por los

anticuerpos adquiridos.

A nivel molecular, la gran mayoria de AN son inmunoglobulinas M (IgM), pero
también se han reportado algunas formas de IgG e IgA (Avrameas, 1991). Entre las
funciones propuestas para los AN se incluyen el control directo de virus y bacterias a
los que no se habia expuesto el organismo, el aumento de la presentacion de antigenos,

y el desencadenamiento de las respuestas especificas de linfocitos B y T (Boes, 2000).
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En mamiferos, la principal fuente de AN son los linfocitos B-1 peritoneales, y del tejido
linfoide intestinal, por lo que se ha propuesto que los AN podrian ser importantes en la
eliminacién de organismos que atraviesen la barrera del epitelio intestinal (Reid y col.,

1997).

Parasitismo y sus efectos a nivel del hospedador individual

El parasitismo es una de las formas de vida mds frecuente entre los organismos
vivientes (Hudson y col., 2002). Se ha registrado la presencia de pardsitos en la gran

mayoria de animales silvestres (Wobeser, 2013).

Es muy dificil determinar la importancia que tienen las infecciones parasitarias en
fauna. Los animales silvestres se examinan frecuentemente de manera oportunista, por
ejemplo, cetidceos y focas examinados son los que quedan abandonados o capturados
accidentalmente en redes de pesca (Stroud, 1978; Cerioni y Mariniello, 1996), o las
carcasas frescas que se pueden examinar son las de animales provistos por cazadores
(Kuzmina y col., 2010) o encontradas en las rutas por accidentes de trdnsito. Los
animales encontrados por muestreos que no se realizan al azar pueden acarrear cargas
atipicas, por lo que tales relevamientos deberian ser usados solamente como un reflejo
parcial de la ocurrencia de parasitismo o enfermedad en la poblacion general. De la
misma manera, es muy dificil atribuir con certeza la muerte de animales examinados a
los pardsitos presentes en sus tractos gastrointestinales, ya que el impacto de la
enfermedad parasitaria en el hospedador individual puede depender también de otros

factores, tales como heridas o una condicién corporal pobre (Tompkins y Begon, 1999).

Entre los efectos mds importantes de la patogénesis de parasitosis
gastrointestinales (GI) se encuentran la reduccién de ingesta alimenticia del hospedador
y un incremento en las pérdidas de proteina endégena (Coop y Kyriazakis, 2001),
aunque también pueden causar pérdida de sangre en bovinos y ovinos (Le Jambre, 1995;
Fox, 1997) o alterar los metabolismos mineral y energético (Van Houtert y Sykes,
1996). El estudio del efecto de nematodes y protozoos en la digestién y absorcion de los
nutrientes de los rumiantes ha tenido resultados contradictorios. Hoste (2001) concluy6
que la presencia de pardsitos en el intestino conduce a una deficiencia local en la
absorcion de los nutrientes por los multiples cambios estructurales y funcionales

inducidos en el sitio de infeccidn, pero las respuestas adaptativas del intestino resultan
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en absorcion compensatoria de un rango de nutrientes en dreas intestinales libres de
pardsitos. El consenso general es que el impacto que tienen las infecciones parasitarias
en estas funciones digestivas es menor. El principal efecto de los parasitos GI a nivel
nutricional se da en el metabolismo proteico. Los parasitos inducen un incremento en la
pérdida de proteina enddgena al lumen intestinal (Poppi y col., 1986; Bown y Sykes,
1991). Como consecuencia, se produce un incremento en el requerimiento de proteina
metabolizable desencadenando la redistribucién proteica fuera del circuito de las
funciones somdticas como crecimiento muscular, 6seo y de lana, para poder satisfacer
funciones reparadoras del tracto GI, secreciéon de mucus y/o reemplazo de plasma y
sangre (Symons y Jones, 1975; Jones y Symons, 1982; MacRae, 1993). Es por esto que
los animales con niveles subclinicos de infeccion crecen mds lentamente, y los adultos

tienen disminuciones en la productividad y fertilidad (Sykes, 1978).

La parasitosis clinica (o sus signos aparentes) no es la Unica consecuencia
significativa de infeccion parasitaria. Las cargas parasitarias bajas, sin signos clinicos
aparentes, pueden reducir la condicién general, por si mismas o en combinacién con
factores ecolodgicos y fisiologicos. La mayor informacion acerca de los efectos
subclinicos de infecciones parasitarias proviene de estudios de rumiantes domésticos,
cuyas pérdidas por parasitismo son de importancia econdémica considerable (Corwin,

1997).

Los efectos negativos de parasitismo GI son potenciados en individuos mal
nutridos (Van Houtert y Sykes, 1996; Wallace y col., 1998; Coop y Kyriazakis, 2001).
Los animales silvestres se encuentran habitualmente en situaciones de restriccion
nutricional, sobre todo en ambientes de baja productividad vegetal, durante las que estdn
expuestos a mayor riesgo de enfermedad. Esta condiciéon hace que los ungulados
silvestres sean susceptibles a cargas parasitarias que en ganado doméstico, alimentado

de forma adecuada, puedan ser consideradas insignificantes (Halvorsen y col., 1999).

La co-infeccién de varios tipos de pardsitos es ubicua en animales silvestres. En la
literatura frecuentemente se hace referencia a estas cargas parasitarias como normales,
interpretando que los pardsitos a este nivel tienen escaso o nulo impacto en el animal.
Sin embargo, se desconoce el efecto real de estos pardsitos sobre el hospedador. Aunque

la mayoria de los agentes infecciosos no resultan en enfermedad obvia, el hospedador
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debe pagar un precio por albergar pardsitos que viven, crecen y se reproducen a sus
expensas (Yuill, 1987). En ganado doméstico, este precio puede ser determinado en
términos de disminucion en la eficiencia de produccion (Corwin, 1997). A pesar de esto,
el verdadero alcance del costo se desconoce frecuentemente hasta que se elimina el
pardsito o enfermedad. Este tipo de evaluacién no es posible en animales silvestres, pero
observaciones de animales en semi-cautiverio, de la misma especie o especies
emparentadas, tales como planteles de producciéon o cotos de caza, proveen alguna
inferencia del costo del parasitismo. Por ejemplo, von Szokolay y Rehbinder (1984)
reportaron un incremento de 20% en la tasa de crecimiento de gamos (Dama dama)
luego que pardsitos gastrointestinales de la especie mds frecuente fueran controlados
parcialmente con el uso de antihelminticos. Ademads, el tratamiento con antihelminticos
incrementd aproximadamente un 100% la ganancia de peso corporal de cervatillos y
favoreci6 el crecimiento de la cornamenta en machos de corzos silvestres (Capreolus

capreolus) (Diiwel, 1987).

Parasitismo y sus efectos en la poblacion de hospedadores

Medir el impacto de una enfermedad parasitaria a nivel poblacional a campo, sin
intervenir experimentalmente es una meta dificil de realizar, ya que uno de los
fendmenos sobresalientes en la distribucion parasitaria es que ésta se encuentra de
forma agregada en sus hospedadores, al menos en distribuciones de macroparasitos
(Shaw y Dobson, 1995; Shaw y col., 1998). Esto significa que la mayoria de los
hospedadores albergan cargas parasitarias muy bajas o nulas, y unos pocos
hospedadores tienen cargas muy altas. Existe evidencia de que los macroparésitos
pueden regular el nimero de hospedadores a nivel poblacional directamente (Hudson y
Dobson, 1995). Sin embargo, esta regulaciéon sélo ha sido demostrada en situaciones
experimentales, donde la remocién de un factor regulador resulta en un cambio en la
poblacién en equilibrio, y su reintroduccion reestablece el equilibrio al nivel inicial
(Sinclair, 1989). Asi, Dobson y Hudson (1992), en un sistema de grullas rojas (Lagopus
lagopus scoticus) y cargas de Trichostrongylus tenuis, demostraron que la intensidad de
infeccion parasitaria causa ciclos poblacionales en grullas del norte de Inglaterra.
Murray y col. (1997), en un trabajo similar pero con aplicacién de antiparasitarios en
liebre americana (Lepus americanus), demostraron que el parasitismo subletal puede

afectar la tasa de mortandad de los hospedadores por incremento en el riesgo de
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predacion. A su vez, Newey y col. (2004), aplicando el mismo tratamiento a liebres de
montafia (Lepus timidus), demostraron que los pardsitos disminuyen la condicién
corporal de los hospedadores y que podrian afectar la fecundidad de las hembras. Otro
modo de regulacién poblacional es por medio de inmunosupresién, por un efecto
retardado dependiente de la densidad, evidenciado en un sistema de ovejas Soay (Ovis
aries L.) y cargas parasitarias del nematode Teladorsagia circumcincta (Gulland y Fox,
1992), cuyas cargas contribuyen en gran escala con la mortandad de hospedadores
desnutridos, exacerbando los efectos de la escasez alimentaria. Independientemente del
mecanismo regulador interviniente, el impacto de los pardsitos en la poblaciéon de sus
hospedadores parece depender del contexto (Brown y col., 2003; Eberhardt y col.,
2013).

Entre los factores que afectan la intensidad parasitaria, los mds frecuentemente
estudiados son los relacionados con variables del hospedador, como sexo (Grossman,
1985; Alexander y Stimson, 1988; Folstad y Karter, 1992), edad (Bundy y col., 1985;
Pacala y Dobson, 1988; Sol y col., 2002), condicién corporal (Alzaga y col., 2008),
tamafo de grupo social (C6té y Poulin, 1995; Altizer y col., 2003; Snaith y col., 2008);

y con variables ambientales como estacion y clima (Cattadory y col., 2005).

Los estudios que abordan el impacto de los niveles de estrés en las intensidades
parasitarias de animales son escasos en la literatura actual (Fleming, 1997). En estudios
con corderos de oveja doméstica (Ovis aries), Fleming (1997) evidencié que individuos
parasitados tenian mayores niveles de cortisol. A su vez, lagartijas Sceloporus
occidentalis parasitadas con Plasmodium mexicanum tuvieron mayores niveles de
cortisol como respuesta al estrés de captura que aquellas no infectadas (Dunlap y Schall,
1995). Sin embargo, Goldstein y col. (2005) no encontraron asociaciones entre niveles
de metabolitos de glucocortcoides fecales y carga de larvas de pardsitos pulmonares en
materia fecal de muflon canadiense (Ovis canadensis canadensis). Recientemente,
Eberhardt y col. (2013) evaluaron el efecto neto de dos tipos de estrés cronico (fisico y
nutricional) sobre interacciones hospedador-pardsito en carpinchos (Hydrochoerus
hydrochaeris), y evidenciaron que el estrés caus6 mayores intensidades de infeccion de

coccidios GI, pero condujo a su vez a menores cargas de nematodes GI.
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Guanaco (Lama guanicoe)
Clasificacion taxonomica

Los camélidos sudamericanos (CS) comprenden cuatro especies de mamiferos que
pertenecen al orden Artiodactyla, suborden Tylopoda, familia Camelidae y tribu
Lamini. El guanaco (Lama guanicoe Miiller 1776) y la vicufia (Vicugna vicugna Molina
1782) son las dos dnicas especies silvestres de este grupo, y la llama (Lama glama
Linnaeus, 1758) y alpaca (Lama pacos Linneaus 1758) son especies que surgieron por
domesticaciéon del guanaco y la vicufia, respectivamente, por parte de culturas

preincaicas (Wheeler, 1995).

La familia Camelidae incluye dos tribus: Lamini, que comprende a los CS; y
Camelini, que estd representada por los camélidos del viejo mundo. Ambas tribus tienen
como ancestro comun a la especie Protylopus petersoni, que habité en América del
Norte aproximadamente 45 millones de anos antes del presente (Stanley y col., 1994).
El género Pliauchenia, primer representante de la tribu Lamini, se originé hace
aproximadamente 9 a 11 millones de afios (Harrison, 1985), también en América del
Norte. Pliauchenia dio origen a Hemiauchenia, el primer género de CS que habit6 en
Sudamérica, y se distribuia por las planicies del este de la cordillera de los Andes hace
aproximadamente 3 millones de afos (Lopez Aranguren, 1930; Harrison, 1985). Hacia
la mitad del Pleistoceno, 2 millones de afos antes del presente, a partir de
Hemiauchenia evolucionaron los actuales géneros Lama y Vicugna, mds adaptados a los

ambientes montafiosos de los Andes (Fowler y col., 2010).

La tribu Camelini migré6 de América del Norte a Asia en uno de los periodos
glaciales tempranos del Pleistoceno, cuando el nivel del mar descendid hasta exponer
una masa de tierra que unia ambos continentes. Esta tribu se extinguié en América del
Norte y continud su proceso evolutivo en Asia, desde donde extendié su distribucion
hacia Europa oriental y el norte de Africa. Los camélidos actuales pertenecientes a esta
tribu son el camello bactriano doméstico (Camelus bactrianus), el camello bactriano
silvestre de Mongolia (Camelus bactrianus ferus), y el dromedario (Camelus

dromedarius).

30



Distribucion poblacional y estatus de conservacion de la especie

La poblacién original de guanacos, presentes durante el periodo prehispdnico, fue
estimada entre 30-50 millones de animales (Raedeke 1979); abundancia que fue
disminuyendo dristicamente durante la colonizacién hasta la actualidad. A fines del
siglo XIX, la poblacién de guanacos descendia a 10 millones de individuos (Cabrera y
Yepes, 1940; Torres, 1985) y para la década de 1980 no superaba los 600.000 animales
para todo el Cono Sur (menos del 15% de la abundancia original), con el 96% del total
de la poblacion concentrada en Argentina (Franklin, 1982; Torres, 1985),

principalmente en la region Patagénica (Figura 2).

Actualmente, el guanaco tiene su distribuciéon mds amplia en Argentina y Chile, y
cuenta con poblaciones relictuales en Perd (Wheeler, 2006; Véliz y Hoces, 2007),
Bolivia (Cuéllar y Fuentes, 2000) y Paraguay (Villalba, 2004), mientras que en Ecuador
se lo considera extinto (Cunazza y col., 1995). Esta distribucién se encuentra
fragmentada en poblaciones relativamente aisladas, y concentradas mayormente en
areas protegidas y estancias privadas (Franklin y col., 1997; Baldi y col., 2010). Si bien
en Argentina es el herbivoro nativo dominante de la Estepa Patagonica (Franklin, 1982;
Cunazza y col., 1995) ocupa sélo el 40% de su distribucion original, mientras que en
Chile mantiene sélo el 25% de la distribucién original (Cunazza y col., 1995) (Figura

2).

El Primer Censo Nacional de Camélidos Silvestres al Norte del Rio Colorado
(Argentina) realizado en 2006 (Baigin y col., 2008), reporté una abundancia total de
entre 30.000 y 36.000 animales para las provincias de Jujuy, Salta, Catamarca, La Rioja,
San Juan, Mendoza y San Luis. Las poblaciones mds abundantes de todo el pais se
presentan en la region Patagénica (Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz, Tierra del
Fuego y el Sur de Mendoza), con densidades que pueden superar los 30 guanacos/kmz.
Existen poblaciones con densidades bajas (<5 guanacos/km?) o muy bajas (<2
guanacos/km?) en algunos ambientes de Chubut, Rio Negro, Neuquén, San Juan, La
Rioja y Catamarca, con alto grado de fragmentacién entre ellas (Baldi y col., 2001,
2010; Puig y col., 1997, 2003; Acebes y col., 2010). Para el resto del territorio argentino
las densidades estin por debajo de 1 guanaco/km? con poblaciones altamente

fragmentadas, con algunas poblaciones relictuales en el norte de Mendoza, La Pampa,
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Cérdoba y Provincia de Buenos Aires (Dalmasso y col., 1999; Sosa y Sarasola, 2005;
Baigin y col., 2008; Puig y Videla, 2007).

La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) en su
ultima categorizacion, del afio 2008, estimé un tamafio poblacional de entre 466.000 y
520.000 guanacos para Argentina (Baldi y col.,, 2008), ubicando su estatus de
conservacion en la categoria de Preocupacion Menor (Baldi y col., 2008), debido a su
amplia distribucién, gran tamafo poblacional y a su presencia en numerosas areas
protegidas. En la edicién del ano 2000 del libro Rojo de Mamiferos amenazados de la
Argentina, el estatus de conservacion de Lama guanicoe fue categorizado como
Potencialmente Vulnerable por la gran variaciéon en las situaciones de las poblaciones
(de Preocupaciéon Menor en las poblaciones australes a Vulnerables en las poblaciones
septentrionales) (Diaz y Ojeda, 2000); y segin Baldi y col. (2008), es probable que el
guanaco se extinga a nivel nacional en tres de los cinco paises (Bolivia, Perd y
Paraguay) que conforman su drea de distribucion histdrica. Sin embargo, en la edicién
del ano 2012 del Libro Rojo de Mamiferos de Argentina fue clasificado como
Preocupacion Menor (Ojeda y col., 2012). A su vez, el guanaco estd incluido en el
Apéndice II de la Convencidn Internacional sobre el Trafico de Especies Amenazadas
de Fauna y Flora (CITES), que sélo permite su aprovechamiento con restricciones y
regulaciones. En Argentina el uso de la especie ha sido regulado desde la elaboracion
del Plan Nacional de Manejo del Guanaco, cuyo objetivo fue coordinar las acciones de
regulacion que aseguren la conservacidn del guanaco en toda su drea de distribucion
para que la especie siga cumpliendo su rol biol6gico, econémico y cultural (Baldi y col.,

2006).
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Distribucién del guanaco

l:l Historics

Actual

Figura 2.- Distribucion histérica y actual del guanaco (L. guanicoe) en Sudamérica
(modificado de Franklin y col., 1997).

Ecologia, anatomia digestiva y comportamiento (breve descripcion)

Lama guanicoe (Figura 3) es una especie que tiene una gran plasticidad ecoldgica,
por lo que puede vivir en una amplia variedad de ambientes, desde el nivel del mar
hasta 5.000 metros de altitud, adaptindose a ecorregiones muy diferentes (Puna,
Prepuna, Altoandina, Monte, Patagonia, Chaco, Espinal, Pampa), con caracteristicas
topograficas (mesetas, valles, llanuras, vegas, laderas), fisondmicas (estepas, pastizales,
arbustales, bosques) y climdticas contrastantes (Gonzdlez y col., 2006; Vila, 2012). El
guanaco se caracteriza por ser generalista en sus hébitos alimenticios, de selectividad
intermedia, pudiendo alternar el comportamiento de forrajeo entre pastoreo y ramoneo,
segiin la disponibilidad de alimento (Puig y col.,, 2001; Baldi y col., 2004). Son
bebedores ocasionales, y por lo tanto no tan dependientes de cuerpos de agua dulce para

su distribucidn, especialmente en la temporada seca (Vil4, 2012).

La digestion de los guanacos se produce por medio de un gran compartimiento de
fermentacion, y con regurgitacion y remasticado del bolo alimenticio; al igual que se
produce en los rumiantes (Orden Artiodactyla, Suborden Ruminantia), de los que el
Suborden Tylopoda se separé evolutivamente hace 40 millones de afios (Fowler y col.,

2011). Es por esta divergencia evolutiva que los 3 compartimientos estomacales de los
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camélidos (C1, C2, y C3) no son morfolégicamente andlogos con los 4 compartimientos
de Ruminantia (rdmen, reticulo, omaso, y abomaso). Entre las principales diferencias se
puede mencionar que Cl y C2 de los CS no tienen papilas, y que existen dreas
glandulares en C1, C2, y C3; lo que les permite realizar una digestion de vegetales

fibrosos maés eficiente que la de especies de Ruminantia (Vallenas y col., 1971).

