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1. RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue contribuir al conocimiento del efecto del
endofito novel AR584 asociado a la festuca Fortuna, su impacto en la
ganancia de peso vivo y parametros fisioldgicos de novillos y su asociacion
con el desarrollo de la mosca de los cuernos. Se utilizaron novillos Angus
(n=21), entre 12-18 meses de edad que fueron bloqueados por edad y peso
vivo y asignados a tres tratamientos de pastoreo: festuca Fortuna con
endofito AR584 (Fo+, n=7), festuca Fortuna sin endofito (Fo-, n=7) y
Kentucky 31 con enddfito salvaje (K31, n=7) durante un afio. En las pasturas
se determind el forraje disponible y remanente. La presencia del enddfito en
el forraje se evalud a través del blotting test. En los animales se registré el
peso vivo (PV), la frecuencia respiratoria (FR), la temperatura rectal (TR) y
subcutidnea (TSC), asi como la concentracion de enzimas hepaticas, urea,
creatinina, colesterol, prolactina (PRL) en suero y ergo-alcaloides en orina.
El efecto de los alcaloides sobre la carga de moscas de los cuernos adultas
se monitoreé a través de registros fotograficos y el desarrollo larvario se
evaluo a través de la determinacion de sobrevida de éstos, en heces frescas
de bovinos de los tres tratamientos. No se encontraron diferencias entre los
tratamientos en el forraje disponible, ni en el forraje remanente. El porcentaje
de infeccion del endéfito fue de 97, 96 y 0 % para K31, Fo+ y Fo-
respectivamente. Los novillos de Fo+ y Fo- presentaron similar ganancia de
peso vivo, concentracion de Fosfatasa Alcalina Sérica, colesterol y PRL,
pero fueron mayores (P<0,05) que los observados en los novillos
consumiendo K31. La TR, TSC, FR, la concentracion de urea y ergo-
alcaloides en orina, fueron mayores (P<0,05) en novillos que consumian K31
que en novillos que consumian Fo+ y Fo-, no encontrdndose diferencias
entre estos. En el primer pico de moscas (fines de primavera) los animales
de K31 presentaron mayor (P<0,05) carga de moscas que Fo+ y Fo-, no
encontrandose diferencias entre estos. El nUmero de pupas obtenidos no fue
diferente entre los tratamientos. Estos datos nos permiten aseverar que el
uso del control positivo (K31) evidencié la toxicididad de los alcaloides
consumidos. Concluimos que el consumo de Fo+ no afecta los parametros
fisiologicos de los animales que la consumen bajo condiciones
edafocliméticas de la regién este de Uruguay. Ademas, el consumo de la
misma no tiene un efecto en la carga de la mosca de los cuernos ni en el
desarrollo larvario.
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2. SUMMARY

The objective of this project was to enhance the knowledge on the effects of
novel endophytes associated with Fortuna tall fescue on live-weight gain and
physiology of steers and the relation of the endophytes with horn fly
(Haematobia irritans irritans). A total of 21 Angus steers of 12-18 months
were blocked based on their age and weight. The treatments consisted on
three different pastures where the steers were assigned to graze during one
year: Fortuna fescue with AR584 endophyte (Fo+, n=7), Fortuna fescue
without endophytes (Fo-, n=7) and Kentucky 31 fescue with wild endophytes
(K31, n=7). Available and remaining forage was determined in the pastures.
The presence of endophytes was determined using blotting test.
Measurements on the steers included: live weight (LW), respiration rate
(RR), rectal temperature (RT), subcutaneous temperature (SCT) as well as
liver enzymes concentration, urea, creatinine, cholesterol, prolactin in serum,
and ergo-alkaloids in urine. The effect of alkaloids on adult horn fly load
(Haematobia irritans irritans) was monitored using photographic records,
while larval development was evaluated through determination of their
survival in fresh feces. No significant differences were observed in the
remaining forage between the treatments. The percentage of endophyte
infection was of 97, 96 and 0 % for K31, Fo+ and Fo- treatments,
respectively. The steers of Fo+ and Fo- showed similar gaining in live weight,
alkaline phosphatase, cholesterol and prolactin concentration, and were
higher than (P<0.05) the observed values in steers consuming K31. The RT,
SCT, RR, urea and ergo- alkaloids concentration in urine were higher (P<
0.05) in steers consuming K31 than steers consuming Fo+ and Fo-, without
significant differences among these two. In the first peak of horn fly (late
spring) steers in K31 had higher (P<0.05) load of horn flys than Fo+ and Fo-,
without significant differences among them. The number of pupae obtained
was not different in the three treatments (P=0.637). These results enable us
to state that the consumption of Fo+ does not affect the physiological
parameters of steers consuming it under the edapho-climatic conditions in
the East region of Uruguay. Furthermore, its consumption does not influence
the control of horn fly development, neither in adult nor larval stages.



3. INTRODUCCION

En los dltimos afios una de las tematicas mas relevantes a nivel mundial, ha
sido la referente al “calentamiento global” y su efecto en el cambio del clima
en diversas regiones del mundo. En Uruguay, existe una creciente
preocupacion en relacion a los posibles impactos negativos sobre la
produccion agropecuaria. Estudios realizados a nivel de la regién han
demostrado que en los ultimos 60 a 70 afios se ha incrementado el promedio
anual de lluvias (en primavera y verano), las temperaturas minimas a lo largo
del afio, asi como los eventos extremos (exceso hidrico, sequias y olas de
calor), lo que estaria promoviendo entre otros aspectos un aumento de la
incidencia de enfermedades, plagas y parasitos tanto en la produccion
vegetal como en la produccion animal (Bidegain, 2008; Travasso, 2008;
Oyhantcabal, 2009). Esto determina la necesidad de desarrollar estrategias
de adaptacion que involucren mejoras en la capacidad de produccion
forrajera en particular pasturas tolerantes al ataque de plagas, asi como a
las adversidades climaticas.

Ha sido largamente demostrado que las asociaciones simbioticas entre
gramineas y endofitos permiten incrementar la tolerancia de las plantas
infectadas a la escasez de agua y al ataque de parasitos y/o predadores
(Popay & Rowan, 1994; Schardl et al. 2004). Uno de los ejemplos es la
Festuca arundinacea asociada al hongo endofito Epichlée coenophiala
(Leuchtmann et al. 2014). La festuca es una graminea forrajera perenne,
utilizada en forma pura o en mezclas con leguminas para la alimentacion del
ganado en sistemas intensivos asociados a la produccion lechera e
invernada. Cuando estd asociada simbidticamente al hongo enddfito
Epichloe coenophiala, adquiere mayor capacidad productiva y resistencia a
factores bidticos como insectos y parasitos (Schardl et al. 2004) y abiéticos
como el estrés hidrico (Glenn et al. 1996). Sin embargo, los endéfitos
producen ergo-alcaloides que impactan negativamente en la salud de los
bovinos que la consumen. La toxicidad de la festuca depende de las
condiciones edafoclimaticas como el contenido de nitrégeno y fésforo del
suelo, asi como de la humedad relativa y temperatura ambiente. Se ha
demostrado que, a mayor humedad relativa y temperatura ambiente, mayor
toxicidad (Rottinghaus et al. 1991; Arechavaleta et al. 1992; Malinowski et al.
1998). Ademas, varia la susceptibilidad de las especies afectadas, siendo
los bovinos uno de los mas susceptibles. En los mismos causa los trastornos
conocidos como “Pie de Festuca” en invierno, Necrosis Grasa y el “Sindrome
Distérmico” en verano (Strickland et al. 2011).

En la busqueda de nuevas asociaciones simbibdticas menos perjudiciales
para el ganado, se han identificado y patentado nuevos hongos enddfitos
capaces de producir solamente los alcaloides que poseen efectos benéficos
sobre las plantas (Roylance et al. 1994; Scharld & Panaccione, 2005),
guedando demostrado que estas asociaciones mejoran la productividad,
reducen el ataque de fitoparasitos (Bouton et al.1993) y no afectan la salud
de los animales que la consumen (Parish et al. 2003b). Al presente se
cuenta con un reporte (Johnson et al. 2012) donde se teste0 la inocuidad del
hongo endofito AR584 en bovinos. Estos autores encontraron que la
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ganancia de peso vivo fue similar entre novillos que consumian festuca con
AR584 y los que consumian festuca libre de endoéfito (E-), pero fueron
mayores que para los novillos que consumian festuca con el enddfito toxico
(E+). Ademas, la temperatura rectal fue mayor para los animales que
consumian E+ que para AR584 y E-, no encontrando diferencias entre éstos.
Dado que las condiciones edafocliméaticas afectan la toxicidad de estas
asociaciones y teniendo en cuenta la importancia de contar con esta
tecnologia en nuestro pais, se plantea estudiar una nueva asociacion:
Festuca arundinacea cv Fortuna con el enddéfito AR584 con bovinos machos
de sobreafio pastoreando esta festuca con y sin el hongo asociado en la
region este de Uruguay.