La organizacion social de Lama guanicoe, que varia a lo largo del afio, tanto en el
tamafio de los grupos como en su composicion, especialmente en poblaciones
migratorias, se caracteriza por la formacion de grupos familiares poliginicos (un macho
reproductivo territorial con sus hembras y crias del ano), grupos de machos solteros
(reproductivos sin territorio y no reproductivos) e individuos solitarios (en general
machos sexualmente maduros con o sin territorios, sin hembras) (Franklin, 1982; Puig y

Videla, 1995).

Las poblaciones de guanacos de areas de buena calidad forrajera y de clima
estable tienen tendencia al sedentarismo (Raedeke, 1979; Franklin, 1983), mientras que
en zonas de inestabilidad climdtica, nevadas y baja calidad de recursos alimenticios
pueden formar grandes grupos mixtos, conformados por individuos de grupos
familiares, grupos de machos solteros e individuos solitarios, y migrar a zonas mds

favorables (Franklin, 1983; Ortega y Franklin, 1995; Bank, 1998) (Figura 3).

El sistema de apareamiento ha sido descripto como poliginia de defensa de
recursos, donde los machos adultos defienden activamente territorios de alta calidad
forrajera y refugio, incluidas las vias de escape (Franklin, 1983; Puig y Videla 1995;
Young y Franklin, 2004).

Los grupos familiares se forman tipicamente durante la época de apareamientos y
pariciones (verano). En poblaciones migratorias, al inicio del otofio y hasta la siguiente
temporada reproductiva, los grupos familiares se disuelven y forman grupos mixtos con

otros tipos de grupos sociales (Puig y Videla, 1995).

La temporada de pariciones, apareamientos e inicio de la lactancia varia segin la
latitud, pero las condiciones ambientales determinan que ocurra entre fines de primavera
y verano, coincidiendo con la época de mdxima productividad de la vegetacién y

mayores temperaturas (Raedeke, 1979; Garay y col., 1995; Vila, 2012).
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En estado silvestre, los guanacos pueden llegar a vivir mas de 25 afios y los
adultos pueden alcanzar un peso de 120-130 kg, aunque la mayoria raramente supera los

100 kg (de Lamo, 2011).

Las hembras pueden reproducirse a partir de los dos afios de edad, y al igual que
todos los camélidos, tienen ovulacion inducida por la cépula. Las crias nacen luego de
350 dias de gestacion promedio, y a las pocas semanas, las hembras vuelven a estar
receptivas (Sarno y Franklin, 1999a). Los chulengos (crias menores a un afio)
permanecen con la madre durante el siguiente afio hasta que son expulsados por el
macho del grupo familiar, probablemente para evitar competencia por alimento con las
nuevas crias por nacer (Sarno y col., 2003); aunque también se pueden encontrar
hembras con chulengos recién nacidos y afiales (individuos que tienen entre 1 y 2 afios)

que aun no han sido expulsados del grupo familiar.

Figura 3.- Grupo mixto de guanacos en sector NE de La Payunia.

Analisis de Glucocorticoides en Camélidos Sudamericanos

Los primeros trabajos que utilizaron mediciones de cortisol en sangre de CS como
respuesta a estrés fueron los de Anderson (1999) y Bravo (2001), en los que se midi6 el
impacto de transporte y destete en Vicugna pacos. Rios y col. (2003) evaluaron los
niveles de cortisol en suero para inferir el efecto del destete, y Zapata y col. (2004)
investigaron los cambios en las concentraciones de cortisol sérico luego del transporte
en guanacos en cautiverio. En cuanto a guanacos silvestres, Carmanchahi y col. (2011)
midieron el efecto de captura y esquila a través de cortisol sanguineo, validando la
aplicacion de la técnica para uso en esta especie; y Taraborelli y col. (2011)
correlacionaron las respuestas comportamentales de los guanacos con los niveles de
cortisol sérico en el mismo tipo de manejo. A su vez, Ovejero y col. (2013) compararon

los niveles de cortisol y corticosterona séricos en respuesta a captura y esquila de
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guanacos silvestres de la reserva La Payunia y determinaron que el cortisol es el

glucocorticoide que responde en mayor magnitud ante este tipo de estresores.

En vicuiias silvestres (Vicugna vicugna), Bonacic y Macdonald (2003) y Bonacic
y col. (2006) midieron el impacto fisiolégico de captura y esquila en Chile, y
Arzamendia y col. (2010) compararon la respuesta comportamental y fisioldgica
(niveles de cortisol plasmdtico) que desencadenaron diferentes tipos de arreo para

captura y esquila en el norte de Argentina.

La variacién estacional de metabolitos fecales de cortisol ha sido evaluada en
machos y hembras silvestres de L. guanicoe (Ovejero, 2013) por medio de RIA. A su
vez, Arias y col. (2013) realizaron la validaciéon fisiolégica de una técnica
inmunoenzimdtica para monitorear estrés midiendo los niveles de metabolitos de

cortisol en heces de llama (Lama glama), alpaca (Vicugna pacos) y vicufia silvestre.
Conocimiento del estado inmunitario de Camélidos Sudamericanos

Existen en la literatura algunos trabajos que han reportado los perfiles
leucocitarios analizados en guanacos en cautiverio (Rios y col., 2003; Zapata y col.,
200; Zapata y col., 2004; Fowler y Zinkl, 1989; Fowler, 2011), y sélo uno que los

estudié guanacos silvestres (Karesh y col., 1998).

Con respecto a la inmunidad conferida por anticuerpos en CS silvestres, los
estudios realizados han sido dirigidos a medir, con diversas técnicas, los niveles de
inmunoglobulinas especificas para Rotavirus (RV), virus de Parainfluenza Bovina 3
(BPIV-3), Herpesvirus Bovino 1 (BHV-1), virus de Diarrea Viral Bovina (BVDV-1),
Aftosa (FMDV), virus de la enfermedad de Lengua Azul (BTV), Herpesvirus Equino 1
(EHV-1), y virus de Influenza Equina A (EIV), en sangre de vicufias silvestres
(Marcoppido y col., 2010); y los niveles de anticuerpos para el virus causante de la
enfermedad de Lengua Azul, virus de Diarrea Viral Bovina (DVB), Brucelosis, Virus
Respiratorio Sincicial Bovino (BRSV), Herpesvirus Equino 1, Aftosa, Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), Mycobacterium causante de enfermedad de Johne, Leptospira,
virus de Parainfluenza 3, y para el virus de Estomatitis vesicular (VSV) en guanacos
silvestres (Karesh y col., 1998); y para Rotavirus (RV) y Coronavirus bovino (CV)

(Parrefio y col., 2001) en suero de guanacos en cautiverio.
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Con respecto a niveles de AN en CS, el tnico trabajo que existe hasta el momento
es el de Racca y col. (2013), que describe los niveles encontrados en animales
esquilados en La Payunia, que surgieron de los andlisis realizados para esta Tesis (ver

Resultados).
Parasitismo gastrointestinal en Camélidos Sudamericanos silvestres

Una variedad considerable de helmintos parasita a los CS. Varios nematodes
comunes para ovinos o bovinos han sido documentados en camélidos (Fowler, 1989;
Leguia, 1991; Tait y col., 2002; Ballweber, 2009). Ademas, en la literatura se asume
que muchos de los nematodes de rumiantes domésticos también parasitan a CS (Leguia,
1991; Karesh y col., 1998; Tait y col.,, 2002). Sin embargo, también hospedan
nematodes especie-especificos, tales como Trichuris tenuis, Graphinema aucheniae,
Spiculopteragia peruviana, Nematodirus lamae, Camelostrongylus mentulatus y
Lamanema chavezi (Leguia, 1991; Rickard y Bishop, 1991; Beldomenico y col., 2003).
Con respecto a los platelmintos, los CS son hospedadores definitivos de las especies
Moniezia expansa, Moniezia benedeni y Thysaniezia giardi, y del trematode Fasciola
hepatica (Bustinza, 1982; Hurtado, 1985a, b; Guerrero, 1987; Leguia, 1991; Issia et al.,
2009). Los protozoos también forman parte de la comunidad parasitaria de CS. Se han
reportado coccidios del género Eimeria y Sarcocystis en llamas, vicufas, alpacas y
guanacos (Soulsby, 1982; Levine y Ivens, 1970; Gorman y col., 1984; Leguia, 1991;
Beldomenico y col., 2003).

Si bien la bibliografia referente a parasitosis GI en CS es abundante, la mayor
cantidad de informacién aborda el conocimiento de parasitosis GI, su patologia,
estudios experimentales, tratamiento, e impacto en la producciéon de CS domésticos
(llama y alpaca) en su lugar de origen (Becklund, 1963; Guerrero, 1967; Guerrero y
col., 1971; Leguia, 1991; Leguia y Casas, 1997; Cafrune y col., 2001, 2009a, b; Palacios
y col., 2006; Rosadio y col., 2010) o en planteles de produccién de otras partes del
mundo (Kiorpes y col., 1987; Schrey y col., 1991; Foreyt y Lagerquist, 1992; Jarvinen,
1999; Tait y col., 2002; Cebra y col., 2003., 2007; Cebra y Stang, 2008; Jarvinen, 2008;
Ballweber, 2009; Johnson y col., 2009).

La informacién publicada concerniente a pardsitos de los CS silvestres es escasa.

La fauna parasitaria de guanacos fue estudiada por Quiroga y col. (1969), Navone y
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Merino (1989), Beldomenico y col. (2003), Karesh y col. (1998), Castillo y col. (2008),
Issia y col. (2009), y Moreno y col. (2013) en guanacos silvestres; por Correa y col.
(2011) en guanacos en semicautiverio; y por Larrieu (1982), Cafrune y col. (2009a, b)
en guanacos de procedencia no reportada. El estudio de pardsitos de vicuiias silvestres
también cuenta con acotada literatura. Becklund (1963), Beltran-Saavedra y col. (2011)

y Cafrune y col. (2009a, b), son los trabajos de referencia en esta materia.

Si bien el conocimiento acerca de los endoparésitos de CS se ha incrementado en
los dltimos 25 afos, la gran mayoria de los trabajos reportan estudios de parasitosis de
las especies domésticas de camélidos, llama y alpaca; y los que se refieren a los
camélidos silvestres guanaco y vicuiia reportan la presencia de pardsitos analizando su
prevalencia, intensidad, y en algunos casos lesiones encontradas en necropsias. Sin
embargo, ninguno de estos estudios hace un seguimiento longitudinal de las dindmicas

parasitarias en una poblacién del hospedador determinada.

La situacién actual de las poblaciones de Lama guanicoe, especie clave para los
ecosistemas de las zonas dridas de Argentina, que en la actualidad se encuentra
ampliamente fragmentada, que ha sufrido una declinacién poblacional reciente, y que en
un gran porcentaje de su rango de distribucion cohabita con herbivoros domésticos (de
quienes puede recibir pardsitos), hace necesario el desarrollo de investigaciones que
generen conocimiento acerca de las especies que componen la comunidad parasitaria, de
sus dindmicas de intensidad, y de la proporcién de las poblaciones que afectan. Esta
informacién es crucial para comenzar a entender el impacto de los pardsitos,

generalmente subestimado, en las dindmicas de salud de esta especie.
Hipétesis de trabajo:

La abundancia de pardsitos gastrointestinales de guanacos silvestres es modulada
por los diferentes factores intrinsecos de los guanacos (sexo, categoria de edad,
condicién corporal, tipo y tamafio de grupo social al que pertenecen), y extrinsecos

(estacion climdtica, condiciones meteoroldgicas).
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Objetivo General

La meta de esta tesis fue investigar los factores determinantes de las dindmicas de
la comunidad parasitaria de guanacos silvestres (Lama guanicoe) de la Reserva La

Payunia, situada en el centro-oeste de Argentina.

Objetivos especificos:

1. Identificar los pardsitos gastrointestinales que componen la comunidad

parasitaria de guanacos silvestres de la reserva Provincial La Payunia, Mendoza.

2. Investigar asociaciones entre abundancia parasitaria 'y los factores
tradicionalmente considerados como determinantes, extrinsecos (estacidén climatica,
condiciones meteoroldgicas) e intrinsecos (sexo, edad, condicién corporal, tipo

y tamaiio de grupo social) del hospedador.

3. Investigar asociaciones entre carga parasitaria y niveles de metabolitos de

cortisol fecal (como indicador de estrés).

4. Investigar asociaciones entre niveles de anticuerpos naturales de guanacos

esquilados con su carga parasitaria.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El presente estudio se llevé a cabo al sur de la Provincia de Mendoza, en el
departamento de Malargiie, entre los 36° 00" y los 36° 36" de latitud Sur y desde los 68°
34" a los 69° 23" de longitud Oeste. Comprende parte de la Reserva Provincial La
Payunia (categorizada como Reserva natural estricta segin la Comision Mundial de
Areas Protegidas perteneciente a la UICN), y alrededores (Figura 4), y estd ubicada
dentro del area conocida como “La Payunia”, cuyo nombre proviene del grupo
volcdnico Payén. Por sus particularidades geoldgicas, eddficas, climdticas y
fitosocioldgicas, Martinez Carretero (2004) ha propuesto a la regién como una
Provincia Fitogeogréfica propia, separdndola de la descripcion anterior de Cabrera

(1971) como un Distrito dentro de la Provincia Patagonica.

\\ ‘-.\J
I
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Figura 4.- Ubicacion del drea de estudio en la provincia de Mendoza, Argentina.
Comprende los sectores Noreste, Noroeste y alrededores de la Reserva Provincial La
Payunia (adaptado de Schroeder, 2013).
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Geoldgicamente, esta region pertenece a las provincias Sanrafaelino-Pampeana y
la Baséltico Andino-Cuyana (zona volcdnica sur, Bermidez y Delpino, 1990), y fue un
area de intensa actividad volcédnica a partir del Mioceno (Groeber, 1947), con un pico en
el Plioceno-Cuaternario (Llambias y col., 2010). Esta intensa actividad volcénica,
acompafiada por coladas basélticas extensas, con grandes superficies cubiertas por
materiales pirocldsticos y finalmente sepultadas en distinto grado por arenas edlicas,
origina la coexistencia de extensas dreas de vegetacion psamofila y saxicola, a veces en
intrincados mosaicos, cada uno con su propia dindmica. Floristicamente, en el drea
convergen, segun distintos autores, tres provincias fitogeograficas: Patagénica, Monte y
Altoandina. Segin Cabrera (1947) la desaparicion de las especies de Larrea sp. y de
Condalia microphylla y su reemplazo por cojines de Verbendceas, Astericeas y
Apidceas es un indicador del paso de la Provincia del Monte a la Patagénica. El Monte,
constituido por matorrales de Larrea sp., aparece muy empobrecido en los sectores mds
bajos (<1450 msnm) o en los piedemontes locales de volcanes y pricticamente bordea a
la Payunia; mientras que la Altoandina aparece en las cumbres de volcanes y en el
cordéon andino hacia el oeste. En términos generales, prevalecen dos fisonomias
vegetales: los pastizales en los suelos arenosos més profundos, dominados por Panicum
urvilleanum acompafiado por Stipa speciosa, Sporobolus rigens y Poa sp., y los
matorrales tanto en las escorias cubiertas o parcialmente cubiertas por arenas donde
predominan Neosparton aphyllum acompafiado por Stillingia patagdnica,
Maihueniopsis glomerata, Fabiana patagénica, Grindelia chiloensis, Ephedra
ochreata, Hyalis argentea, como las laderas y piedemontes locales de volcanes y cerros,
donde a Neosparton aphyllum lo acompafian Larrea divaricata, Chuquiraga erinacea
var. hystrix y Anarthrophyllum rigidum (Candia y col., 1993; Martinez Carretero, 2004).
Intensos procesos geoldgicos, algunos muy recientes, le han conferido a La Payunia
caracteristicas propias. La glaciacién y el intenso vulcanismo fueron modificando el
relieve, credndose condiciones ecoldgicas particulares que explicarian el importante
nimero de endemismos que le otorgan un elevado interés biogeogrifico y como

probable centro de especiacion (Ruiz Leal 1955, 1972; Roig 1965, 1998).

La influencia desde el suroeste del anticiclon del Pacifico, que penetra en
Argentina en invierno por los 37°S, y la distancia al Atlantico, explican la aridez del sur

de Mendoza y norte de Neuquén, asi como el origen invernal de sus precipitaciones
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(Capitanelli, 1967). La influencia pacifica se manifiesta en los meses invernales, cuando
el Anticiclén Semi-permanente del Pacifico se aproxima al continente y el Anticiclon
Semipermanente del Atlantico se interna en el océano por el este. Se crea asi un centro
de baja presion en el sector oriental de los Andes, al cual pertenece la regién, que
favorece la penetracion de las masas de aire desde el Pacifico a través de los diversos
pasos montanosos y de menores alturas. Como consecuencia ocurren precipitaciones
niveas y pluviales en invierno (meses de mayo a agosto). Las precipitaciones
orogréficas puras y las de frente con efecto orogréfico, justifican las lluvias de verano y
el incremento de las lluvias invernales en el oeste. El sur mendocino y norte de Neuquén
pertenecen a lo que climaticamente Capitanelli (1967) denominé Regién del Anticiclon
del Pacifico con precipitaciones invernales, Subregion de La Payunia con tendencia al
frio y arido. En sintesis la regién posee un clima mediterrdneo atenuado con un
equilibrio entre las precipitaciones invernales y las estivales: mientras al Sur de ella
rigen las primeras, hacia el Este y Norte, predominan las segundas. La precipitacion
media anual es de 198 mm, pero con marcada variabilidad inter-anual, con temperaturas
medias de 6°C y 20°C en invierno y verano, respectivamente (Candia y col., 1993).
Schroeder (2013) analizando los valores del indice EVI (Enhanced Vegetation Index,
Huete y col., 2002) médximo, medio, y el coeficiente de variaciéon para la zona de la
reserva en el periodo 2000-2011, determiné que el periodo de mdxima productividad
vegetal fue entre febrero y marzo, y el de minima productividad vegetal estuvo

comprendido entre agosto y septiembre.