Por otro lado, los mismos alcaloides producidos y circulando en el animal
podrian controlar parasitos. Se ha sugerido que el consumo de festuca
Kentucky 31 reduce la presencia de ectoparasitos como la mosca de los
cuernos, demostrando una reduccién en la carga de moscas adultas (Brown
et al. 1993) y el desarrollo larvario de las moscas cultivadas en heces de
bovinos (Parra et al. 2013). No hemos encontrado otros reportes al respecto.
Esta informacion nos alienta a conocer si el consumo de festuca asociada a
nuevos endéfitos conserva esta propiedad de regulacion parasitaria a través
del consumo de alimentos.

En suma, el presente proyecto plantea el estudio de la respuesta fisiol6gica
de los bovinos al consumir esta nueva asociacion de festuca-endofito
cuando es cultivada bajo condiciones ambientales de Uruguay.
Paralelamente se analizaran los posibles efectos benéficos en el control de
la mosca de los cuernos.



4. ANTECEDENTES

Uruguay ha sido definido como un pais ganadero por excelencia. La
ganaderia como rubro exclusivo ocupa 12,4 millones de hectareas, de las
cuales el 89% es de pasturas naturales (campo natural) y 11% son pasturas
mejoradas (mejoramientos, praderas o verdeos), ocupando en su totalidad el
76% de la superficie total del pais. La produccidon pecuaria representa el
28% del PIB agropecuario, el 3,2% del PIB nacional y el 16,1% de las
exportaciones agropecuarias (DIEA, 2016). La produccion de carne en
Uruguay esta basada en pasturas naturales e introducidas. La productividad
de las mismas, se relaciona directamente con las cantidades y la distribucion
estacional de las precipitaciones y en segundo lugar es afectada por otras
variables climaticas (Yahdjian & Sala, 2008). Los establecimientos
tradicionales se basan histéricamente, en un sistema extensivo de
produccion, donde la vegetacion natural es la base de produccion de
alimentos. Por lo que ante esta situacion el modelo de produccion se basa
en acompasar las demandas de los animales con el ciclo de las pasturas.

Este sistema se encuentra presionado para lograr aumentar su productividad
y rentabilidad debido a “factores de cambio” internos y externos, tales como
el precio la tierra, competencia por el recurso suelo con otros rubros, el
precio del producto, el tipo de cambio, cumplimiento de exigencias de
mercados y la propia regulacion ambiental local. En los ultimos afios, ha
habido una tendencia a modificar las pasturas naturales, mediante la
introduccibn de nuevas especies, pasturas implantadas, el uso de
fertilizantes y en algunos casos el riego. El paso de pasturas naturales a
pasturas implantadas, puede brindar el potencial necesario para aumentar la
productividad, pero también plantea interrogantes de tipo ambiental. Existe el
riesgo de que esta transicion hacia un sistema de pasturas modificadas
tenga una menor resistencia a factores tales como el cambio climatico.

Durante las ultimas décadas ha crecido la conciencia mundial acerca de la
tendencia del calentamiento global y en consecuencia el cambio del clima.
Ante la situacién de incremento en la variabilidad climatica y de una mayor
frecuencia de eventos extremos que se espera para nuestro pais, sera
necesaria la aplicacion de medidas de respuesta al cambio climatico a partir
de las medidas de mitigacién y de adaptacién (Informe final MGAP, 2011). Si
bien es importante corregir las causas que dieron origen al cambio climatico
utilizando medidas de mitigacion, se vuelve imprescindible la necesidad de
adoptar medidas de adaptacion, especialmente por parte de los sectores de
la agricultura, debido a su conocida dependencia con el clima.

Una alternativa a la adaptacion es la utilizacion de forrajes que sean mas
resistentes a los eventos climéaticos extremos (sequias o excesos hidricos).
Una de las gramineas de las que hay abundante informacion debido a su
versatilidad de adaptacion a diferentes tipos de suelo y climas, es la Festuca
arundinacea. Estas propiedades se ven incrementadas cuando se encuentra
infectada con un hongo enddfito, el Epichlée coenophiala. Por sus fuertes
implicancias en la ganaderia mundial, han sido estudiados con gran interés,
las asociaciones entre hongos enddfitos y gramineas, especialmente en
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raigras y festuca. Numerosas investigaciones han sido desarrolladas, no solo
desde la perspectiva de la respuesta animal y de los aspectos toxicologicos
involucrados, sino que también desde el punto de vista de la planta, del
hongo y de cémo explorar los beneficios que ofrecen estas asociaciones
endofito-pasto.

4.1 Relacién Festuca arundinacea var Schreb y el hongo endoéfito
Epichl6e coenophiala

La Festuca arundinacea es una especie originaria de las regiones templadas
de Europa, Asia y Norte de Africa (Maddaloni & Ferrari, 2001). Si bien hubo
investigaciones tempranas en pequefias parcelas, su popularidad comenzo
en 1943 con la liberacidbn comercial del cultivar “Kentucky 31" que fue
ampliamente aceptada por los agricultores entre las décadas de 1940 y 1950
(Hoveland, 1993).

Debido a la alta adaptabilidad a un amplio rango de condiciones
ambientales, alta persistencia bajo diferentes sistemas de manejo, buen
rendimiento forrajero, larga temporada de cultivo, asi como excelente
produccion de semillas y resistencia a plagas (Bacon & Siegel, 1988;
Schmidt & Osborn, 1993; Lacefield et al. 2004), la festuca es una de las
gramineas perennes templadas mas utilizada alrededor del mundo
(Hannaway et al. 2009). En Uruguay es la principal graminea templada
perenne cultivada tanto en pasturas puras como en mezclas con
leguminosas, ocupando el 49% del total del area de pasturas artificiales del
pais (DIEA, 2015). Se utiliza principalmente en sistemas intensivos
asociados a la produccion lechera e invernada.

Sus caracteristicas de adaptabilidad se han atribuido a la naturaleza de una
simbiosis mutualista de la festuca con un hongo endéfito, Epichloe
coenophiala (Bush et al. 1997; Panaccione et al. 2001). Este pertenece a la
familia Clavicipitaceae, originalmente identificado como Epichlée typhina
(Bacon et al. 1977), luego como Acremonium coenophialum (Morgan-Jones;
Gams, 1982) y posteriormente como Neotyphodium coenophialum (Glenn et
al. 1996). En el 18° Congreso Internacional de Botanica realizado en
Melbourne, Australia, se realizaron cambios en las reglas de nomenclatura
Internacional para algas, hongos y plantas, y Neotyphodium coenophialum
fue reclasificado en el género Epichlée (Leuchtmann et al. 2014).

Los endofitos (endo: dentro; phito: planta), son hongos de origen natural
cuyo ciclo de vida completo se produce dentro de la planta. Viven en los
espacios intercelulares de diferentes 6rganos de la misma (excepto en la
raiz) sin dafar sus células y se transmiten de forma asexual de una a otra
generacion de plantas por medio de las semillas (Waller, 2009). Tienen un
ciclo de vida directo (figura 1), que se caracteriza por crecer dentro de la
planta por medio de hifas. En este sentido no producen estromas, por tanto,
no pueden ser transmitidos a otras gramineas, excepto a través de sus
semillas; tampoco producen conidios 0 ascosporas, por lo tanto, no forman
estructuras reproductivas visibles (Bacon & De Battista, 1991).
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Figura 1. Ciclo de vida del endéfito. El hongo se disemina solamente por la semilla. Cuando
esta germina, el hongo coloniza principalmente vainas y hojas inferiores en la base la
planta. Cuando la planta florece, el hongo coloniza las semillas.?

Los cambios estacionales influyen en la distribucibn de E. coenophiala
dentro de la planta. Siegel et al. (1985) observaron que el recuento de
micelios se correlaciona positivamente con aumentos en la temperatura y
durante los periodos de inactividad de la planta los micelios se confinan en la
region del meristema apical. Cuando se reactiva el crecimiento de la planta,
las hifas del hongo comienzan a crecer en los espacios intercelulares.

La asociacion de la festuca y su endéfito es una simbiosis mutualista donde
el hongo recibe de la planta: nutrientes, proteccion y una via para
diseminarse (Hill et al. 1991). La planta se beneficia porque los alcaloides
que produce el hongo Ile confieren ciertas ventajas adaptativas,
especialmente bajo ambientes de estrés. Se ha demostrado que estos
alcaloides protegen a la planta huésped contra el estrés bidtico (insectos,
nematodes, hongos u otros patdgenos) y abidtico (sequia, deficiencia
mineral y bajo pH del suelo) (Thompson et al. 2001). Todo esto se traduce
en mayor produccion de biomasa y de semillas en relacién a las plantas no
infectadas (Hill et al. 1991; West et al. 1993). Ademas, la presencia del
endofito no altera las caracteristicas agrondmicas de la festuca, ni los
parametros de calidad tales como la proteina cruda (PC), fibra detergente

1Grasslanz Techonology, (2011).
http://www.grasslanz.com/UnderstandingtheScience/Novelendophytetechnologies.aspx.
Fecha de consulta: 10/3/16.
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neutro (FDN), fibra detergente acida (FDA) y la digestibilidad in-vitro de la
materia seca (DIVMS) (Bush & Burrus, 1988).