En la Reserva provincial La Payunia el guanaco es el herbivoro dominante. Esta
poblacién es la de mayor tamafio de Cuyo, y las dltimas estimaciones poblacionales
calculan que estd compuesta por 10.000 individuos (Candia y col., 1993; Puig y col.,
2003; Baigun y col., 2008). En esta region, Novaro y col. (2006) estudiaron las dreas de
accion anual de animales marcados con radio-collar y pudieron establecer que la especie
migra estacionalmente. En estudios recientes se pudo demostrar que L. guanicoe
presenta un patrén espacial y estacional de abundancia en el sector Norte de la reserva
(Schroeder, 2013), con una distribucién amplia y un mdximo nimero de individuos en
primavera-verano (aproximadamente 26.000 animales), y un abrupto descenso en la
abundancia en invierno, pudiendo llegar a menos de 4.000 animales por su migracién

poblacional.
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El guanaco ha sido propuesto por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura) como una especie clave para el desarrollo rural
de América Latina (FAO, 1985). El uso de la fibra proveniente de individuos vivos es
en la actualidad la udnica alternativa legalmente aceptada. El uso sustentable de
ejemplares silvestres podria favorecer la conservacion de esta especie (Nugent y col.,
2006). Para realizar este aprovechamiento, un grupo de pobladores lindantes a la
Reserva Provincial La Payunia ha conformado la Cooperativa de Trabajo Payin Matrd
para extraer y utilizar la fibra del guanaco de manera colectiva (Carmanchahi, 2009;

Lichtenstein y Carmanchahi, 2012).
Obtencion de muestras
Muestras fecales obtenidas a campo

Las campaifas de colecta de heces se realizaron en dos periodos de muestreo
diferentes. Durante el primero, entre 2009 y 2010, se muestreé estacionalmente,
realizando 6 campaifias. En el segundo periodo de muestreo, entre 2011 y 2012, se
llevaron a cabo 8 campanas, separadas por 8 semanas entre ellas. El horario de muestreo
varié segun las estaciones, siendo entre las 8:30 y las 21 horas en primavera y verano, y

entre las 9:00 y las 19 horas en otofio e invierno.

Las muestras se colectaron en un drea de aproximadamente 1.200 km?
correspondiente a la zona norte de la reserva y alrededores, donde existe un gradiente de
intensidad de uso ganadero (desde zonas con fuerte presencia de ganado bovino, ovino y
caprino, a zonas con ausencia de la actividad) y donde ademads se encuentra la mayor
cantidad de caminos y huellas (Schroeder, 2013) (Figura 4). Las colectas se hicieron
recorriendo siempre las mismas transectas, 7 en el sector noreste (NE) y 7 en el sector
noroeste (NO), de la reserva (Figura 4). Ambos sectores, NE y NO, se muestrearon con
la misma intensidad de muestreo, obteniendo tamafios muestrales equivalentes en cada
campafia. Las transectas tuvieron 10 km de largo (en promedio), separadas por 1 km; y
se transitaban en camioneta, a una velocidad maxima de 30 km por hora. La menor
distancia entre las transectas de los sectores NE y NO fue de aproximadamente 20 km, y
la méxima de aproximadamente 70 km. Mientras se recorrian las transectas los
guanacos eran observados a ojo desnudo por 2-3 observadores, cuando se detectaba a un
animal defecando o adoptando una postura de defecacion se detenia la marcha y se lo
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observaba con binoculares 10x50 y/o telescopio 15-60 x 60, tomando puntos de
referencia para la ubicacion de las fecas; y registrando, siempre que la ubicacién de los
animales lo permitia, la categoria de edad (chulengo, afial, juvenil, adulto), sexo, tipo de
grupo social al que pertenecia (solitario, grupo familiar, grupo de solteros, grupo de
hembras, grupo mixto), y tamafio de grupo. El sitio de la toma de muestra fue
georreferenciado. Se colectaron muestras de cada animal que se observaba en estas
condiciones, con un maximo de 5 bosteos por sitio y campaifia de muestreo para no tener
sitios con mayor representacion que otros. Una vez colectada cada muestra, la materia
fecal se alicuot6 en fracciones para las diferentes técnicas diagndsticas, y se conservo
refrigerada a 4°C. Las distintas alicuotas comprendieron: 0,5-1 g para migraciéon de
larvas de pardsitos pulmonares, 5-10 g para determinacion de metabolitos de cortisol
fecal (MCF), y 10-20 g para los estudios parasitolégicos (diagndstico y conteo de
formas evolutivas de pardsitos gastrointestinales, cultivo de larvas, esporulaciéon de

ooquistes de coccidios).
Muestras obtenidas en esquilas

Durante el mes de octubre de 2009 y 2010, la Cooperativa de Trabajo Paytn
Matrd, conformada por pobladores rurales lindantes con la Reserva La Payunia realizé

actividades de arreo, esquila y liberacion de una parte de esta poblacién de guanacos.

Para realizar las actividades de manejo los guanacos fueron arreados a caballo
hacia un corral trampa, que consistié en dos brazos convergentes que formaban un
embudo con una apertura distal de 1500 m de ancho (Carmanchahi y col., 2011), y
puertas corredizas (de tela media-sombra y red de nylon de pesca que corrian por guias
de alambre) en los puntos en que habian 300 m y 50 m de separacion entre ambos
brazos. El embudo conducia hacia una serie de corrales de pre-encierre, separados por
puertas de madera, con superficies decrecientes por corral: corral 1 de 150 m* (3 m x 50
m), corral 2 de 60 m* (3 m x 20 m), y corral 3 de 30 m? (3 x10 m). El corral 3 conducia
a un corral de encierre de paredes de madera, donde 2 o 3 personas capturaban a mano a
cada guanaco. Una vez capturado el animal, se le colocé rdpidamente una capucha
oscura, y se le sujetaron los miembros a una barra extensible que se fijaba a una camilla
con ruedas para desplazarlo hasta el sector de esquila y al de procedimientos

veterinarios. Luego de ser esquilados con una maquina eléctrica para esquilar ovejas, los
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guanacos se trasladaron al sector del examen clinico veterinario donde se registraba
informacioén concerniente a: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura
rectal, estado de condicion corporal (palpaciéon manual sobre columna vertebral sobre el
sector lumbar, condicién 1=regular, 2=buena, y 3=muy buena), medidas morfométricas,
sexo, edad (por desarrollo de denticidn, categorias: afial, juvenil, adulto; Puig y Monje,
1983). En este sector se aprovechd para colectar muestras de sangre para obtener suero

y plasma, también se extrajo materia fecal del recto.

Antes de liberar a los animales se los identificd con collares de diferentes colores
para ambos sexos y caravana numerada, visible con binoculares a una distancia de 500

metros.

Obtencion de suero, plasma, y materia fecal durante esquilas

Para obtener este material en las esquilas se procedié a muestrear a los primeros
animales que se iban capturando por cada dia de esquila. De cada animal se colectaron
10 ml de sangre con anticoagulante (heparina) y 10 ml sin anticoagulante, por puncién
de vena femoral con agujas 18G acopladas a jeringas estériles de 10 ml. La sangre se
centrifugd en el campo, durante 15 minutos a 3000 RPM, con una centrifuga portatil a
12 voltios (Mobilespin, Vulcan Technologies, Grandview, Missouri 64030, USA). El
suero y plasma obtenido se fracciond en crioviales que se congelaron en nitrégeno
liquido (-196°C) para transportarlos hasta el laboratorio, donde se conservaron a -20°C

hasta su procesamiento para mediciones de Anticuerpos Naturales.

El criterio de seleccion de los animales para extraccion de materia fecal fue el
mismo que para los que se extrajo sangre. Se intentd extraer materia fecal a todos los
mismos animales a los que se les habia extraido sangre, pero no siempre se logré porque
algunos no tenian cantidad suficiente de materia fecal en la ampolla rectal, o porque en
algunos casos la extraccién demoraba demasiado y se prolongaban los tiempos de
manipulaciéon y liberacion. Se extrajo materia fecal directamente del recto,
aproximadamente 15-20 g, con bolsas de nylon de 10 x 15 cm, que luego se
fraccionaron, rotularon y conservaron a 4°C (para estudios parasitolégicos) y a -196°C

(para determinaciones hormonales).
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Obtencion de parasitos adultos del tracto gastrointestinal

Cuando se encontraron animales de muerte reciente, ya sea durante las campaias
de muestreo a campo o durante las esquilas, se les realiz6 la necropsia parasitoldgica
para extraer el tercer compartimiento estomacal (C3) y la primera porcion de intestino
delgado (dos metros desde la salida de C3, comprendiendo duodeno y parte de yeyuno).
Cada seccion fue disecada y su contenido lavado con agua y almacenado en solucién de
formol al 10% en contenedores por separado. A las mucosas de cada seccidn se les
realiz6 un meticuloso lavaje y raspaje para remover los pardsitos adheridos, que se
conservaron en solucién de formol al 3,5% (Ueno y Gutierres, 1988). A su vez, se
colectaron muestras fecales del recto de los animales muertos para realizar las restantes

técnicas parasitologicas.
Estudios parasitologicos

El estudio de la comunidad endoparasitaria de guanacos silvestres, realizado en el
Laboratorio de Ecologia de Enfermedades (ICIVET-Litoral, dependiente de CONICET-
Universidad Nacional del Litoral; Santa Fe) y en el Laboratorio de la céitedra de
Parasitologia (Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral), se
abordé mediante la aplicacion de técnicas tradicionales, a saber, identificacion de
formas evolutivas de endopardsitos presentes en materia fecal, esporulaciéon de
ooquistes para identificacién de género y especie de coccidios, e identificacién de

parésitos adultos recuperados de tractos GI de animales muertos.
Biusqueda de larvas de parasitos pulmonares

Los CS pueden albergar parasitos del sistema respiratorio del género Dictyocaulus
(Beldomenico y col., 2003). Los adultos de estos pardsitos se encuentran en el 4rbol
respiratorio y tienen la particularidad de eliminar sus huevos con larvas en el primer
estadio por medio de las heces, por lo que las técnicas aplicadas para la deteccién de
pardsitos GI en materia fecal pueden ser utilizadas para detectar también pardsitos
pulmonares como esta especie. Para tal fin se realizé una adaptacion de la Técnica de
migracion larvaria de Baermann (Fiel y col., 2011), que aprovecha el hidrotropismo
positivo de estadios larvarios de nematodes, y los concentra en agua en la que se

sumergen las heces. La técnica consiste en colocar 10 gr de materia fecal extendidos
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sobre papel tist y éste sobre un colador y embudo, al que se coloca agua no clorinada
(tibia), se sumerge la muestra hasta dejarla cubierta por agua hasta la mitad del material,
se dejan migrar las larvas durante 24 horas para que se concentren en el fondo de un
tubo de latex acoplado al embudo. Se abre una pinza que pliega el tubo de latex
recogiendo el sedimento en una placa de Petri para hacer la observacion al microscopio

optico (MO) en 100 X.

El trabajo a campo mientras se realiz6 la colecta de materia fecal no permitia una
logistica de la magnitud necesaria para realizar la migracién larvaria de la cantidad de
muestras obtenidas por campafia de muestreo, por lo que la técnica se adaptd para
recuperar las larvas de pardsitos pulmonares sin dejar de cumplir con el fundamento de
la técnica original. Para tal fin, cuando se tomaba cada muestra de materia fecal, se
pesaba una cantidad de bofiigas con balanza digital (precision 0,1 gr) para lograr un
peso de 0,5 - 1 gr y posteriormente calcular la cantidad de larvas por gramo de materia
fecal; estas boiiigas se envolvian en tela de nylon y se sumergian en tubos Khan que
contenian 3 ml de agua destilada. Los tubos preparados de esta manera permanecian
toda la noche a temperatura ambiente (en un ambiente calefaccionado cuando las
temperaturas eran muy bajas) y a la mafiana siguiente se retiraba la materia fecal
contenida en el nylon, quedando de esta manera el contenido filtrado en los 3 ml de
agua destilada. Esta adaptacion del método de Baermann fue validada con heces de
ovinos parasitados con Dictyocaulus filaria y arrojé resultados satisfactorios. El
contenido filtrado se conservé refrigerado a 4°C hasta su observacién en MO. Cada
muestra, con su identificacion correspondiente, contenia la informacién del peso
colectado para realizar los cdlculos correspondientes de la cantidad de larvas/gr de

materia fecal.

Una vez en el laboratorio, el material obtenido de las migraciones se observaba en

camaras PARFAVE en MO 100 X.

Diagnéstico y Conteos de formas evolutivas

Entre los métodos coproparasitolégicos mds utilizados para analizar los estadios
evolutivos de pardsitos presentes en materia fecal de animales silvestres se pueden

encontrar:
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Meétodos cualitativos indirectos: Permiten la concentracion de formas evolutivas, por

medio de flotacién de huevos y ooquistes livianos en soluciones sobresaturadas, o por
medio de sedimentacion en agua de huevos muy pesados. Este diagndstico s6lo arroja

resultados de presencia o ausencia de huevos/ooquistes.

Métodos cuantitativos: Permiten realizar un conteo de los huevos u ooquistes

encontrados por unidad de volumen de muestra analizado. El resultado de esta técnica
arroja informacion sobre la intensidad de la parasitosis. Estas técnicas de deteccion no
son tan sensibles como las cualitativas, por lo que un conteo de 0 huevos por gramo
(HPG) u ooquistes por gramo (OPG) no puede considerarse como ausencia del pardsito

adulto en el tracto gastrointestinal.

Métodos cuali-cuantitativos: brindan informacién sobre la presencia de formas

evolutivas y sobre la intensidad del parasitismo. Para que esta técnica sea sensible en su

deteccion y no sobreestime las cargas, las mismas tienen que ser de baja intensidad.

Antes de comenzar a analizar materia fecal de guanacos colectada a campo, se
evaluaron muestras de heces de guanacos y llamas provenientes de la Granja Zooldgica
y Experimental “La Esmeralda” (Santa Fe) para comparar los resultados arrojados por
varias técnicas como Flotacion directa, Sedimentacion-Flotacion, Centrifugacion-

Flotacién y Wisconsin modificada, y conocer la técnica que mejores resultados arroje.

La técnica que se escogi6 para utilizar en el desarrollo de esta tesis fue la técnica
de Wisconsin modificada (Cox y Todd, 1962) (Método cuali-cuantitativo por

centrifugacion-flotacion), que se detalla a continuacion:

se desleen 3 gr de materia fecal en 42 ml de agua corriente

— se filtra el contenido en tubos de centrifuga de 15 ml

se centrifuga durante 2 minutos a 1500 rpm

— se descarta el sobrenadante
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— se resuspende el precipitado en Solucién de Benbrook (solucién sobresaturada
de sacarosa, densidad= 1.280) hasta lograr un menisco positivo y se coloca un

cubreobjetos
— se centrifuga 2 minutos a 1000 rpm para evitar que se formen burbujas
— se observa en MO y contabilizan las formas evolutivas

El contenido que se obtiene por flotacion del tubo de 15 ml es el correspondiente a
1 gr de materia fecal, por lo que el recuento de huevos/ooquistes es el equivalente a

HPG/OPG.
Cultivo de larvas

Los huevos de la Superfamilia Trichostrongyloidea, que comprende numerosos
géneros y especies, poseen caracteristicas similares en cuanto a morfologia
microscopica. Por lo tanto, al encontrar un huevo de esta familia s6lo se le puede
asignar una forma tipo, pero no la especie a la que pertenece (Fiel y col., 2011). Esto
hace necesaria la realizacion de cultivos larvales ya que las larvas de estadio 3 que

eclosionan tienen caracteristicas diagndsticas de especie.

Las técnicas de cultivo larval consisten en brindarle a los huevos presentes en la
materia fecal las condiciones necesarias, basicamente oxigeno y humedad, para permitir
que los huevos maduren y eclosionen, desarrolldndose las larvas hasta ser infestantes.
Una vez eclosionadas, las larvas pueden ser recogidas por migracion larval con la

técnica de Baermann (Fiel y col., 2011).

El método de cultivo larval que se utiliz6 en el presente estudio, y que se detalla a

continuacion, fue desarrollado por Henriksen y Korsholm (1983):

— se necesitan 2 vasos descartables de plastico de 200 ml y 5 cm? de gasa por cada

muestra a cultivar
— telgopor granulado

— agua no clorinada (el cloro mata a las larvas): 2 gotas de anticloro de uso para
peceras se diluyen en un litro de agua.
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a uno de los vasos se lo corta transversalmente por la mitad, quedando dos
segmentos (“B” y “C”, figura 5); el otro vaso no necesita modificaciones (“A”).

Se hacen varios orificios en el fondo del segmento “B”.

s

b)

Figura 5.- a) Esquema de corte de vasos plésticos para realizar cultivos larvarios. b)
Esquema final de los segmentos acoplados (técnica Henriksen y Korsholm 1983).

se desleen 2-3 gr de materia fecal con agua no clorinada (en cantidad suficiente

para lograr una consistencia himedo-pastosa)

la pasta obtenida se mezcla con telgopor granulado, en cantidad suficiente para

no perder la consistencia pastosa

la pasta a cultivar se coloca en el segmento “B”, identificando la muestra en la
cara externa del fondo de la misma (que ha sido perforado). Sobre la boca se fija

con cinta un cuadrado de gasa de 5 cm de lado a modo de tapa

el segmento “B”, con la pasta dentro y la tapa de gasa, se acopla, invertido,
dentro del segmento “C”, procurando que la gasa quede firme y sujete el

material a cultivar sin caerse

finalmente, se introducen ambas mitades acopladas en el vaso “A”, que contiene
agua en su parte inferior (2 cm) para aportar humedad, procurando que no se

moje la gasa

se incuba el cultivo durante 20 dias a 20-22°C, evitando que pierda humedad. Si

esto ocurre, agregar unas gotas de agua sin cloro.
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— finalizada la incubacion, se transfiere el cultivo (segmento “B”) a un vaso cénico
y se sumerge en agua tibia libre de cloro. Se deja decantar a temperatura

ambiente por 12-24 h.

— para recuperar las larvas infectantes, concentradas en el fondo del vaso coénico,
se toman con una pipeta 3-4 ml y se conservan en un tubo en heladera a 4°C

hasta su lectura

— se transfiere una alicuota del liquido con larvas a un portaobjetos

se identifica las larvas en MO
Identificacion de huevos de helmintos

La identificaciéon taxondémica de los huevos se realizé siguiendo bibliografia

especifica, como Ueno y Gutierres (1988), Leguia (1999), Beldomenico y col. (2003).
Identificacion de ooquistes de protozoos

A fines de identificar el género de Eimeriidae actuante, fue necesario realizar la

esporulacion de los ooquistes:

Se colocd la materia fecal en una caja de Petri, mezcldndose con solucién de
Bicromato de Potasio al 2,5%, y colocidndose a temperatura ambiente, el medio se
ventilaba varios minutos por dia para favorecer la oxigenacién y por lo tanto la

esporulacion.

La identificacion taxondmica de los ooquistes se realizé siguiendo las

descripciones de Guerrero (1967, 1971), Leguia y col. (1991), y Leguia (1999).
Identificacion de Larvas 3 (L3) de nematodes

Una vez obtenidas las larvas de los cultivos, se separaron con micropipetas y se
colocaron en portaobjetos para su observacion en MO. Se identificaron en base a claves

y trabajos de referencia (Niec, 1968; van Wyk y Mayhew, 2013).

Las caracteristicas morfoldgicas de las larvas que se utilizaron para el diagnostico

se tomaron de Niec (1968) y se listan a continuacidn:
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— extremo posterior de la larva propiamente dicha (cola larval), para visualizarla es
necesario provocar la ecdisis de la larva con solucién de hipoclorito de sodio al

5%.

— largo total de la larva (incluyendo la vaina).