El E. coenophiala, sintetiza cuatro clases de alcaloides: pirrolizidinas (ej.:
lolina), pirrolopirazinas (ej.: peramina), indol diterpenoides y ergo-alcaloides
(ej.: ergovalina) (Siegel et al. 1990). Las lolinas y las peraminas son los
principales alcaloides encargados de la disuasion de los insectos y
resistencia al estrés hidrico, respectivamente (Clay et al. 1985; Riedell et al.
1991; Porter, 1995).

En un ensayo Popay et al. (1999), evaluaron el efecto del enddfito sobre las
larvas del gorgojo argentino del tallo. Con la presencia del endéfito toxico
(E+), solo el 10% de los tallos estaba infectado por larvas, en tanto que la
pastura sin enddfito (E-) el 60% de los tallos estaba infectado con larvas.

Las plantas de festuca infectadas con endofito (E+) son usualmente mas
persistentes bajo déficit de agua que aquellas no infectadas (E-) (Bacon et
al. 1993; West et al. 1993). Assuero et al. (2000) reportaron que la festuca
E+ tenian menos peso en seco y menor numero de macollos, pero una tasa
de crecimiento neta mas alta durante el déficit de agua que las plantas E-.
Ante moderado déficit de agua las plantas E+ reducen el crecimiento y la
senescencia mientras acumulan osmoprotectores (azUcares) dentro de la
base del tallo, siendo éstos mecanismos menos intensos en las plantas E-
(Assuero et al. 2006), por lo que en severos déficits hidricos las plantas E+
sobreviven debido a la baja exposicion del area foliar y la alta concentracion
de osmoprotectores en sus meristemas mientras que las E- mueren por la
baja tolerancia a la deshidratacion.

La infeccion endofitica generalmente se mide por la presencia (+) o ausencia
(-) de hifas fungicas dentro de los tallos o semillas de festuca y se indica el
porcentaje del total de tallos o semillas infectadas en la poblacion. Se
pueden emplear algunas técnicas para la determinacion del enddfito, las
mas comunmente utilizadas son la microscopia y la utilizacién de
anticuerpos monoclonales. Para la observacibn macroscopica se pueden
utilizar la tinciébn con azul de anilina (Bacon et al.1977) o rosa de bengala
(Hiatt et al. 1999). La técnica basada en anticuerpos monoclonales
(inmunoblott o Blotting test) es tan confiable como la microscopia, pero es
mas rapida y menos subjetiva, siendo capaz de identificar la presencia del
endofito desde tres semanas después de la germinacion de la planta,
mientras que la microscopia lo hace a partir de la sexta semana pos
germinacion (Hiatt et al. 1999; Hill et al. 2002) (figura 2).
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Figura 2. Prueba de anticuerpos monoclonales para el endéfito E. coenophiala en
secciones transversales de macollos de festuca. La mancha indica la presencia del enddfito
(+), la ausencia de ella indica libre de endodfito (-). La variacion en la intensidad de la
mancha (color rojo) refleja la variacion en la distribucion del enddfito entre y dentro de los
tallos. Los numeros 1, 5 y 18 indican la parcela donde fueron extraidos los macollos
(Festuca con enddfito AR584, festuca sin enddfito, y festuca con enddfito tdxico
respectivamente).

Mas importante que la identificacion del enddfito en la pastura o semilla, es
la identificacion de la presencia y cantidad de alcaloides toxicos que son
producidos por el mismo. Estos pueden ser medidos de forma cuantitativa
por medio de HPLC (Rottinghaus et al. 1991; Hill et al. 1993; Spiering et al.
2002; Kallenbach et al. 2003). Otro método para medir alcaloides toxicos en
la festuca es el ELISA (Reddick, 1988; Gwinn et al. 1991). Este tiene una
ventaja sobre HPLC ya que ademas de la ergovalina, puede detectar a los
demas ergo-alcaloides.

4.2 Efectos de los alcaloides producidos por Eplichlée coenophiala en
los bovinos

Los principales alcaloides generados por la interaccién de la planta y el
enddfito  son los  ergo-alcaloides, indol-diterpenoides, lolinas
(aminopirrolizidinas saturadas) y peraminas (pirrolopirazinas) (Porter, 1995;
Young et al. 2013). Aunque estos compuestos pueden ser benéficos porque
protegen a la planta de la predacién por insectos, nematodes y otros
patégenos (Thompson et al. 2001), es bien conocido el efecto negativo de
los ergo-alcaloides y los indol-diterpenoides que resulta en pérdidas en la
produccién de ganado en pastoreo (Bacon et al.1977).

La festucosis es una condicidon que se produce a partir del pastoreo de
festuca E+, tiene un impacto perjudicial en el rendimiento animal y es de
gran importancia economica para la industria de la carne. Se ha llevado a
cabo mucha investigacion para comprender mejor el papel y el impacto de la
ingestion de ergo-alcaloides en la alteracion de la fisiologia animal, asi como
el desarrollo de enfoques de manejo para aliviar los problemas de
desempeiio asociados.



Los ergo-alcaloides se pueden agrupar en tres grandes clases dependiendo
de la unién de los grupos funcionales al resto del anillo del acido lisérgico
comun a sus estructuras (Rutschmann & Stadler, 1978): 1) el acido lisérgico
es una clase propia y tiene un grupo funcional que consiste en un acido
carboxilico, 2) las amidas simples de acido lisérgico y 3) los alcaloides
ergopeptidicos o ergo-péptidos (figura 3). Estos ultimos estan formados por
la union del &cido lisérgico mas tres aminoacidos; la variacion de estos
aminoacidos determina los diferentes ergo-péptidos (Scharld & Panaccione,
2005). Todas las clases de ergo-alcaloides son potencialmente toxicas que,
con la exposicidn cronica, pueden causar festucosis.
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Figura 3. Esquema general de la biosintesis de ergo-alcaloides de la simbiosis Festuca-
Eplichloe coenophiala. DMAPP: difosfato de dimetililo; Trp: triptéfano; DMATrp, dimetilol-
triptéfano; DraW: gen que codifica para DMATrp sintasa; LPS1 y LPS2, dos subunidades de
D-lisergil péptido sintetasa; Y IpsA y IpsB, codifican para las enzimas LPS. 1: acido lisérgico;
2: amidas simples del &cido lisérgico y 3: ergo-péptidos. 2

De todas formas, clasicamente se ha atribuido la etiologia de la intoxicacion
por consumo de festuca, al grupo de los ergo-péptidos; dentro de este grupo
la ergovalina es la que se encuentra en mayor concentracion (84 a 97 % de

2Bush, LP., Fannin, FF. (2009). Alkaloids. In: Fribourg, HA., Hannaway, DB., West, CP. Tall
fescue for the Twenty-first Century. Ed. Lisa Al-Amoodi, Agronomy Monograh 53, ASA,
CSSA, SSSA, Madison, WI, Cap. 13, pp.229-249.
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la fraccion total; Porter, 1995; Strickland et al. 2011). Las concentraciones
minimas de 50 a 500 ppb de ergovalina pueden causar problemas clinicos
en el ganado (Evans et al. 2004), y en tallos y hojas puede encontrarse en
concentraciones entre los 200 y 600 ppb, mientras que en las semillas puede
estar entre las 2000 a 4000 ppb.

4.2.1 Absorcién y biodisponibilidad en el rumiante

No hay datos que describan la biodisponibilidad de las diferentes clases de
ergo-alcaloides en los bovinos que consumen festuca E+. Esto hace que se
pueda especular, pero no saber certeramente, que ergo-alcaloide produce la
intoxicacion.

De todos los alcaloides ergo-péptidos, la ergovalina es la que esta presente
en mayor concentracion (Lyons et al. 1986) y se cree que es la responsable
de la festucosis (Joost, 1995). Hill et al. (2001) reportaron que el acido
lisérgico (el anillo central de los ergo-péptidos) atraviesa el epitelio ruminal
en una tasa mayor que cualquier otro alcaloide que haya sido testeado y
sugieren que puede ser éste y no la ergovalina, el responsable de la
festucosis. Sin embargo, estos autores no testearon todos los alcaloides
presentes en la festuca infectada con enddfitos e incluso no evaluaron la
absorcién ruminal de ésta. En acuerdo con éstos, Westendorf et al. (1993) y
Strickland et al. (2011) sugirieron que el primer sitio de degradacion y
absorcion de los alcaloides es en el rumen.