— largo de la "cola de la vaina larval" (tomando desde el ano a la extremidad de la

vaina larval)

— aspecto de la extremidad posterior de la vaina

— numero y forma de las células intestinales

Identificacion de nematodes adultos

La identificaciéon de la especie de los nematodes adultos se realizé utilizando

claves y descripciones especificas de Ueno y Gutierres (1988), y Leguia (1999).

Metabolitos de cortisol fecal (MCF)

Al tomar cada muestra en el campo o durante las esquilas, la sub-muestra de 5-10
g destinada a determinacion de metabolitos de cortisol fecal (MCF) se conservé a 4°C
inmediatamente luego de ser colectada; para ser congelada a -196°C en termo de
nitrégeno liquido al final del dia. Una vez en laboratorio las mismas se conservaron en

freezer de -20°C hasta su liofilizacion.

Todos los procedimientos de laboratorio para la determinacion de MCF se
realizaron en las instalaciones del Instituto de Medicina y Biologia Experimental de

Cuyo (IMBECU), CONICET, Mendoza.

Liofilizacion de heces

El material colectado se liofilizé durante 72 horas en liofilizador automatico,
marca Freezemobile, modelo Freezemobile 12. Las caracteristicas del liofilizador son:
bomba de vacio: 90 litros/minuto, compresor: 1/2 hp, temperatura del condensador: -

55°C.
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Extraccion de hormonas de heces

Una vez liofilizadas, las heces se pulverizaron con molinillo de café eléctrico y se
homogeneizaron. Para realizar la extraccion hormonal se aplic6 una modificacién del
protocolo de extraccion descripto por Superina y col. (2009). A 1 g de materia fecal
homogeneizada se lo solubiliz6é en 10 ml de etanol 90%: agua destilada, luego se agit6
en agitador mecédnico durante 30 minutos, y al finalizar se centrifugé a 2000 rpm por 20
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd y el pellet se solubilizé
nuevamente en 5 ml de etanol 90%: agua destilada, se agité por 1 minuto y se
centrifugé nuevamente a 2000 rpm por 20 minutos. Ambos sobrenadantes fueron
combinados y luego de evaporarlos en estufa a 40°C completamente se redisolvieron en
0,5 ml de metanol. Las muestras se vortexearon luego y diluyeron en 2 ml de buffer

PBS, para ser conservadas a -20°C.
Radioinmunoensayo - Determinacion de niveles de MCF

En el momento de realizar el RIA, los extractos se descongelaron y centrifugaron
a 5000 RPM por 30 minutos y a 4°C para eliminar el material vegetal que pudiera haber
quedado luego de la extraccidn, decantando el extracto purificado en tubos Khan. Para

la determinacion por RIA de MCF se utiliz6 un kit comercial de Cortisol '»

(Cortisol
RIA IM1841, Immunotech; Beckman Coulter). La validacion biolégica del uso de este
mismo kit comercial para monitorear niveles de cortisol en materia fecal de guanacos
silvestres fue realizada recientemente por Ovejero (2013). Las determinaciones de MCF
de las muestras de esta tesis se realizaron siguiendo las instrucciones del protocolo
provisto por el fabricante, con la excepcién de dos modificaciones: a cada tubo de la
curva estandar se le adicionaron 150 pl de PBS para evitar una reaccién con el buffer
utilizado en la extraccion; y, en lugar de utilizar 50 pl de muestra como indica el
protocolo original se evaluaron 200 pl por muestra para igualar el volumen de los tubos
de la curva estdndar. Las primeras 150 muestras se evaluaron por duplicado, como estos

duplicados no arrojaron variaciones los siguientes extractos (561) se evaluaron por

uniplicado.

La sensibilidad del ensayo, informada en el protocolo por Beckman Coulter, es de
3,62 ng/ml; el anticuerpo utilizado es altamente especifico para cortisol, con el que

presenta un reactividad cruzada de 100%. Otros esteroides con los que presenta
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reactividad cruzada son prednisolona (18%), corticosterona (8,4%), 21-deoxicortisol
(7,5%), deoxicorticosterona (7,3%), prednisona (6%), 17 a-hydroxyprogesterona
(3,5%), cortisona (1,5%), y <1% con dexametasona, testosterona, progesterona,

androstenediona, colesterol, y estradiol.

Para validar el ensayo se examiné la correlacion entre diluciones seriadas de
extractos hormonales de materia fecal con PBS (1:2 y 1:4) con la curva estidndar del
ensayo, obteniendo como resultando un paralelismo entre los extractos puros y sus

diluciones con respecto a la curva estdndar.

Los coeficientes de variacién intra e inter-ensayo fueron de 6,61% y 13%

respectivamente.

Evaluacion de Anticuerpos Naturales

La determinacion de niveles de AN de los guanacos muestreados en las esquilas
fue realizada por duplicado mediante un método de hemaglutinacién, descripto por

Matson y col. (2005), con algunas modificaciones.

Los AN tienen una alta reaccion cruzada y ligan con baja afinidad a estructuras de
carbohidratos compartidos por una gran variedad de patégenos y células de mamiferos
(Murphy, 2011). Por este motivo fue necesario obtener una suspension de glébulos
rojos (GR) de una especie que exprese altos niveles de a—N acetil-galactosamina (Cotter
y col., 2005), como los glébulos rojos de conejo, que son los que se utilizaron en este
estudio. La suspensiéon de GR de conejo se prepar6 a partir de sangre entera
anticoagulada con EDTA, la cual fue centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos. Los
glébulos rojos se lavaron tres veces con 0,01 M de buffer fosfato salino (PBS 1x) y se
ajustd a una concentracion final de células del 1,2 %. La suspensiéon de GR fue utilizada

durante un periodo no mayor a 24 horas y almacenada a 4°C.

Para el ensayo de hemaglutinacion se utilizaron microplacas de 96 pocillos con
fondo en forma de U (DELTALab). Fueron afiadidos 25 pl de PBS 1x (Sigma Aldrich)
a los pocillos de la columna 2 a la 11 y 25 pul de cada muestra de suero o plasma se
afiadieron a las columnas uno y dos. Luego se hicieron diluciones seriadas al medio en
PBS mediante la transferencia de 25 pl con un microdiluidor de un pocillo al

consecutivo empezando por la columna dos y hasta la 11, dejando asi el pocillo 12
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como control negativo (PBS solo). Una vez realizadas las diluciones correspondientes
se agregaron a todos los pocillos 25 ul de la suspension de GR de conejo
homogeneizada. Luego se agitaron las placas mecdnicamente por unos segundos y se
incubaron 2 h a temperatura ambiente. La aglutinacion result6 de la accion de los AN.
El titulo fue registrado como log, de la ultima dilucién en la que se evidenciaba
claramente la aglutinacion (Diluciones: 0; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256;
1:512; 1:1024; 1:2048).

Se realizaron pruebas para comparar los niveles de aglutinacion de suero y plasma
del mismo animal (n=6) y no se hallaron diferencias en los titulos de aglutinacién. Esto
permitié realizar el ensayo de hemaglutinacion utilizando principalmente las muestras
de suero, y s6lo cuando éstas no fueron suficientes para réplicas o cuando el suero

estaba hemolizado se utiliz6 el plasma.
Datos de condiciones climaticas

Los datos de condiciones climédticas fueron provistos por la Direcciéon de Recursos
Naturales Renovables (Secretaria de Ambiente del Gobierno de la Provincia de
Mendoza). En la seccional de guardaparques Los Volcanes, Reserva Provincial La
Payunia, estd instalada una estacion meteoroldgica que registra datos de temperatura,
humedad y precipitaciones cada 30 minutos. La base de datos del periodo comprendido
entre el 27 de marzo de 2009 y el 20 de octubre de 2013 fue procesada para calcular los
promedios estacionales de temperatura, temperaturas mdxima y minima absoluta (°C),

humedad relativa promedio (%) y precipitaciones acumuladas (mm).
Analisis estadisticos

El enfoque estadistico general consistié en el uso de modelos multivariables. En la
mayoria de los modelos las respuestas fueron abundancia parasitaria (incluye ceros), en
otros la variable respuesta fueron los niveles de metabolitos de cortisol fecal, y en otros

los niveles anticuerpos naturales.

El tipo de modelo a utilizar se decidié en base a la distribucién de la variable
respuesta. Cuando la distribucién de la respuesta se aproximo a la distribucién normal o
podia ser transformada para aproximarla a la normalidad por transformacién logaritmica
se utilizé un Modelo Lineal (LM, “Linear model” por sus siglas en inglés).
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Para los conteos parasitarios, que mostraron un patrén de distribucién agregado,
se utilizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM, “General linear model” por sus
siglas en inglés) y Modelos Lineales Mixtos Generalizados (GLMM, “Generalized

linear mixed model” por sus siglas en inglés) con respuesta binomial negativa.

Los modelos se ejecutaron utilizando el software R v.2.14.0 (R Development Core
Team, 2012), y sus paquetes lme4 (funcién Imer), languageR (funcién pvals.fnc), y

glmmADMB.

Para evaluar interacciones parasitarias se condujeron dos grupos de andlisis,
utilizando datos de muestras fecales obtenidas a campo se intentd identificar
asociaciones entre los diferentes pardsitos, y usando datos de muestras colectadas del
recto durante esquilas (muestras rectales) se evalué si las asociaciones persistian cuando
se consideraron caracteristicas del hospedador. El andlisis que utiliz6 muestras de
campo tiene la ventaja de tener un tamafio muestral mayor, y como consecuencia mayor
poder estadistico, pero con potencial para enmascarar y modificar efecto, ya que la
informacion disponible para estos datos s6lo permitié controlar por transecta y campaiia
de muestreo. Para tener en cuenta esta falta de independencia entre muestras de la
misma campaiia de muestreo o de la misma transecta se usaron GLMM, con “campafia”
o “transecta” como efecto al azar. También se incluyeron interacciones de dos vias entre
el tipo de parésitos y el afio o estacion para probar la hipdtesis que la asociacién entre
pardsitos puede variar estacionalmente o depender de condiciones climéticas
ambientales prevalecientes en ese afio. El andlisis conducido usando datos de muestras
rectales, con informacién sobre caracteristicas del hospedador (que permitié controlar
su influencia en las relaciones entre pardsitos), es mds conservador porque el limitado
tamafio muestral de datos rectales podria reducir las chances de detectar una asociacién
significativa verdadera. Para este tipo de muestras se utiliz6 GLM, y a pesar de la
variable independiente de interés (abundancia de un tipo de pardsito dado) los modelos
incluyeron factores ambientales y del hospedador, a saber condicidn corporal, categoria

etaria, sexo, aio de muestreo, y estacion.

Para evaluar asociaciones entre niveles de MCF y carga parasitaria, y entre niveles
de AN y carga parasitaria de especies seleccionadas, se usaron LMM y LM

respectivamente.
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En todos los modelos analizados en la tesis la remocion de términos no

significativos se realizo utilizando tests de indices de probabilidad.
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RESULTADOS

Muestras obtenidas

Muestreos fecales a campo

Se realizaron 14 campaiias de muestreo a campo, que representaron el otofio de 3

afios (2009, 2010, y 2012), el invierno de 3 afios (2009, 2011, y 2012), primavera de 1

afio (2012) y el verano de 2 afios (2010 y 2012). De las 14 campaiias realizadas, 7

pertenecieron a cada periodo de muestreo, y tuvieron un promedio de 5 dias cada una.

En total se colectaron a campo 688 muestras de materia fecal (Tabla 2). El

promedio de muestras colectadas por campaiia en el primer periodo de muestreo fue de

42, mientras que en las campafias del segundo periodo fue de 54 muestras.

Tabla 2.- Esquema de periodos y estaciones representadas en los muestreos de campo y
de esquilas, con el nimero total de muestras obtenidas (n=763).

Campaiia (n)

Estacion (n)

Primer periodo
muestreo

(2009-2010)

Mayo 2009 (30) Otoiio 2009 (30)
Junio 2009 (32)

Invierno 2009 (67)
Setiembre 2009 (35)
Octubre 2009 (35) - esquila | Primavera 2009 (35)
Febrero 2010 (49) Verano 2010 (49)
Abril 2010 (37) Otoiio 2010 (37)
Octubre 2010 (40) - esquila

Primavera 2010 (114)

Noviembre 2010 (74)

Segundo periodo
muestreo

(2011-2012)

Setiembre 2011 (48)

Diciembre 2011 (54)

Primavera 2011 (102)

Marzo 2012 (56) Verano 2012 (56)
Abril 2012 (55) Otoiio 2012 (55)
Junio 2012 (55)

Invierno 2012 (107)
Agosto 2012 (52)
Octubre 2012 (59)

Primavera 2012 (111)
Diciembre 2012 (52)
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Se relevaron 14 transectas en cada campaiia (7 sector NE y 7 sector NO), con un

promedio de 49 muestras por transecta.

Las heces de todo el muestreo de campo representaron a 116 machos, 65 hembras,
y de 507 no se pudo determinar el sexo. Con respecto a la categoria de edad, 496
muestras fueron de animales adultos, 30 de juveniles, 30 de anales, 59 de chulengos, y

de 73 muestras no se pudo obtener informacién concerniente a la edad.

La distribucién de las muestras con respecto a los distintos tipos de grupo social
se detalla a continuacién: 44 fueron de animales de grupos familiares, 46 de guanacos
solteros, 24 de animales pertenecientes a grupos de hembras, 230 de animales en grupos
mixtos, 75 de guanacos solitarios, y de 269 no se pudo determinar el tipo de grupo al

que pertenecia el animal que defecd.

El tamafio de los grupos sociales de los que se colectaron muestras varié de 1
individuo solitario, a 301 individuos en un grupo mixto. La cantidad promedio de
individuos por tipo de grupo social fue de 7 (DE=3) en grupos familiares, de 8 (DE=6)
en grupos de hembras, 20 (DE=17) en grupos de solteros, y de 93 (DE=67) en grupos

mixtos.

Muestreos en esquilas

Sangre, suero y plasma de guanacos esquilados

En total se colectaron 112 muestras de sangre entre las esquilas de 2009 y 2010.

Las muestras de sangre obtenidas en esquilas del afio 2009 (n=79) comprendieron
a 77 machos y 2 hembras. De estas muestras, 61 fueron de individuos adultos, 9 de
juveniles, y 9 de afiales. La condicién corporal de 11 animales muestreados fue regular,

en 57 animales fue buena, y en los 11 guanacos restantes fue muy buena.

De las muestras de esquilas del afio 2010 (n=33), la sangre colectada fue sélo de
machos; y de éstos, 19 fueron adultos, 10 juveniles, y 4 afiales. Uno de estos guanacos
tuvo condicién corporal regular, 17 tuvieron buena condicién, y 15 tuvieron una

condicién corporal muy buena.
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Materia fecal de guanacos esquilados

Las muestras obtenidas en esquilas del afio 2009 (n=33) comprendieron heces de
23 machos y 10 hembras. De estas muestras, 28 fueron de individuos adultos, 4 de
juveniles, y 1 de un afial. La condicién corporal de 6 de estos guanacos fue regular, en

20 animales fue buena, y en los 7 guanacos restantes fue muy buena.

En esquilas del afio 2010 (n=36) se colectaron fecas de 29 machos y de 7
hembras; de estas muestras, 25 fueron de adultos, 6 de juveniles, y 5 de afales. De estos

guanacos, 19 tuvieron condicion corporal buena, y 17 condicién muy buena.

Tractos GI de animales de muerte reciente

Se obtuvieron tractos GI de 7 animales de muerte reciente. De estos animales, 5
machos adultos murieron en distintos arreos para las esquilas (3 murieron por lesiones
al impactar contra la estructura de la manga y 2 debieron ser eutanasiados por lesiones
graves). Otro guanaco adulto, macho, se encontré atropellado a la orilla de uno de los
caminos; y una hembra adulta fue cazada por un puma en el momento que se recorria

una transecta.

Condicion meteorologica en Payunia entre 2009 y 2012
La temperatura estacional promedio en la Payunia, en el periodo de estudio, se
mantuvo entre 8°C y 10°C en los otonos, entre 3°C y 5°C en los inviernos, entre 13°C y

14°C en las primaveras, y en veranos la temperatura estacional promedio estuvo entre

los 17°C y 18°C (Figura 8).

La temperatura médxima absoluta estacional oscilé en un rango de 22,7°C

(invierno de 2011) a 34,7°C (verano de 2010) (Figura 8).

La temperatura minima absoluta mds baja fue de -16,1°C (invierno de 2010),
mientras que en el resto de los inviernos la temperatura minima absoluta oscil entre los
-11°C y -13°C. A su vez, la temperatura minima absoluta estacional de casi todas las
estaciones fue inferior a 0°C, con excepcion de los veranos, en los que las minimas

absolutas fueron 3,1°C (2010), 1,6°C (2011), y 1,5°C (2012) (Figura 8).
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En 2 estaciones del periodo comprendido entre otofio de 2009 y primavera de
2012 las precipitaciones estacionales acumuladas fueron superiores a los 50 mm. Esta
condicion se dio en otofio de 2012 (117,9 mm), y primavera de 2012 (76,2 mm) (Figura
9).

La humedad relativa promedio por estacion se mantuvo, casi en su totalidad, en un
rango de 40% y 50%. En primavera de 2009 la humedad relativa promedio fue inferior a
este rango (28,8%); mientras que en invierno de 2009 (69,8%) y otoio de 2012 (57,2%)

la humedad relativa promedio fue mayor al rango mencionado (Figura 9).

Resultados parasitologicos descriptivos
Comunidad parasitaria de poblacion de guanacos de La Payunia

La integracion de los resultados de las técnicas de cultivo larvario, esporulacion
de coccidios, identificacion de nematodes adultos, y del diagnéstico de los huevos y
ooquistes encontrados en materia fecal permitié confirmar la presencia de 11 especies
de pardsitos gastrointestinales; entre ellas, 5 nematodes: 2 especies de Nematodirus spp.,
1 de Trichuris sp., 1 de Capillaria sp., I compatible con Strongyloides sp.; 1 especie de
cestode: Moniezia cf. benedeni; y 5 especies de protozoos: Eimeria lamae, E. alpacae,

E. punoensis, E. macusaniensis y E. ivitaensis.

Larvas de parasitos pulmonares

La técnica de migracion de larvas pulmonares adaptada se aplicé en 380 muestras
(desde el inicio del muestreo hasta la campaiia de setiembre de 2011), sin detectar
ninguna larva, por lo que en los muestreos posteriores no se colectd material para

detectar este tipo de pardsitos.

Larvas de nematodes de cultivos fecales

La observacion de larvas obtenidas en cultivos fecales permitié determinar la
presencia de dos especies de nematodes del género Nematodirus (compatibles con N.
spathiger y con N. helvetianus). Sin embargo, debido a que la abundancia parasitaria se
analiz6 por medio de conteos de huevos en materia fecal, que no permiten diferenciar
entre estas dos especies, en los andlisis estadisticos la abundancia considerada fue la del

género, incluyendo a ambas especies en el mismo taxon.
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Nematodes adultos de tractos gastrointestinales

A través de la evaluacion de los tractos Gl de animales muertos se pudieron
colectar pardsitos adultos de los géneros Nematodirus (machos y hembras) y Capillaria

(machos).
Formas parasitarias en diagnéstico y conteo parasitologico

Se analiz6 un total de 756 muestras fecales (colectadas a campo, n=680; en
esquilas, n=69; y de guanacos de muerte reciente, n=7) con las técnica de Wisconsin

modificada.

Los huevos y ooquistes de pardsitos encontrados en materia fecal pertenecieron a
los géneros Eimeria, Nematodirus, Trichuris, Moniezia, Capillaria, y compatibles con
Strongyloides (Figuras 6 y 7); los dos primeros fueron los que prevalecieron

ampliamente.

Figura 6.- Huevos de las especies de pardsitos helmintos encontrados en heces de
guanacos de La Payunia. a) Nematodirus spp., b) Trichuris sp., ¢) Capillaria sp., d)
huevo compatible con Strongyloides sp. y €) Moniezia cf. benedeni.

Figura 7.- Ooquistes de las especies de coccidios encontrados en materia fecal de
guanacos de La Payunia. a) Eimeria lamae, b) E. alpacae, c) E. punoensis, d) E.
macusaniensis y €) E. ivitaensis.
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Riqueza parasitaria de poblacion de guanacos de La Payunia

El 15,61% (n=118) de todas las muestras fecales colectadas (a campo, de esquilas,
y de guanacos muertos) no tuvieron evidencia de presencia parasitaria, distribuidas
estacionalmente de la siguiente manera: 24 en otofio (2009=5; 2010=9; 2011=10); 18 en
invierno (2009=11; 2012=7); 51 en primavera (2010=16; 2011=21; 2012=14); y 25 en
verano (2010=13; 2012=14).

En el 84,39% restante (638 muestras), se encontré al menos una de las especies
parasitarias. Las muestras de 270 individuos (35,71%) tuvieron una sola especie; 213
(28,17%) tuvieron formas evolutivas de dos especies pardsitas, 112 muestras (14,81%)
con presencia de 3 especies de parésitos, 40 (5,30%) con 4 especies, y la mayor riqueza
parasitaria, que fue de 5 especies de pardsitos, se encontré en heces de 3 guanacos

(0,40%).

Dinamicas de prevalencias e intensidades de la comunidad parasitaria GI

Nematodirus spp., Eimeria spp. y E. macusaniensis son las que cuentan con

mayores prevalencias e intensidades a lo largo del afio.

La prevalencia estacional de Nematodirus spp. tuvo el pico mdximo en primavera
de 2009 (74,29%; n=35), y la minima prevalencia en otofio de 2012 (16,36%; n=55). La
intensidad media (IM) fue de 1,75 HPG (DE=3,52 HPG; I =383 HPG) para

Nematodirus spp. en todo el muestreo.

El pico mdximo en la prevalencia estacional de Eimeria spp. fue de 74,77%
(invierno de 2012, n=106), mientras que la minima fue 36,67% (otoio de 2009, n=30).
La IM de Eimeria spp. fue de 98,47 OPG (DE=435,23 OPG; I,45x=5724 OPG) para todo

el muestreo.

A su vez, la prevalencia mdxima de E. macusaniensis fue de 45,71% (primavera
de 2009, n=35), y la minima de 15,53% (primavera de 2011, n=103). La IM de esta
especie fue 11,36 OPG (DE=83,30 OPG; I ;14 =1686 OPG) para todo el muestreo.

Trichuris sp. estuvo representada durante todas las estaciones, con una

prevalencia maxima de 20,72% (primavera de 2012, n=111), y una minima de 8,96%,
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en invierno de 2009 (n=67). La IM fue de 0,31 HPG (DE=1 HPG; 1,5 =15 HPG) para

todo el muestreo.

Capillaria sp., que también estuvo presente en todas las estaciones, tuvo la
maxima prevalencia en otofio 2009, con 20% (n=30); y la minima, de 1,82%, en otofio
de 2012 (n=55). La IM de Capillaria sp. para todo el muestreo fue de 0,15 HPG
(DE=1,39 HPG:; I,,,5x =32 HPG) .

Las prevalencias estacionales para las especies de helmintos y coccidios se

observan en las figuras 10 y 11 respectivamente.

Los ooquistes de Eimeria ivitaensis no se encontraron en todas las estaciones de
muestreo. S6lo estuvieron presentes en otofio de 2012 (prevalencia=1,82%, n=55) y en
invierno de 2012 (prevalencia=1,87%, n=106); tuvieron una IM de 1,72 OPG
(DE=31,51; I114x.=652 OPQG) para todo el muestreo.

Moniezia cf benedeni tampoco se encontré en todas las estaciones de muestreo.
Huevos de esta especie se detectaron en verano de 2010 (prevalencia=2,04%, n=49),
primavera de 2011 (prevalencia=2,91%, n=103), verano de 2012 (prevalencia=7,14%,
n=56), invierno de 2012 (prevalencia=2,80%, n=106), y primavera de 2012
(prevalencia=1,80%, n=111); con IM de 2,85 HPG (DE=26,44 HPG, ;=385 HPG)

para todo el muestreo.

Los huevos compatibles con Strongyloides sp. s6lo se encontraron en primavera
de 2012, con una prevalencia de 3,6% (n=111), y una IM de 0,22 HPG (DE=5,37 HPG;
Ihax =148 HPG) para todo el muestreo.

Las tablas 3 y 4 muestran los valores de prevalencia estacional de cada especie de
pardsito con un intervalo de confianza de 95%, y sus dindmicas estacionales se grafican

en las figuras 10 y 11.
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Tabla 3.- Prevalencias estacionales de helmintos de guanacos de la Payunia, intervalos de confianza de 95% (N=756).

Estacién n Nematodirus LS LI Trichuris LS LI Capillaria LS LI Strongyloides LS | LI Moniezia LS LI
Spp. sp. sp. sp. cf. b.
Otoiio 2009 | 30 56,67  |74,40(38,93| 20,00 |[3431]5,69| 20,00 |[3431| 569 0,00 0,00/0,00] 0,00 |000] 0,00
Invierno 2009 | 67 62,69 7427|5111 896 |1579| 2.12 | 1343 |21.60| 527 0,00 0,00/0,00] 0,00 |000] 0,00
Primer | Primavera 35 74,29 88,77(59.81| 17,14 [29.63]| 466 | 286 | 838 | -2.66 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00] 0,00
periodo 2009
de
muestreo | Verano 2010 | 49 22,45 34,13110,77 2041 |31,69| 9,12 | 2,04 | 6,00 |-1,92 0,00 0,00/0,00] 2,04 | 600 |-1,92
Otoiio 2010 | 37 18,92 31,54 630 | 18,92 |3154]| 6,30 | 541  |12,69] -1,88 0,00 0,00/0,00] 0,00 |000] 0,00
gg;‘(‘)‘avera 113 54,39 63,53 45,24 1228 |1831] 626 | 3,51 6,89 | 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00] 0,00
;’;;Tavera 101 49,51 59,1739,86| 11,65 |17,85|545| 291 | 6,16 |-0,33 0,00 0,00]0,00] 291 |66 -033
Verano 2012 | 55 28,57 4040|1674 1071 |1882| 2,61 | 357 | 843 |-1,29 0,00 0,00/0,00] 7,14 |13,89] 0,40
Segundo
pe‘;gd" Otoiio 2012 | 51 1636  |26,14] 659 | 9,09 |1669| 1,49 | 18 |535]-1,71 0,00 0,00(0,00] 0,00 | 0,00 ]| 0,00
muestreo
Invierno 2012 | 107| 61,68  |70,89|52,47| 20,56 |2822|1290| 6,554 |11,23] 1,86 0,00 0,00]0,00] 280 |593]-032
ggi‘;‘avera 111 68,47 77.11]59.82| 20,72 |28.26(13,18| 541 9,61 | 1,20 3,60 7070014 1,80 | 428 |-067
Prevalencia general 756 50,66 - - 15,48 - - 5,56 - - - - - 1,72 - -

*No calculado por estar presente en una sola estacion del muestreo.
LS: Limite superior; LI: Limite inferior.




Tabla 4.- Prevalencias estacionales de coccidios de guanacos de la Payunia, intervalos de confianza de 95% (N=756).

Estacion n Eimeria spp. LS LI E. macusaniensis LS LI E. ivitaensis LS LI
Otorio 2009 30 36,67 53,91 19,42 16,67 30,00 3,33 0,00 0,00 0,00
Invierno 2009 67 58,21 70,02 | 46,40 22,39 32,37 12,41 0,00 0,00 0,00
Primer periodo Primavera 2009 35 68,57 83,95 | 53,19 45,71 62,22 29,21 0,00 0,00 0,00
de
muestreo Verano 2010 49 42,86 56,71 | 29,00 24,49 36,53 12,45 0,00 0,00 0,00
Otorio 2010 37 62,16 77,79 | 46,53 16,22 28,09 4,34 0,00 0,00 0,00
Primavera 2010 113 42,98 52,07 | 33,89 33,33 41,99 24,68 0,00 0,00 0,00
Primavera 2011 101 44,66 54,26 | 35,06 15,53 22,53 8,54 0,00 0,00 0,00
Verano 2012 55 44,64 57,66 | 31,62 30,36 42,40 18,31 0,00 0,00 0,00
Segundo
pe‘;gd" Otoiio 2012 51 56,36 69,47 | 43,26 20,00 30,57 | 943 1,82 5,35 1,71
muestreo
Invierno 2012 107 74,77 83,00 | 66,54 43,93 53,33 34,52 1,87 4,44 -0,70
Primavera 2012 111 45,95 55,22 | 36,67 39,64 48,74 30,54 0,00 0,00 0,00
Prevalencia General 756 52,91 -- -- 30,03 -- -- -k -- --

*No calculado por estar presente s6lo en dos estaciones del muestreo.

LS: Limite superior; LI: Limite inferior.
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Analisis de metabolitos de cortisol fecal de guanacos

Se analizé por RIA un total de 711 muestras (42 de esquilas y 669 de campo). La
proporcion de sexos para estas muestras fue: 149 de machos, 69 de hembras, y no se
pudo determinar el sexo de 493. A su vez, de todas estas muestras, 504 fueron de
guanacos adultos, 34 de juveniles, 33 de afiales, 59 de chulengos, y de 81 no se pudo

determinar la edad.
Analisis de MCF de heces colectadas a campo

En el andlisis de niveles de MCF no se encontraron diferencias significativas entre

sexos (p=0,23).

En cuanto a la edad, los niveles de MCF de guanacos adultos no fueron diferentes

de los de juveniles (p=0,19), afiales (p=0,38), ni chulengos (p=0,45).

Los niveles de MCF en heces de guanacos de grupos de solteros y de individuos
solitarios fueron significativamente mayores que los de los grupos familiares (p=0,001;
y p=0,02, respectivamente). No hubieron diferencias significativas entre niveles de
MCEF de animales de grupos familiares y los de grupos mixtos (p=0,39), ni con los de
grupos de hembras (p=0,18). A su vez, no se encontraron asociaciones entre el tamafio

de grupo social del individuo con sus niveles de MCF (p=0,47).

El sector de la reserva donde habitaba el animal muestreado tuvo asociacién con
los niveles de MCF, ya que los animales que se muestrearon en el sector NO tuvieron

niveles significativamente mayores que los del sector NE (p=0,023).

En la tabla 5 se resumen los niveles promedio de MCF para los muestreos de cada

estacion. La dindmica estacional de los mismos se encuentra graficada en la Figura 15.

Al analizar los niveles de MCF de muestras colectadas a campo se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes afios de muestreo, siendo los niveles de
muestras colectadas en 2011 significativamente menores (p=0,0002) que los de

muestras de los afios 2009, 2010, y 2012.
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Tabla 5.- Niveles promedio de MCF (ng/g) por estacién de muestreo, y limites inferior

y superior de intervalos de confianza de 95%.

Periodo Estacién n | Cortisol fecal | LI | LS
Otoiio 2009 30 6,74 539 | 8,09

Invierno 2009 | ©7 7,70 7,09 | 832
Primer periodo |Primavera 2009 5 12,40 10,53 | 14,26
mut(elsetreo Verano 2010 47 .17 6,34 | 8,01
Otoiio 2010 37 6,59 575 | 7.42

Primavera 2010 | !¢ 8,14 7,43 | 8,86

Primavera 2011 | 199 5,08 4,51 | 5,65

Verano 2012 53 4,52 3,73 | 5,31

Segund((l)eperiodo oo 2012 3 T 55 a0
muestree Invierno 2012 | 10 5,01 3,56 | 6,45
Primavera 2012 | 109 6,32 5,61 | 7,03

711

Los niveles de MCF tuvieron una marcada estacionalidad, siendo los de primavera

(coef.=0,3540,24; p=0,002) significativamente mayores que los de otofio (Tabla 6). A

su vez, los niveles de cortisol de todas las estaciones del periodo 2011-2012 fueron

significativamente menores que los del periodo de muestreo 2009-2010 (coef.=-

0,56+0,175; p<0,01).
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Tabla 6.- Modelo lineal mixto que describe la variacion estacional de los niveles de
metabolitos de cortisol fecal (ng/g) (N=711).

C C

Término Coeficiente LI LS p valor
Modelo niveles de cortisol y estacionalidad.

log(cortisol) ~ estacién + periodo intercepto al azar: campafia de muestreo

Intercepto 2,30 2,00 2,60 <0,01
Estacion (invierno)al 0,20 -0,06 0,46 0,10
Estacién (primavera) 0,35 0,12 0,60 0,002
Estaci6n (verano)” 0,15 -0,16 0,45 0,29
Perfodo (2)° -0,56 -0,73 -0,38 <0,01

a . . . ~
Contrastes Simples - estacion de referencia: otofio.

b . , .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

¢ Limites inferior y superior de intervalo de confianza de 95%.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia. p-valores obtenidos por
Markov chain Monte Carlo samples (funcion pvals.fnc de R).

Analisis de MCF de heces rectales colectadas en esquilas

En cuanto a los niveles de MCF de animales esquilados, no se encontraron
diferencias significativas entre guanacos adultos y de las restantes categorias de edad

(juveniles p=0,11; afales p=0,27).

A su vez, los MCF de guanacos esquilados no tuvieron asociacién con la

condicidén corporal del animal (p=0,57).

El anélisis de correlacion entre MCF de animales esquilados y sexo no se pudo
realizar por el gran desbalance entre muestras de ambos sexos analizadas por RIA

(machos n=34, hembras n=2).

Por otro lado, las muestras de heces obtenidas en esquilas tuvieron niveles de

MCF significativamente mayores que las obtenidas a campo (p=0,048).

Anticuerpos Naturales circulantes en guanacos

Se pudieron analizar 110 muestras por medio de hemaglutinacién para detectar
titulos de AN de los guanacos. Hubieron animales cuyos niveles fueron indetectables
(n=7), titulos detectables hasta dilucién 1:2 (n=31), titulos detectables hasta dilucién 1:4
(n=44), titulos detectables hasta dilucién 1:8 (n=20), titulos detectables hasta dilucion

1:16 (n=6), titulos detectables hasta dilucién 1:32 (n=0), titulos detectables hasta
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dilucion 1:64 (n=1), titulos detectables hasta dilucién 1:128 (n=0), y el mayor titulo de
AN que se detect6 fue hasta la dilucién 1:256 (n=1). La mediana de los titulos de AN

para las 110 muestras se encontré en la dilucién 1:4.

Los titulos de AN no tuvieron asociacion con la clase de edad del animal (adultos
p=0,15; juveniles p=0,46; afiales p=0,17). Tampoco se encontré asociacion entre niveles
de AN con la condicién corporal del animal (p=0,89). El anélisis para correlacionar los
niveles de AN con el sexo del individuo no se pudo realizar por el gran desbalance entre
muestras de ambos sexos (machos n=109, hembras n=1), al igual que sucedi6 con la

correlacion entre sexo y MCF de animales esquilados.

Los niveles de AN de los guanacos esquilados en el afio 2009 fueron

significativamente mayores que los del afno 2010 (p=0,035).

Analisis de factores extrinsecos e intrinsecos del hospedador como determinantes
de abundancia parasitaria

Para realizar los andlisis estadisticos de los factores extrinsecos e intrinsecos de
abundancia parasitaria GI se utilizaron los conteos de huevos y ooquistes por gramo de

todas las muestras fecales colectadas a campo, en esquilas, y de animales muertos

(n=756).
Factores determinantes de abundancia de Nematodirus spp.

Para la abundancia de parasitismo de Nematodirus spp., analizando el efecto de la
estacion y periodo de muestreo, y controlando por campaiia como efecto al azar, se
encontrd que las abundancias de verano fueron significativamente menores que las de
invierno (coef.=1,571+0,476; p<0,001) y primavera (coef.=1,469+0,443; p<0,001). En
otofio las abundancias también fueron mayores que las de verano, pero esta diferencia

no lleg6 a ser significativa (coef.=0,908+0,506; p=0,073) (Tabla 7).

Los animales del sector NE de la reserva tuvieron abundancias de Nematodirus
spp. significativamente menores (coef.=-0,559+0,065; p<0,001) que los del sector NO
de La Payunia.

No se encontraron asociaciones entre la abundancia de Nematodirus spp. con el
sexo, categoria de edad, ni condicion corporal del animal. A su vez, tampoco hubieron
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asociaciones entre la abundancia de Nematodirus spp. con el tipo y tamaifio del grupo

social del guanaco.

Tabla 7.- Modelo lineal generalizado mixto que muestra los factores asociados con los
conteos de huevos de Nematodirus spp. por gramo (HPG) de materia fecal de guanacos
silvestres de La Payunia (N=756).

Término Coeficiente ES p valor

Modelo Determinantes HPG Nematodirus spp.
Nematodirus ~ estacion + sector intercepto al azar: campafia de muestreo

Intercepto -0,618 0,397 0,120
Estacién (otofio)” 0,908 0,506 0,073
Estacién (invierno)” 1,571 0,476 <0,001
Estacion (primavera)al 1,469 0,443 <0,001
Sector (NE)b -0,559 0,065 <0,001

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . .
Contrastes Simples - sector de referencia: NO.

Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.

Factores determinantes de abundancia de Trichuris sp.

La abundancia de Trichuris sp. estuvo afectada por la estacidn, siendo la
abundancia de primavera significativamente menor que la de verano (coef.=-
0,826+0,386; p=0,032). No se encontraron asociaciones entre la abundancia de
Trichuris sp. con el sexo, categoria de edad, ni condicién corporal, asi como tampoco
hubo asociacién con el tipo y tamafio del grupo social del animal. Sin embargo, en
primavera hubo una interaccién con la categoria etaria chulengo, con abundancias para
esta estacion significativamente mayores que en las demds (coef.=3,296+1,487;

p=0,027) (Tabla 8).

En las figuras 12; 13 y 14 se observan las dindmicas estacionales de intensidad

media de las especies de helmintos y coccidios que parasitan a guanacos de La Payunia.
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Tabla 8.- Modelo lineal generalizado que muestra los factores asociados con los
conteos de huevos de Trichuris sp. por gramo de materia fecal de guanacos silvestres de
La Payunia (N=756).