Algunos autores han sugerido que los alcaloides que se encuentran en las
pasturas, una vez liberados por los microrganismos ruminales, son
rapidamente absorbidos en rumen como &cido lisérgico y amidas del &cido
lisérgico y biotransformados en el higado por la enzima citocromo P450 3A,
la cual hace al ergo-péptido mas hidrofilo para ser posteriormente excretado
(Moubarak & Rosenkrans, 2000; Settivari et al. 2008; Strickland et al. 2011).
Se ha descrito que, en funcion de su peso molecular, sera la ruta de
excrecion que tome (Eckert et al.1978). Con excepcién de la dietilamida del
acido lisérgico (que se excreta en bilis), los ergo-alcaloides con un peso
molecular de menos de 350 Da fueron excretados en los tubulos renales con
la orina, los que tenian pesos moleculares entre 350 y 450 Da a menudo
fueron excretados en orina y bilis y aquellos con pesos moleculares por
encima de 450 Da se excretaron en la bilis.

En un ensayo realizado por De Lorme et al. (2007), encontraron que la
concentracion de &cido lisérgico en orina de ovejas, fue 1,4 veces mayor de
la que determinaron en el forraje y que no se detectd la presencia de
ergovalina. Debido al peso molecular de la ergovalina y a su polaridad, se
esperaba que se excretara en bilis y apareciera en heces, como se demostré
en trabajos previos donde utilizaron ergo-alcaloides radiomarcados (Eckert
et al. 1978). A su vez, encontraron que la concentracion de acido lisérgico en
las heces era mayor que en la dieta, lo que indica que fue producido por los
microbios ruminales a partir de la degradacion de los ergo-alcaloides
presentes en el forraje y que, aunque la ergovalina puede representar hasta
el 80% de los alcaloides producidos en la festuca (Lyons et al. 1986),



muchos otros ergo-alcaloides, como la ergocriptina, la ergotamina y la
ergonovina, pueden encontrarse en la festuca E+. Todos éstos contienen la
estructura del anillo del acido lisérgico y varian solo en la composicion de la
cadena lateral. Por lo tanto, tedricamente se pueden degradar a &cido
lisérgico y pueden explicar la cantidad adicional de éste que se excreta (De
Lorme et al. 2007). Estos autores propusieron un modelo de degradacion y
absorcion de ergo-alcaloides en el tracto digestivo de los rumiantes (figura
4).
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Figura 4. Modelo propuesto para explicar el metabolismo, absorcion y excrecion de los ergo-
alcaloides. El forraje que contiene ergo-alcaloides entra en el rumen, donde se produce la
digestion microbiana del material vegetal y los alcaloides son liberados al liquido ruminal.
Los ergo-péptidos son degradados por los microorganismos ruminales en alcaloides de
ergolina simples o a acido lisérgico. La ergolina y el acido lisérgico, son absorbidos a través
del rumen en grandes cantidades. Los ergo-péptidos que quedaron sin degradarse, son
absorbidos en pequefias cantidades. Una vez absorbidas, se transportan a través del
torrente sanguineo hasta el higado, donde pueden metabolizarse para poder ser
excretados. Desde este, los ergo-alcaloides de gran peso molecular se excretan a través de
la bilis, y los de bajo peso molecular a través de la orina. EV= ergo-péptidos, LA= acido
lisérgico.?

Stuedemann et al. (1998), demostraron que aproximadamente el 96% de los
ergo-alcaloides se excretan por la orina y muy pocas cantidades de éstos
por la bilis. Ademas, observaron que dentro de las 12 h después de cambiar
los novillos de festuca E- a E+, los niveles de alcaloides urinarios
aumentaron hasta aproximadamente el 33% de aquellos encontrados en
novillos que pastorean continuamente E+.

La medicion en suero de varios ergo-péptidos inyectados via intravenosa en
unos terneros mostré una distribucion que durd aproximadamente una hora
en el organismo, la cual se dividio en tres fases: una de equilibrio de la
distribucion del volumen, otra de equilibrio entre sangre y tejido, y la ultima

8 De Lorme, MJM., Lodge-lvey, SL., Craig, AM. (2007). Physiological and digestive effects of
Neotyphodium coenophialum-infected tall fescue fed to lambs. J Anim Sci 85:1199-1206.
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de eliminacion por el higado (Moubarak et al. 1996). Ademas, existe
evidencia que los ergo-péptidos se acumulan en el tejido adiposo, aunque
los resultados obtenidos en diferentes experimentos no han sido
consistentes (Strickland et al. 2011).

Debido a que la vida media serologica de los ergo-alcaloides es de solo
minutos, la medicion en sangre es dificil (Moubarak et al. 1996). Es por esto
que, Stuedemann et al. (1998), sostienen que los patrones de excrecion
urinaria son el mejor indicador del pasaje en la circulacion de los ergo-
alcaloides en rumiantes.