Término Estimador ES p valor

Modelo Determinantes HPG Trichuris sp.
Trichuris ~ estacion * edad

Intercepto -0,680 0,323 0,0351
Estacién (otofio)” -0,493 0,461 0,285
Estaci6n (invierno)” -0,365 0,405 0,367
Estacién (primavera) -0,826 0,386 0,032
Edad (chulengo)” 1,517 1,324 0.252
Edad (juvenil)’ 118,623 4713309 0,997
Edad (aial)” 21,400 1,354 0.301
Estacién (otofio) X edad (chulengo)” -16,613 2721,230 0,995
Estacién (invierno) X edad (chulengo)” -16,740 1965,586 0,993
Estacién (primavera) X edad (chulengo)” 3,296 1,487 0,027
Estacién (otofio) X edad (juvenil)® 0,493 7199,698 0,999
Estacién (invierno) X edad (juvenil)” 18,569 4713,309 0,997
Estacién (primavera) X edad (juvenil)” 19,367 4713,309 0,997
Estacién (otofio) X edad (afial)” 1,725 1,763 0,328
Estacién (invierno) X edad (afial)” -16,858 6665,625 0,998
Estacién (primavera) X edad (aiial)” 1,424 1,531 0,352

a . s .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.
b . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

C . . ., . <z
Contrastes Simples - interaccion de referencia: estacion verano X edad adulto.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.

Factores determinantes de abundancia de Capillaria sp.

La abundancia de Capillaria sp. fue dnicamente afectada por la estacion, siendo
significativamente mayor en invierno que en verano (coef.=2,284+1,0; p=0,022) (Tabla

9).

No hubieron asociaciones entre la abundancia de Capillaria sp. con el sexo,
categoria de edad, condicién corporal; como tampoco se encontraron asociaciones con

el tipo y tamafio de grupo social del guanaco.
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Tabla 9.- Modelo lineal generalizado mixto que muestra los factores asociados con los
conteos de huevos de Capillaria sp. por gramo de materia fecal de guanacos silvestres
de La Payunia (N=756).

Término Estimador ES p valor

Modelo Determinantes HPG Capillaria sp.
Capillaria ~ estacion intercepto al azar: campaifia de muestreo

Intercepto -3,751 0,877 <0,001
Estacién (otofio)” 1,128 1,073 0,293
Estacién (invierno)” 2,284 1,000 0,022
Estacién (primavera)’ 0,499 0,975 0,609

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.

Factores determinantes de abundancia de huevos compatibles con Strongyloides sp.

Los factores determinantes de abundancia de huevos compatibles con
Strongyloides sp. no se analizaron estadisticamente debido a la escasa presencia entre
individuos (N=4) del muestreo total, en la primavera de 2012, con intensidades de 1; 2;

13 y 148 huevos por gramo de materia fecal.

Factores determinantes de abundancia de Moniezia cf. benedeni

Los conteos de Moniezia sp. estuvieron influenciados por varios factores

determinantes.

A nivel estacional, en primavera se encontraron abundancias significativamente
menores que en verano (coef.=-0,617+£0,059; p<0,001). En invierno los animales
tuvieron niveles de abundancia significativamente mayores que en verano

(coef.=0,914+0,069; p<0,001) (Tabla 10).

A su vez, en el segundo periodo de muestreo (2011-2012) hubieron mayores
abundancias de Moniezia cf. benedeni que en el primero (2009-2010)

(coef.=1,45+0,078; p<0,001).

El sector de muestreo tuvo un impacto significativo en los conteos; en el sector
NO de la Reserva hubieron mayores abundancias que en el NE (coef.=-0,146+0,0471;
p<0,001).
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La categoria etaria del hospedador influyé también en la abundancia, ya que
individuos juveniles tuvieron mayores conteos de Moniezia cf. benedeni que individuos

adultos (coef.=2,45+0,0532; p<0,001).

Ademds, Moniezia cf. benedeni fue la dnica especie parasitaria en la que hubo
asociacion, negativa, entre abundancia y tamafio de grupo de los guanacos (coef.=-

0,32+0,0184; p<0,001).

No se encontraron asociaciones entre la abundancia de Moniezia cf. benedeni con

el sexo, condicion corporal, ni tipo de grupo social del animal.

Tabla 10.- Modelo lineal generalizado que muestra los factores asociados con los
conteos de huevos de Moniezia cf. benedeni por gramo de materia fecal de guanacos
silvestres de La Payunia (N=756).

Término Estimador ES p valor
Modelo Determinantes HPG Moniezia cf. benedeni
Moniezia ~ edad + estacidn + periodo + sector + tamaifio de grupo

Intercepto -0,817 0,016 <0,001
Edad (chulengo)” 357 3.87E*  0,99999
Edad Guvenil). 245 00532 <0,001
Edad (afial)’ 345 439E*°  0,99999
Estacién (otofio)" 349 2,90E'  0,99999
Estacion (invierno)al 0,914 0,069 <0,001
Estacién (primavera)” 0,617 0059  <0,001
Perfodo (2)° 1,45 0,078  <0,001
Sector (NE)” 0,146 00471  <0,001
Tamafio de grupo -0,32 0,0184 <0,001

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

c . . .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

d . .
Contrastes Simples - sector de referencia: NO.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.

Las tablas 11 y 12 muestran los valores de intensidad media estacional (media

geométrica) para cada especie de pardsito con un intervalo de confianza de 95%.
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Tabla 11.- Intensidad media (media geométrica) estacional de helmintos de guanacos de La Payunia, intervalos de confianza de 95% (N=756).

Estacién N Nematodirus LS LI Trichuris LS LI Capillaria LS LI Strongyloides LS LI Moniezia LS LI
Spp. sp. sp. sp. cf. b.

Otoiio 30 2,57 3,92 | 1,60 1,49 1,90 | 1,14 1,24 1,56 | 0,97
2009
Invierno | ¢ 3,12 410|232 330 [378|28 | 361 [439]2095
2009

Primer |Primavera| ;5 3,83 586|240 | 1,57 | 193|126 1,00 1,08 | 0,92

periodo 2009

de Verano 49 1,34 1L61 | 1,10 | 2,74 | 341|217 1,00 1,06 | 0,94

muestreo | 2010 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ - o o - - o
Otofio 37 2,57 334 | 1,93 | 1,90 | 236 | 1,51 1,00 1,11 | 0,90
2010
;’(‘)’;‘(‘)‘am’a 113 2,50 303 (205| 141 |155]127 1,00 | 1,05 | 0,95
;’;;Iilavera 101 2,08 249 | 172|139 | 153|125 100 | 105|095 || 5283 | 5899 | 47.31
Verano | g 1,60 195|129 | 1,57 | 1,79 | 137 | 1,00 | 1,07 | 093 — | = | 6025 | 80,92 | 44,80
2012

Segundo

periodo | Otofio - — . — - -

o 2012 51 1,88 2,24 | 1,57 1,30 1,46 | 1,14 1,00 1,05 | 0,95

muestreo Invierno
2012 107 2,48 3,01 | 2,02 1,32 148 | 1,16 1,83 1,98 | 1,68 — | | 231,39 | 27546 | 194,34
;’(l)'ilgavera 111 2,44 2,97 | 1,99 198 | 228 1,71 1,57 1,68 | 1,46 9,58 10,72 | 8,54 | 347,14 | 402,32 | 299,51

Intensidad Media 756 175 . - 0,31 - - 0,15 . - 0,22 - - 2,85 - -

general

LS: Limite superior; LI: Limite inferior.
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Tabla 12.- Intensidad media (media geométrica) estacional de coccidios de guanacos de La Payunia, intervalos de confianza de 95% (N=756).

Estacion n Eimeria spp. LS | LI | E. macusaniensis | LS | LI E. ivitaensis LS LI
Otofio 2009 | 30 29.23 5776|1455 11,75 1831 7.42
Invierno 2009 | 67 28.62 49.56|16.35 851 12,03| 5.94
Primer | Primavera | ,; 34,79 81.91 | 14.45 13,54 23.80| 7.53
periodo 2009
de Verano 2010 | 49 28.17 51.57(15.18 5.17 7.28 | 3.60
muestreo
Otofio 2010 | 37 13,49 2554 6,91 9.62 14,19 643
Primavera
2010 113 24.69 3557 (17,04 5.16 6,57 | 401
Primavera
2011 101 13,01 18.57| 9.03 347 4,06 | 2,95
Verano 2012 | 55 10,50 16,59 6,52 6.97 9.83 | 4.86
Segundo
pe‘;;gd" Otofio 2012 | 51 20,44 35.33(11,65 5.87 772 | 4.40 574,00 723,88 455,11
muestreo | erno 2012 | 107 2539 38.94|16.43 17.79 2552 12,31 215.83 249.23 | 186,89
Primavera
2012 111 16,11 2334 (11,02 543 6.99 | 4.17
Intensidad Media General 756 98,47 -- -- 11,36 -- -- 1,72 -- --

LS: Limite superior; LI: Limite inferior.




Factores determinantes de abundancia de Eimeria spp.

En el primer periodo de muestreo se encontraron mayores abundancias de Eimeria

spp. que en el segundo periodo de muestreo (coef.=-1,07140,382; p=0,005), (Tabla 13).

La estaciéon sélo tuvo importancia como determinante de abundancia en los
machos, ya que durante invierno (coef.=3,116+1,252; p=0,013), y durante primavera

(coef.=2,733+1,082; p=0,012), tuvieron mayores conteos que en verano.

Las abundancias de Eimeria spp. fueron afectadas por el sexo del hospedador;
guanacos machos tuvieron menor abundancia que hembras (coef.=-3,528+0,919;

p<0,001).

La edad de los individuos también tuvo un rol importante en la abundancia de
Eimeria spp., ya que los chulengos tuvieron menor abundancia que los adultos (coef.=-
5,709+1,677; p<0,001). Esta tendencia se encontré también en la abundancia parasitaria

de afiales, pero no fue significativa (coef.=-1,454+0,760; p=0,056).

La condicién corporal del guanaco, el tipo de grupo social y el tamafio del mismo

no estuvieron asociados con los conteos de ooquistes de este protozoo.
Condiciones meteorologicas y abundancia de Eimeria spp.

Entre todas las especies pardsitas en estudio, Eimeria spp. fue el tnico grupo que
manifestd una influencia de las variables meteoroldgicas en los conteos de OPG en

materia fecal de la poblacién de guanacos de La Payunia.

Entre las variables significativas, la temperatura minima absoluta de la estacion de
muestreo (coef.=0,146£0,036; p<0,0001), la maxima temperatura absoluta de la
estacion previa al muestreo (coef.=0,146+0,036; p<0,0001), y la humedad relativa
promedio de la estacion previa al muestreo (coef.=0,08620,024; p<0,0001) mostraron

una asociacion positiva con conteos de OPG de Eimeria spp. (Tabla 14).
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Tabla 13.- Modelo lineal generalizado mixto que muestra los factores asociados con los
conteos de ooquistes de Eimeria spp. por gramo (OPG) de materia fecal de guanacos

silvestres de La Payunia (N=756).

Término Estimador ES p valor

Modelo Determinantes OPG Eimeria spp.
Eimeria ~ sexo*estacion + edad + periodo intercepto al azar: campaifia de muestreo

Intercepto 6,644 0,834 <0,001
Sexo (macho)b -3,528 0,919 <0,001
Estacién (otofio)” -1,036 1,032 0,315
Estacién (invierno)” 0,932 0,881 0,290
Estacién (primavera) -0,986 0,831 0,235
Edad (chulengo)” -5,709 1,677 <0,001
Edad (juvenil)” 1,261 0,779 0,105
Edad (afial)” -1,454 0,760 0,056
Periodo (2)° -1,071 0.382 0,005
Sexo (macho) X Estacién (otofio)” 1,645 1,346 0,222
Sexo (macho) X Estacién (invierno) 3,116 1,252 0,013
Sexo (macho) X Estacién (primavera) 2,733 1,082 0,012

? Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.
b Contrastes Simples - sexo de referencia: hembra.

¢ Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

d Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

e . . . . .
Contrastes Simples - interaccion de referencia: sexo hembra X estacion verano.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
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Por el contrario, la temperatura maxima absoluta de la estaciéon de muestreo
(coef.=-0,019+0,009; p=0,027), la temperatura promedio de la estacion de muestreo
(coef.=-0,065+0,027; p=0,018) asi como la temperatura minima (coef.=-0,189+0,049;
p<0,0001) y las precipitaciones acumuladas de la estacién previa al muestreo (coef.=
-0,003£0,001; p=0,005) tuvieron una asociacién negativa con las abundancias de

Eimeria spp.

Tabla 14.- Modelo lineal generalizado que describe la relacién entre variables
climdticas con abundancia de Eimeria spp. (OPG) (N=756).

Modelo Condiciones meteoroldgicas determinantes de Eimeria spp.

Eimeria ~ Tminestaciéno + Tmaxestaciéno + Tmediaestaciéno + humestacion—l + Tmlnestacion—l +

Tmaxestacion— 1+ preCipestacion—l

Término Estimador ES p valor
Intercepto -1,890 1,373 0,169
Temp. minggacion o 0,146 0,036 <0,0001
Temp. MéxX.cstacion 0 -0,019 0,009 0,027
Temp. mediacgacisn o -0,065 0,027 0,018
Humedad.cion-1 0,091 0,021 <0,0001
Temp. min.cg,cion. 1 -0,189 0,049 <0,0001
Temp. MaX.cstacion-1 0,086 0,024 <0,0001
Precip. acumuladac,cion-1 -0,003 0,001 0,005

Temp. mineg,cisno: Temperatura minima absoluta (°C) de estacion actual.
Temp. Max. g, ci6n 00 Temperatura méxima absoluta (°C) de estacion actual.
Temp. mediac,cisno: Temperatura media promedio (°C) de estacion actual.
Humedad,,,n.;: Humedad relativa promedio (%) de estacion previa.

Temp. min.cgcion-1: Temperatura minima absoluta (°C) de estacion previa.
Temp. Max. g, cion.1: Temperatura maxima absoluta (°C) de estacion previa.
Precip. acumuladac.cion-1: Precipitaciones aumuladas (mm) de estacion previa.
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Factores determinantes de abundancia de Eimeria macusaniensis

Al analizar los conteos de E. macusaniensis, se evidencié que las abundancias
eran significativamente mayores en el invierno que en verano (coef.=1,641+0,456;

p<0,001) (Tabla 15).

La edad también fue importante para las abundancias de este protozoario, ya que
los chulengos tuvieron mayor cantidad de OPG que los adultos (coef.=1,435+0,493;
p<0,001).

Por otro lado, no se encontraron asociaciones entre la abundancia de Eimeria
macusaniensis con el sexo, y la condicién corporal del animal. Tampoco hubieron

asociaciones significativas con el tipo de grupo social del individuo ni con el tamafio del
grupo.
Tabla 15.- Modelo lineal generalizado que muestra los factores asociados con los

conteos de ooquistes de Eimeria macusaniensis por gramo de materia fecal de guanacos
silvestres de La Payunia (N=756).

Término Estimador ES p valor

Modelo Determinantes OPG E. macusaniensis
E. macusaniensis ~ estacion+ edad

Intercepto 1,441 0,372 <0,001
Estacién (otofio) 20,226 0,513 0,659
Estacién (invierno)al 1,641 0,456 <0,001
Estacién (primavera)’ 0,125 0,420 0,767
Edad (Chulengo) 1,435 0,493 <0,001
Edad (juvenil)’ 0,749 0,590 0,204
Edad (afial)” 0,201 0,596 0.736

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.

Factores determinantes de abundancia de Eimeria ivitaensis

Al igual que los huevos compatibles con Strongyloides sp., E. ivitaensis manifesto
una presencia muy escasa entre individuos (N=3) del muestreo total, y s6lo fue durante
otofio e invierno de 2012, con intensidades individuales de 574 OPG (otofio), y 71 y 652

OPG (invierno). Debido a esta escasez de observaciones no se analizaron sus factores
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determinantes de abundancia. Las dindmicas de intensidad media de esta especie se

grafican en la figura 14.

Interacciones entre especies parasitas de guanacos como determinantes de

abundancia parasitaria
Interacciones parasitarias en muestras de campo

Los conteos de ooquistes de E. macusaniensis (como variable respuesta)
estuvieron  asociados  positivamente con los OPG de Eimeria  spp.
(coef.=0,0012+0,0004; p=0,0015), y tuvieron una tendencia de asociacién con los de

Nematodirus spp. (coef.=0,113%0,062; p=0,071).

En la Tabla 16 se encuentra un resumen de los resultados de las asociaciones

interespecificas observadas entre pardsitos gastrointestinales de guanacos silvestres.

Para los conteos de Eimeria spp. (como variable respuesta) se encontrd una
asociacion positiva con conteos de huevos de Nematodirus spp. (coef.=0,118%0,046; p=

0,011), pero no con E. macusaniensis (coef.=0,0081+0,00048; p=0,080).

Tomando las abundancias de Nematodirus spp. como variable respuesta s6lo hubo
una tendencia de asociacién positiva no significativa con los conteos de OPG de

Eimeria spp. (coef.=0,00024+0,00012; p=0,055).

Tabla 16.- Resumen de asociaciones observadas entre pardsitos gastrointestinales de
guanacos silvestres.

Variables Independientes: E. .. Eimeria spp. Nematodirus
macusaniensis Spp-
Variables Respuesta:
.. campo + NS
E. macusaniensis
rectal NS NS
Eimeria spp. campo NS +
rectal + +
Nematodirus campo NS NS
Spp. rectal NS +

campo : muestras de campo
rectal : muestras rectales

+: asociacion

NS: No significativa
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Interacciones parasitarias en muestras rectales

Los conteos de ooquistes de E. macusaniensis no estuvieron asociados con los
conteos de otros tipos de pardsitos investigados, con excepcion de una asociacion con la
abundancia de Nematodirus spp. en los adultos (coef.=0,481+0,223; p=0,031). Ademas,
en este andlisis el afio tuvo un marcado efecto en la abundancia de E. macusaniensis,
siendo las muestras de 2010 de abundancias significativamente mayores que las de 2009

(coef.=4,492+0,73; p<0,001) (Tabla 17).

Los conteos de Eimeria spp. estuvieron asociados positivamente con la
abundancia de E. macusaniensis (coef.=0,031+0,01; p=0,002) y de Nematodirus spp.
(coef.= 0,18+0,066; p=0,007) (Tabla 16 y 17). En ambos modelos de interaccion,
Eimeria spp. tuvo la mayor abundancia en el afio 2010, y la categoria etaria juvenil tuvo
abundancias significativamente mayores que la categoria adulto (coef.=1,189+0,596;
p=0,046 y coef.=1,71620,736;p=0,02, respectivamente). Por otro lado, los conteos de
Eimeria spp. en el modelo de asociaciones interespecificas con E. macusaniensis,
estuvieron asociados con el sexo, siendo la abundancia de los machos
significativamente menor que la de las hembras (coef.=—1,59440,696; p=0,022) (Tabla
16y 17).

Las interacciones interespecificas de los conteos de huevos de Nematodirus spp.
con Eimeria spp. fueron similares a las encontradas en la relacién inversa. Conteos de
HPG de Nematodirus spp. estuvieron asociados positivamente con los conteos de
especies de Eimeria spp. (coef.=0,0003+0,0001; p=0,037). El afio 2010 fue el de
mayores abundancias; pero en este caso las abundancias de HPG de los juveniles fue

menor que la de adultos (coef.=—0,829+0,366; p=0,023) (Tabla 16 y 17).
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Tabla 17.- Modelos Lineales Generalizados mostrando los factores asociados con
conteos de OPG de Eimeria macusaniensis y Eimeria spp., y conteos de HPG de

Nematodirus spp. de muestras rectales de guanacos silvestres esquilados (N=74).

Modelo Asociaciones interespecificas de abundancia de E. macusaniensis

Variables independiente= Nematodirus spp. + afio + Nematodirus spp. X edad

Término Coeficientes ES p valor
Intercepto —1,418 0,762 0,063
Nematodirus spp. —-0,366 0,214 0,088
Aﬁ0(2010)a 4,492 0,73 <0,001
Edad (aquito)” -1,103 0,77 0,152
Nematodirus X edad(aduho)d 0,481 0,223 0,031
Modelo Asociaciones interespecificas de abundancia de Eimeria spp.
Variables independientes= Nematodirus spp. + afio + edad
Término Coeficientes ES p valor
Intercepto —2,986 1,567 0,057
Nematodirus spp. 0,18 0,066 0,007
Afo (2010)a 6,564 1,017 <0,001
Edad juvenil)’ 1,716 0,736 0,02
Modelo Asociaciones interespecificas de abundancia de Eimeria spp.
Variables independientes= E. macusaniensis + afio + edad + sexo
Término Coeficientes ES p valor
Intercepto -3,172 1,621 0,05
E. macusaniensis 0,031 0,01 0,002
Aﬁ0(2010)a 7,321 1,075 <0,001
Edad(juvenﬂ)b 1,189 0,596 0,046
SeXO(macho) —1,594 0,696 0,022
Modelo Asociaciones interespecificas de abundancia de Nematodirus spp.
Variables independientes= Eimeria spp. + afio + edad
Término Coeficientes ES p valor
Intercepto —0,398 0,641 0,534
Eimeria spp. 0,0003 0,0001 0,037
Aﬁ0(2010)a 0,722 0,33 1 0,029
Edad(juvenﬂ)b —0,829 0,366 0,023

 Contrastes Simples — afio de referencia: 20009.

P Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

¢ Contrastes Simples - sexo de referencia: hembra.

4 Contrastes Simples - edad de referencia: juvenil.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
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Analisis de asociaciones entre niveles de MCF y abundancias parasitarias

No se encontraron asociaciones entre los niveles de MCF con la abundancia
parasitaria de ninguna de las especies presentes: Nematodirus spp. (coef.= -0,02+0,025;
p= 0,201); Trichuris sp. (coef.= -0,01%£0,04; p= 0,63); Capillaria sp. (coef.=
0,003+0,025; p= 0,83); Moniezia cf. benedeni (coef.= 0,001£0,0015; p= 0,56); Eimeria
spp. (coef.= -0,0001+£0,001; p= 0,12); E. macusaniensis (coef.= -0,0003+£0,0004; p=
0,18); y E. ivitaensis (coef.= -0,0004+0,0014; p= 0,45) (Tablas 18, 19, 20, y 21).

Tabla 18.- Modelo lineal mixto que describe la relacion entre niveles de metabolitos de
cortisol fecal, estacion, periodo y abundancia (HPG) de Nematodirus spp. (N=711).

Término Coeficiente LId LSd p

Modelo niveles de cortisol y HPG de Nematodirus spp.
log(cortisol)~Nematodirus * estacion + periodo intercepto al azar: campafia de muestreo

Intercepto 2,33 2,03 2,63 <0,01
Nematodirus spp. -0,02 -0,04 0,01 0,201
Estacién (invierno)” 0,17 -007 044 0,17
Estacién (primavera)” 031 0,09 056 001
Estacién (verano)” 0,10 -0,19 041 049
Beriodo @) 056  -074 -039 <001
Nematodirus spp. x Estacién (invierno) 0,02  -001 0,05 0,16
Nematodirus spp. x Estacion (primavera)C 0,03 -0,001 0,061 0,05
Nematodirus spp. x Estacién (verano)” 0,09 -002 021 0,14

a . . . ~
Contrastes Simples - estacion de referencia: otofio.

b . , .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

C . . ., . . < 2 ~
Contrastes Simples - interaccion de referencia: Nematodirus spp. X estacion otofio.

d .. . . . .
Limites inferior y superior de intervalo de confianza de 95%.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
p-valores obtenidos por Markov chain Monte Carlo samples (funcién pvals.fnc de R).
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Tabla 19.- Modelos lineales mixtos que describen la relacién entre niveles de
metabolitos de cortisol fecal, estacion, periodo y abundancia (OPG) de Eimeria spp. y
E. macusaniensis (N="711).

Término Coeficiente LI LSS p valor

Modelo niveles de cortisol y OPG de Eimeria spp.
log(cortisol) ~ Eimeria + estacion + periodo intercepto al azar: campaiia de muestreo

Intercepto 2,47 2,2011 2,80 <0,01
Eimeria spp. -0,0001 -0,002 0,00001 0,12
Estacién (otofio)” -0,16 -0,45 0,14 0,27
Estacién (invierno)” 0,05 -0,20 0,36 0,68
Estaci6n (primavera)” 0,20 -0,08 0,45 0,201
Periodo (2)° 0,56 0,72 0,39 <0,01

Modelo niveles de cortisol y OPG de Eimeria macusaniensis.
log(cortisol) ~ E. macusaniensis + estacion + periodo intercepto al azar: campafia de muestreo

Intercepto 2,46 2,2011 2,80 <0,01
E. macusaniensis -0,0003 -0,0007 0,0001 0,18
Estacién (otofio)” 0,15 -0,46 0,14 0,28
Estacién (invierno)al 0,05 -0,22 0,33 0,68
Estacién (primavera)” 0,20 -0,05 0,48 0,10
Periodo (2)° 0,55 0,73 0,39 <0,01

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . , .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

C . . . . . .
Limites inferior y superior de intervalo de confianza de 95%.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
p-valores obtenidos por Markov chain Monte Carlo samples (funcién pvals.fnc de R).
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Tabla 20.- Modelos lineales mixtos que describen la relacién entre niveles de
metabolitos de cortisol fecal, estacion, periodo, edad y abundancia (HPG) de Trichuris
sp. y Capillaria sp. (N="711).

Término Coeficiente LI° Ls®  pvalor

Modelo niveles de cortisol y HPG de Trichuris sp.
log(cortisol) ~ edad + Trichuris + estacion + periodo intercepto al azar: campaifia de muestreo

Intercepto 2,49 2,16 2,82 <0,01
Edad (chulengo)” 0,13 0,01 026 0,07
Edad (juvenil)® 0,01 0,15 0,18 0,88
Edad (afial)” -0,02 0,20 0,15 0,78
Trichuris sp. -0,01 -0,05 0,03 0,63
Estacién (otofio)” -0,16 045 0,12 022
Estacién (invierno)” 0,03 023 030 083
Estacién (primavera)” 0,21 0,05 046 0,08
Perfodo (2)° -0,58 0,75 042  <0,01

Modelo niveles de cortisol y HPG de Capillaria sp.
log(cortisol) ~ edad + Capillaria + estacion + periodo intercepto al azar: campaifia de muestreo

Intercepto 2,48 2,15 2,81 <0,01
Edad (chulengo)” 0,13 0,01 027 0,07
Edad (juvenil)® 0,01 0,15 0,18 0,89
Edad (afial)” -0,02 0,19 0,15 0,80
Capillaria sp. 0,003 0,02 0,03 0,83
Estacién (otofio)” -0,16 0,43 0,13 0,22
Estacién (invierno)” 0,03 023 030 083
Estacién (primavera) 0,21 0,04 045 0,07
Periodo (2)° 057 074 -041 <001

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . , .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

c . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

d .. . . . .
Limites inferior y superior de intervalo de confianza de 95%.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
p-valores obtenidos por Markov chain Monte Carlo samples (funcién pvals.fnc de R).
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Tabla 21.- Modelos lineales mixtos que describen la relacién entre niveles de
metabolitos de cortisol fecal, estacidon, periodo, edad y abundancia (OPG/HPG) de
Moniezia cf. benedeni y Eimeria ivitaensis (N=711).

Término Coeficiente LId LSd p valor

Modelo niveles de cortisol y HPG de Moniezia cf. benedeni
log(cortisol) ~ edad + Moniezia + estacion + periodo intercepto al azar: campaifia de muestreo

Intercepto 2,49 2,16 2,81 <0,01
Edad (chulengo) 0,13 -0,01 0,27 0,07
Edad (juvenil) 0,00 -0,17 0,17 0,98
Edad (afial) -0,02 -0,20 0,14 0,80
Moniezia cf. benedeni 0,001 -0,001 0,002 0,56
Estacién (otofio)” -0,16 -0,45 0,12 0,22
Estacién (invierno)” 0,03 -0,23 0,29 0,81
Estacién (primavera)” 0,21 -0,04 0,46 0,07
Perfodo (2)° 0,58 0,74 -042 <001

Modelo niveles de cortisol y OPG de E. ivitaensis
log(cortisol) ~ edad + E.ivitaensis + estacion + periodo intercepto al azar: campafia de muestreo

Intercepto 2,48 2,17 2,82 <0,01
Edad (chulengo) 0,13 -0,01 0,27 0,07
Edad (juvenil) 0,01 -0,16 0,17 0,90
Edad (afial) -0,02 -0,20 0,14 0,79
Eimeria ivitaensis -0,0004 -0,002  0,0007 0,45
Estacién (otofio) -0,16 -0,45 0,12 0,22
Estacién (invierno) * 0,03 0,24 0,30 0,81
Estacién (primavera) - 0,21 -0,05 0,45 0,07
Perfodo (2) ° 0,57 0,74  -041 <001

a . ., .
Contrastes Simples - estacion de referencia: verano.

b . , .
Contrastes Simples - periodo de referencia: 1.

c . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.

d .. . . . .
Limites inferior y superior de intervalo de confianza de 95%.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
p-valores obtenidos por Markov chain Monte Carlo samples (funcién pvals.fnc de R).
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Analisis de asociaciones entre niveles séricos de Anticuerpos Naturales, abundancias

parasitarias y MCF

El anélisis de asociaciones entre niveles circulantes de AN con las abundancias
parasitarias de las distintas especies presentes en la poblacion de guanacos de La

Payunia no arroj6 tendencias ni correlaciones significativas (Tabla 22).

Tampoco se encontraron asociaciones entre los niveles de AN y los niveles de

MCF (p=0,349).

Tabla 22.- Modelos lineales que describen la relacion entre niveles séricos de
Anticuerpos Naturales, con sexo, edad y abundancia parasitaria (OPG/HPG) de todas
las especies encontradas (N= 54).

Modelo Relacion Anticuerpos naturales y abundancias parasitarias

AN ~ sexo + edad + Nematodirus + Eimeria + Trichuris + Capillaria + E.macusaniensis
+ condicion corporal + MCF

Término Estimador ES p valor
Intercepto 1,078 0,967 0,274
Sexo (macho)al -0,382 0,485 0,438
Edad (juvenil) 20,629 0,476 0,197
b
Edad (afial) -0,436 0,547 0,432
Nematodirus spp. -0,022 0,046 0,635
Eimeria spp. 0,0001 0,0003 0,623
Trichuris sp. -0,231 0,583 0,694
Capillaria sp. -0,170 0,861 0,845
E. macusaniensis 0,001 0,007 0,922
Condicién corporal 0,405 0,351 0,259
MCF 0,402 0,385 0,349

a ) .
Contrastes Simples - sexo de referencia: hembra.

b . .
Contrastes Simples - edad de referencia: adulto.
Indica diferencia significativa con el nivel de referencia.
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DISCUSION

La poblaciéon de guanacos silvestres de La Payunia alberga una comunidad de
pardsitos gastrointestinales de al menos 11 especies: Nematodirus spp., Trichuris sp.,
Capillaria sp., Strongyloides sp., Moniezia cf. benedeni, Eimeria lamae, E. alpacae, E.
punoensis, E. macusaniensis, y E. ivitaensis. Karesh y col. (1998) reportaron la
presencia de 5 especies de pardsitos gastrointestinales en guanacos de la Patagonia
argentina (Chubut) pertenecientes a los géneros Strongyloides, Nematodirus,
Marshallagia, Trichostrongylus y Trichuris. Beldomenico y col. (2003) pocos afios
después encontraron la presencia de Nematodirus sp., Marshallagia sp., Trichuris sp., y
Eimeria spp. en materia fecal, e individuos adultos de Trichuris sp., y Moniezia expansa
en los tractos gastrointestinales de animales muertos. Castillo y col. (2008) estudiaron
las comunidades parasitarias de 9 poblaciones de guanacos silvestres en Perd y
evidenciaron la presencia de 8 especies de nematodes: Graphinema aucheniae,
Bunostomun sp., Ostertagia sp., Trichuris sp, Cooperia sp., Nematodirus sp.,
Mazamastrongylus peruvianus y Trichostrongylus sp. y cuatro especies de Eimeria: E.
lamae, E. alpacae, E. punoensis y E. macusaniensis. A su vez, Correa y col. (2011)
encontraron huevos de Nematodirus sp., E. macusaniensis, y huevos de tipo estrongilido
de especie sin reconocer en una poblacion de guanacos del sur de Chile. La comunidad
parasitaria de la poblacion de guanacos de La Payunia no mostré una riqueza menor a la
de otras poblaciones como se esperaba, considerando la aridez de su entorno
(precipitaciones anuales de 180 mm) y las muy bajas temperaturas a las que se enfrentan
durante invierno. Los andlisis estadisticos en los que se evalud la influencia de las
condiciones meteoroldgicas ambientales de las estaciones de muestreo y de las
estaciones previas al muestreo mostraron una ausencia de relacién con la abundancia y
prevalencia de las especies de esta comunidad componente (a excepcion de Eimeria
spp.), lo que sugiere que las especies que la componen tienen formas de vida libre lo
suficientemente resistentes como para permanecer infectando un porcentaje de la
poblacién relativamente estable en el tiempo independientemente de las condiciones

climaticas.

En este trabajo, en la Reserva La Payunia la prevalencia encontrada de
Nematodirus spp. oscilé entre 16% y 88% dependiendo de la estacion, lo que determina
una alta prevalencia comparada con las del resto de los trabajos que la reportan en
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guanacos (Navone y Merino, 1989; Karesh y col., 1998; Beldomenico y col., 2003;
Castillo y col., 2008; Correa y col., 2011). Castillo y col. (2008), en Perd, encontraron
su presencia en s6lo dos poblaciones, y con prevalencias inferiores a 7%. En Argentina,
Karesh y col. (1998) estudiaron una poblacién de guanacos silvestres de la Reserva
Cabo Dos Bahias (Chubut), donde encontraron que el 30% de los animales analizados
albergaba huevos de esta especie. En el invierno del ano 2000, consecuencia de una
sequia de un afio de duracién, hubo una mortandad masiva en la misma poblacién;
Beldomenico y col. (2003) detectaron huevos de Nematodirus spp. en muestras de estos
animales muertos, con intensidades de 0-300 HPG. A su vez, Navone y Merino (1989)
detectaron intensidades que alcanzaron los 170 HPG en una poblaciéon de Tierra del
Fuego, pero no se report6 la proporcién de animales afectados. Otro estudio en el que la
prevalencia de Nematodirus sp. fue elevada es el de Correa y col. (2011), con 46,7% en
guanacos de una poblacion en semi-cautiverio en Magallanes, sur de Chile. En Payunia,
las intensidades de esta especie llegaron a los 383 HPG, lo que las establece en los
mayores niveles reportados. La presencia a lo largo de todo el afio en Payunia podria
deberse a que las larvas de Nematodirus sp. son capaces de sobrevivir durante el
invierno encapsuladas dentro de sus huevos (Rose y Jacobs 1990; Stromberg 1997;
Manfredi 2006), y por lo tanto, la probabilidad de supervivencia que tienen es mayor
que la de otras especies de Trichostrongylidos. En los nematodes del tipo
trichostrongylido, que incluyen Camelostrongylus mentulatus, Ostertagia,
Teladorsagia, Trichostrongylus, Haemonchus y Cooperia, los huevos producidos por
las hembras adultas son eliminados del hospedador por medio de las heces. El desarrollo
larvario ocurre en la materia fecal, que les provee cierta proteccién del ambiente. La
larva de primer estadio (L1) eclosiona del huevo, se alimenta de bacterias, y sufre dos
mudas hasta llegar al tercer estadio (L3), que es el estadio infestante (estadio capaz de
invadir al hospedador). Esta larva 3 se mueve fuera de la materia fecal que la rodea
hacia las pasturas de donde son ingeridas. La supervivencia de los huevos y larvas en la
pastura, que lleva a infectar exitosamente al proximo hospedador, depende de una
multitud de factores, siendo la temperatura y humedad los determinantes mds criticos de
supervivencia (Ballweber, 2009). A diferencia del ciclo de vida tipico de los
trichostrongylidos, las larvas de Nematodirus spp. se desarrollan hasta L3 dentro del
huevo, permaneciendo en ese estadio hasta ser estimuladas para eclosionar. El huevo les
provee proteccion contra condiciones ambientales adversas, por lo que los huevos
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pueden hibernar y eclosionar en la siguiente primavera. Esta condicién que posee la
etapa larvaria de Nematodirus podria ser la causa de la diferencia en prevalencias
superiores a las de otras especies de nematodes, como es el caso de Strongyloides sp.,
que soélo estuvo presente en una estacion a lo largo de todo el muestreo, primavera de
2012, y con intensidades muy bajas; similar a lo hallado por Karesh y col. (1998), que

sélo encontraron sus huevos en un individuo de un total de 20 analizados.

En los guanacos del sector noroeste de la Reserva La Payunia se encontraron
abundancias significativamente mayores de Nematodirus spp. y de Moniezia cf.
benedeni que en los del noreste. Estos dos tipos de parésitos no son especificos de CS y
se comparten con el ganado doméstico. En este estudio no se pudo determinar si
algunos de los huevos de la especie de Nematodirus sp. pertenecian a la especie
especifica de los CS, N. lamae; pero si se pudo confirmar que una gran proporcién de
estos huevos son compatibles con las especies N. spathiger y N. helvetianus, que son
pardsitos habituales de ganado doméstico (Ballweber, 2009). La especie de ganado
predominante en el sector NO de la reserva es la bovina. Schroeder y col. (2013)
pudieron establecer que en este sector hay un importante ingreso de ganado bovino y
equino en la época de otofio-invierno; en el sector NE la mayor densidad de ganado es
caprina, y en menor medida bovina. Moniezia benedeni es una especie pardsita comun
de los bovinos (Foreyt, 2001), por lo que la presencia de este género en muestras de CS
es considerada un reflejo de la interaccién con el ganado doméstico (Karesh y col.,

1998; Beldomenico y col., 2003).

Trichuris sp. tuvo una prevalencia media general de 15,48%, y las abundancias
fueron influenciadas por la estacion, siendo menores en primavera que en verano.
Karesh y col. (1998) reportaron una prevalencia estival de 25 %, similar a la encontrada
en el verano de 2010 en esta tesis, momento en que la prevalencia fue de 20,41%. En
cambio, en verano de 2012, esta especie solo se encontré en 10% de las muestras de La
Payunia analizadas. Sin embargo, en este periodo de muestreo (2011-2012) la
prevalencia fue mayor en invierno, como lo reportado por Cafrune y col. (1999). Por
otro lado Beldomenico y col. (2003), en invierno, encontraron pardsitos adultos en el
intestino grueso del 41,6% de los guanacos analizados. Castillo y col. (2008) sélo
encontrd huevos de esta especie en el 8,3%. Navone y Merino (1989) y Correa y col.

(2011) no reportaron su presencia en sendos trabajos.
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Capillaria sp. tuvo una prevalencia general de 5,56%, con intensidad media de
0,15 HPG y una intensidad méxima de 42 HPG. Las abundancias de invierno fueron

mayores que las de verano.

Moniezia cf. benedeni no estuvo presente a lo largo de todo el muestreo, y sus
abundancias fueron afectadas por la estacion de muestreo. La prevalencia encontrada
fue de 1,72%; con una intensidad maxima de 385 HPG. En el estudio que realizaron
Beldomenico y col. (2003) se encontraron pardsitos adultos en el intestino delgado del
10% de los animales analizados. Un punto a tener en cuenta acerca de la eliminacion de
huevos por estas especies es la irregularidad en que lo hacen, por lo que en la
bibliografia se sugiere que sus conteos no son informativos de la intensidad parasitaria
real de esta especie (Fiel, 2011). Es por este motivo que en las muestras de materia fecal
correspondientes a los animales en los que se encontraron pardsitos adultos de Moniezia

expansa del estudio de Beldomenico y col. (2003) no se hayan encontrado huevos.

A pesar de que se hayan reportado seis especies de Eimeria en CS, sélo cuatro (E.
punoensis, E. alpacae, E. lamae, E. macusaniensis) son consideradas comunes (Fowler,
1989). Una quinta especie, E. ivitaensis, se describi6 infectando alpacas de Perd (Leguia
y Casas, 1998). La sexta especie, E. peruviana, ha sido raramente documentada desde
su descripciéon original, en 1934, y no ha sido reportada en ninguna encuesta
epidemioldgica en CS fuera de la ex Union Soviética. En las muestras analizadas para
esta tesis, las especies E. lamae, E. alpacae, y E. punoensis se analizaron agrupadas
como Eimeria spp. debido a que su diferenciacion a nivel de especie en el momento del
diagndstico demandaba una cantidad de tiempo excesiva e impedia obtener la
informacion de intensidad que brindaba la técnica aplicada. La prevalencia para este
grupo de especies de Eimeria fue de 53%, superior al 33% de prevalencia encontrada en
guanacos de Pert (Castillo y col., 2008). En la poblacién de Cabo Dos Bahias, Karesh y
col. (1998) no reportaron la presencia de este género; pero Beldomenico y col. (2003)
encontraron en el afio 2000 que el 83% de las muestras era positivo a la presencia de
estos ooquistes. En la poblaciéon de Tierra del Fuego que estudiaron Navone y Merino
(1989) se encontrd su presencia pero no se reportd la prevalencia. Por el contrario, los
guanacos en semi-cautiverio de Magallanes no tuvieron este tipo de coccidios (Correa y

col., 2011).
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Las abundancias de Eimeria fueron afectadas por varios factores ambientales e
intrinsecos del hospedador. Este grupo de pardsitos fue el tinico que fue afectado por el
sexo del hospedador, siendo las abundancias de los machos menores que las de
hembras. Se desconoce el mecanismo que estaria operando en esta influencia del sexo
en la abundancia de Eimeria spp., ya que los antecedentes determinan una relacion
inversa a que se encontré en este trabajo dado que se ha reportado que los machos
muestran tipicamente mayor susceptibilidad y una respuesta inmunoldgica mas débil

que las hembras (Grossman, 1985; Alexander y Stimson, 1988; Folstad y Karter, 1992).

Leguia (1999) reporté que las coccidiosis causadas por Eimeria afectan
principalmente a las crias de alpacas, con prevalencias de entre 30 y 100%. Esta
relacion inversa entre edad e intensidad o prevalencia parasitaria es la mds cominmente
encontrada. Sin embargo, las abundancias de Eimeria spp. en individuos menores a un
afio (chulengos) fueron menores que las de guanacos adultos de La Payunia. En cuanto
a E. macusaniensis, en este trabajo la prevalencia general fue de 30%, y las abundancias
fueron afectadas por la estacion de muestreo y la edad de los animales, siendo mayores
las de chulengos que las de adultos, como se reporta habitualmente. Guerrero y col.
(1971) y Jarvinen (1999) reportaron un patrén de distribucién similar, en el que la

prevalencia y abundancia de juveniles son mayores que las de los adultos.

Por otro lado, las abundancias de Eimeria spp. fueron las tnicas afectadas por las
condiciones climéticas reinantes de la estacion de muestreo y de la estacion previa al
muestreo. Las variables que tienen una asociacién positiva con las abundancias de
Eimeria spp. son la temperatura minima absoluta de la estacion de muestreo, la
temperatura maxima absoluta de la estacidn previa al muestreo, y la humedad relativa
promedio de la estacion previa al muestreo. Por el contrario, la mdxima temperatura
absoluta de la estacion de muestreo, la temperatura promedio de la estacion de
muestreo; asi como las temperaturas minima y las precipitaciones acumuladas de la
estacion previa al muestreo tuvieron una asociacion negativa; lo que podria estar
indicando la influencia ambiental en la resistencia y viabilidad de los ooquistes

eliminados en ambas estaciones.

Entre las interacciones parasitarias investigadas se encontraron mayoritariamente

asociaciones positivas/sinérgicas. Este es el caso no s6lo para los tipos de pardsitos
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(coccidios vs. nematodes) sino también para los pardsitos estrechamente relacionados
(especies de Eimeria). La asociacion entre Nematodirus y las especies de Eimeria
combinadas fue siempre positiva y evidente tanto en muestras rectales como de campo.
Encontrar asociaciones positivas entre coccidios fue lo opuesto a lo que se esperaba,
considerando que la competencia entre especies estrechamente emparentadas y la

respuesta inmune cruzada podria haber llevado a interacciones antagdnicas.

En general, las Eimeria son altamente especificas, y la misma especie de
hospedador es parasitada por varias especies de Eimeria (Pakandl y col., 2009). Es
posible no se hayan observado asociaciones negativas entre especies de Eimeria porque,
en general, cada especie de un ensamble de Eimeria ocupa un nicho diferente que
facilita su coexistencia con otra especie (Pakandl y col., 2009). En algunas
circunstancias, sin embargo, esta competencia puede ocurrir. Por ejemplo, Bertolino
(2010) encontré interacciones negativas entre algunas Eimeria spp. de conejos cola de
algodoén (Sylvilagus sp.) y las atribuy6 a la introduccién a la comunidad de especies de
Eimeria competidoras de otras poblaciones. Las interacciones antagénicas entre
especies de Eimeria también pueden originarse de una respuesta inmune cruzada, pero
no particularmente de componentes de inmunidad adquirida (adaptativa), ya que la
infeccion natural de una especie de Eimeria no confiere proteccidon contra otra especie
(McDonald, 2009). De hecho, estudios experimentales encontraron que la infeccién con
una especie de Eimeria causé un incremento en la eliminacién de ooquistes de otras
especies inoculadas luego de que una primera infeccion haya desaparecido (Rose, 1975;
Shehu y col., 1998). Aqui, luego de considerar potenciales variables enmascaradoras en
el andlisis, se encontré que las asociaciones observadas entre especies de Eimeria en
guanacos silvestres fueron consistentemente sinérgicas, indicando que las infecciones de
alta intensidad por especies de Eimeria son mds probables en individuos con altas
intensidades de infeccion por otro coccidio. La relaciéon opuesta (antagdnica), como se

habia predicho, no fue observada.

Los helmintos tienen el potencial de alterar las dindmicas de microparésitos
coinfectantes, tanto limitando el acceso a los recursos como afectando el sistema
inmune (Graham, 2008). Esto puede resultar en interacciones negativas en el primer
caso, o sinérgicas en el segundo. La inhibicién mutua entre citoquinas es un mecanismo

bien documentado por el que los micropardsitos y helmintos pueden interactuar
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sinérgicamente. LL.os protozoos estimulan una respuesta de linfocitos T helper tipo 1 y de
linfocitos T helper tipo 17, mientras que los helmintos inducen respuestas de linfocitos
T helper tipo 2, y las citoquinas que son parte de una respuesta regulan el descenso de
aquellas que intervienen en otro tipo de respuesta (Diaz y col., 2007). Estos trade-offs
inmunoldgicos tienen el potencial de facilitar interacciones sinérgicas, como se ha
documentado con algunos sistemas hospedador-parasito (Jolles y col., 2008; Pathak y
col., 2012). Consistente con esto, se encontraron asociaciones positivas significativas

entre coccidios y nematodes en guanacos.

Los estudios experimentales ayudan a revelar los mecanismos y las vias que
causan las interacciones parasitarias interespecificas subyacentes, pero como los
sistemas naturales son extremadamente complejos, con cada hospedador que alberga a
una rica comunidad de especies de pardsitos interactuantes y atravesando historias de
vida variables, la red de efectos resultante es principalmente apreciada con estudios
observacionales. Datos empiricos experimentales y observacionales, acompanados de
estudios tedricos, son necesarios para arrojar luz a nuestro entendimiento de la
ocurrencia 'y consecuencias de interacciones interespecificas entre pardsitos
coinfectantes. Estos resultados destacan la necesidad de investigar estas interacciones en

detalle en este sistema hospedador-parasito.

Aunque a corto y mediano plazo los factores estresantes provocan un aumento en
la inmunidad, estd ampliamente aceptado que el estrés crénico resulta en una
inmunosupresion a través de mecanismos neuroenddcrinos que implican el eje HPA y
glucocorticoides, con el fin de redirigir los recursos hacia los procesos fisioldgicos que
son importantes para superar la situacion adversa (Sapolsky y col., 2000). En esta tesis
no se encontraron asociaciones entre los niveles de cortisol fecal y las abundancias
parasitarias. Esta ausencia de asociacion entre niveles de metabolitos fecales y cargas de
larvas pulmonares también se encontr6 en muflon canadiense (Ovis canadensis
canadensis) (Goldstein y col., 2005), por lo que concluyeron que los niveles de
glucocorticoides estuvieran reflejando los patrones estacionales. Los niveles de MCF de
guanacos analizados en esta tesis mostraron también un marcado patron estacional, con
niveles significativamente mayores durante primavera, coincidentes con la finalizacién
de la época de menor productividad vegetal, lo que podria apoyar las conclusiones de

Goldstein y col. (2005). Sin embargo, en un estudio experimental con carpinchos
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(Hydrochoerus hydrochaeris) (Eberhardt y col,. 2013), los individuos con restriccion
alimentaria e individuos bajo restriccion fisica tuvieron recuentos de ooquistes
significativamente mayores que los animales sin estresores. En este mismo trabajo, la
intensidad de infeccion de nematodes gastrointestinales se comporté de manera opuesta.
Los animales sin aplicacion de estimulos estresores tuvieron cargas parasitarias mucho
mads altas que los individuos con restriccion fisica, patrén que fue consistente para todas
las especies de nematodes. El mismo patrén se mantuvo en los carpinchos bajo estrés
nutricional, aunque la diferencia fue solo significativa para Trichuris sp. y S. chapini,
demostrando que la restriccion alimenticia y el estrés fisico tienen influencias opuestas
sobre los micropardsitos y macropardsitos gastrointestinales. Estos antecedentes, y la
estacionalidad de los niveles de MCF pueden sugerir que los guanacos muestreados de
La Payunia no se enfrentan a estimulos estresantes de duracion o intensidad suficiente
como para establecer la cronicidad, y afectar las dindmicas parasitarias con impacto a

nivel poblacional.

En esta tesis se presentan mediciones de anticuerpos naturales de la poblacién de
guanacos silvestres, utilizando una metodologia de sencilla aplicacién. Los titulos de
AN tuvieron una mediana de 1:4, y una médxima de 1:256. No hay antecedentes de la
evaluacién de niveles de AN en camélidos, a excepcion del trabajo de Sehrawat y Sing
(2006), pero que sélo reporta la presencia de actividad anti-eritrocitaria de los AN de
dromedarios de la India. Recientemente, Racca y col. (2013) evaluaron los niveles de
AN de un roedor silvestre (Hydrochoerus hydrochaeris), habitante de los Esteros del
Ibera (Argentina), y tuvieron una mediana para los niveles de AN de 1:256, y los
mayores niveles en 1:16384. Si bien no se pueden realizar comparaciones entre niveles
de AN de carpinchos y guanacos, los resultados aqui reportados para Lama guanicoe,
ademds de servir como informacion basal para la especie, sugieren también la existencia
de diferencias importantes en las concentraciones de AN entre carpinchos y guanacos,
independientemente de la causa subyacente (distancia taxondmica, adaptacién a los
ambientes que habitan, o diferencias en la riqueza de la comunidad parasitaria que

hospedan).

Los niveles de AN no tuvieron asociacién con la clase etaria del animal, al igual
que lo reportado en carpinchos (Hydrochoerus hydrochaeris) por Racca y col. (2013).

Por el contrario, Matson y col. (2005) encontraron diferencias significativas en los
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niveles de AN de pichones de gallina (Gallus domesticus) de 2 semanas y pichones de
11 semanas. Sin embargo, en otro trabajo con Gallus domesticus, Seto y Henderson
(1968) reportaron que la hemaglutinacién en pollos tenia incrementos significativos
entre las primeras 3 y 12 semanas de vida, momento en que se alcanzaba una meseta en
la respuesta; por lo que Matson y col. (2005) sugieren limitar las comparaciones de
niveles de AN a individuos de las mismas categorias etarias en aves, ya que la tasa de
incremento de AN circulantes probablemente dependa del periodo de desarrollo del
animal. La etapa de desarrollo en la que se alcanza la meseta en los niveles de AN
circulantes en guanacos se desconoce, pero probablemente no se hayan detectado
diferencias entre las categorias analizadas en este trabajo por el desbalance en la
cantidad de muestras de adultos (n=61), juveniles (n=9) y afiales (n=9), o porque las
diferencias significativas en los niveles de AN se encuentren en el primer ano de vida y

la meseta al llegar a la categoria de afial.

La escasez de informacion del estado inmunitario de los individuos de
poblaciones de fauna silvestre argentina impone como una necesidad el desarrollo de
estudios similares a este con la misma y otras poblaciones de guanacos, asi como con
otras especies silvestres para generar el conocimiento basico acerca de los perfiles de
los componentes innatos de la inmunidad, integrdndolos con la interpretacion de otros
indicadores del estado inmunolégico. También se sugiere realizar las mediciones de AN
en futuros trabajos con la evaluacion simultinea de la actividad del sistema del
complemento. Esto se puede realizar con la misma metodologia que se describié para la
hemaglutinacion por AN, y luego de la incubacion, ademds de medirse los niveles de
hemaglutinacién, se miden también los niveles de hemdlisis en la microplaca (Matson y
col., 2005). Es importante tener en cuenta que los componentes del complemento se
desnaturalizan a los pocos minutos de la extracciéon de plasma, independientemente del
modo de conservacion de la muestra. Es por este motivo que con el plasma obtenido

para esta tesis no se pudo evaluar el sistema del complemento.
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CONCLUSIONES

Los factores habitualmente considerados como determinantes de abundancia y
distribuciéon de endopardsitos en fauna se limitan generalmente a las variaciones
estacionales y climdticas, o a variables asociadas a la historia natural o estado
fisiolégico del hospedador. El conocimiento de las condiciones que afectan las
dindmicas de prevalencias y abundancias parasitarias de la fauna autdctona de nuestro
pais son escasos y se enfocan principalmente a descripciones morfolégicas de las
especies pardsitas, a descripciones de prevalencias de un tinico momento o estudios de

periodos de tiempo muy acotados.

En esta tesis se abord6 el estudio de las dindmicas de prevalencia, intensidad y
abundancia de la comunidad parasitaria del tracto gastrointestinal de guanacos silvestres
de la reserva La Payunia en el periodo comprendido entre otofio de 2009 y primavera de
2012; analizando los posibles efectos de los distintos afos, estaciones, sitios, y
condiciones climdticas reinantes en los periodos de muestreo; asi como las posibles
asociaciones con variables del hospedador como sexo, categoria etaria, condicidén
corporal, niveles de estrés, niveles de anticuerpos naturales, y tipo de grupo social y
tamafio grupal entre las variables sociales. También se consideraron como posibles
determinantes de la abundancia a las interacciones interespecificas entre pardsitos

coinfectantes.

Se pudo determinar que los pardsitos gastrointestinales que componen esta
comunidad son al menos 11 especies, 4 de ellas son nematodes (Nematodirus spp.,
Trichuris sp., Capillaria sp., Strongyloides sp.); 1 especie de cestode (Moniezia cf.
benedeni); y 5 especies de protozoos (Eimeria lamae, E. alpacae, E. punoensis, E.
macusaniensis, E. ivitaensis). Los protozoos encontrados son especificos de CS, pero la
presencia de huevos de Nematodirus spp., Moniezia cf. benedeni y Strongyloides sp. en
materia fecal indican que los guanacos estdn siendo infectados por patégenos de ganado

doméstico.

Por otro lado, andlisis estadisticos permitieron dilucidar asociaciones entre las
abundancias parasitarias y un sector geogrifico de la reserva determinado,

especificamente con Nematodirus spp. y Moniezia cf. benedeni en el NO de La Payunia.
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El periodo y afio de muestreo son significativos para las abundancias de
Nematodirus spp., Moniezia cf. benedeni, y Eimeria spp.; y la estacién climdtica para
Trichuris sp., Capillaria sp., Moniezia cf. benedeni, Eimeria spp. y E. macusaniensis.
Las condiciones meteorolégicas reinantes en la estacion de muestreo como en la

inmediata anterior influyen en los conteos de ooquistes de Eimeria spp. inicamente.

Al considerar las variables intrinsecas del hospedador que afectan las abundancias
parasitarias sélo cuentan el sexo y la categoria etaria (para Nematodirus spp., Trichuris

sp., Moniezia cf. benedeni, Eimeria spp., E. macusaniensis).

El tipo de grupo social no afecta las abundancias parasitarias, pero si hay una
relaciéon negativa entre el tamano de grupo y los conteos de huevos de Moniezia cf.

benedeni.

Los niveles de estrés (MCF) y niveles de anticuerpos naturales no estdn asociados

a las cargas parasitarias.

En la comunidad gastrointestinal de guanacos de Payunia existen asociaciones
interespecificas positivas entre los conteos de Eimeria spp. y E. macusaniensis; entre
abundancias de E. macusaniensis y Nematodirus spp.; y entre conteos de Eimeria spp. y

Nematodirus spp.

Esta tesis pone de manifiesto la importancia de considerar los multiples factores
que influyen en las dindmicas parasitarias en poblaciones silvestres, teniendo en cuenta
que interactdan estableciendo una intrincada red de causalidad; y sugiere ampliar los
horizontes en los estudios de dindmicas de salud y enfermedad, més alld de las variables
tradicionalmente consideradas como determinantes de las prevalencias y abundancias de

los patégenos de fauna silvestre.
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