4.2.2 Etiopatogenia de la intoxicacion

Los ergo-alcaloides se componen de un anillo de ergolina que los hace muy
similar en estructura a ciertos neurotransmisores: epinefrina, dopamina,
norepinefrina y serotonina (Larson et al. 1995) (figura 5). Estos cuatro
compuestos son neurotransmisores normalmente encontrados en el cuerpo
que regulan una cantidad importante de conductas fisiolégicas como el
apetito, la funcion cardiovascular, la actividad endocrina, la motilidad
gastrointestinal, la contraccion muscular y la regulacion de la temperatura.
Los ergo-alcaloides tienen propiedades farmacolégicas diversas, ya que son
capaces de interactuar con los receptores dopaminérgicos, a-2 adrenérgicos
y serotoninérgicos en el cuerpo (Berde & Strumer, 1978; Muller-Schweinitzer
& Weidmann, 1978; Pertz & Eich, 1999). Algunos rasgos fisiol6gicos
regulados por los neurotransmisores se alteran tras el pastoreo de festuca
infectada con endofito debido a las actividades farmacologicas de los ergo-
alcaloides consumidos (Oliver, 1997).

NH

Figura 5. Semejanzas estructurales entre ergo-alcaloides y neurotransmisores. Ergovalina
(A) contiene &acido lisérgico (B) que incluye ergolina (C). La ergolina es muy similar en
estructura a varios neurotransmisores, incluyendo serotonina (D), epinefrina (E) y dopamina
(F)*.

Dado que la activacion de los receptores de dopamina D1 estimula la
vasodilatacion, el antagonismo de estos receptores con el consumo de ergo-
alcaloides se asocia con vasoconstriccion (Cross et al. 1995). Por otro lado,

4 Esquema modificado de Burns, MG. (2012). Timing of exposure to toxic tall fescue: Effects
on beef cattle reproduction. Thesis Doctor of Philosophy on Animal and Veterinary Sciences.
Clemson University. Carolina del Sur, Estados Unidos. 69 p.
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los alcaloides de la festuca actian como agonistas de los receptores de
dopamina D2. La dopamina actuando a través de sus receptores D2
hipofisarios inhibe la secrecidon de prolactina (Strickland et al. 1992; Cross et
al. 1995). Por lo tanto, el accionar agonista de los ergo-alcaloides sobre los
receptores D2 produce una reduccién de los niveles de prolactina, que es
uno de los parametros bioquimicos més frecuentemente encontrados en los
animales expuestos a la festucosis, razén por la cual se considera su
utilizacion como biomarcador de la exposicion (Strickland et al. 1992; Emile
et al. 2000; Oliver et al. 2000; Browning et al. 2001).

Una de las funciones de la dopamina y/o la prolactina es el control
termorregulatorio en el centro del hipotalamo; la disminucién de la prolactina
y/o la perturbacion de los receptores de dopamina pueden causar
hipertermia o hipotermia, dependiendo de si la temperatura ambiental esta
por fuera del rango termoneutral del animal (Spiers et al. 2005). Es asi como
se diferencian dos sindromes en animales consumiendo festuca E+: el “pie
de festuca” que es propenso a aparecer a temperaturas menores de 8°C y el
“sindrome distérmico” que se hace evidente cuando la temperatura supera
los 31°C (Schmidt & Osborn, 1993; Tor-Agbidye et al. 2001). Ademas, la
prolactina cumple un papel importante en la lipogénesis a través del control
del metabolismo del colesterol y los triglicéridos en el higado. En un
seguimiento realizado por Oliver et al. (2000) durante tres afios, encontraron
como hallazgo consistente y significante la disminucion de la concentracién
sérica de colesterol en animales pastoreando festuca E+.

Otros receptores que se ven estimulados por el consumo de ergo-alcaloides
son los receptores adrenérgicos alfa-2 y serotonina-2. A través de los
primeros hay una mayor agregacion plaquetaria en sangre que lleva a
coagulacion y necrosis tisular. La induccién de los receptores serotonina-2
genera mitogénesis del musculo liso vascular y estimulacién del centro
termorregulador y de la saciedad en el hipotdlamo que lleva a un aumento
de la temperatura corporal y depresion del apetito respectivamente (Oliver,
1997).

4.2.3 Presentaciones clinicas en bovinos

En el aflo 1948 una enfermedad del ganado semejante al ergotismo,
conocida como “pie de festuca” fue descrita por primera vez en Nueva
Zelanda, mientras que, en Estados Unidos, la misma enfermedad fue
descrita dos afilos mas tarde (Bacon, 1995). En estos reportes no se hallé
presencia de semillas ni esclerétidos asociados a hongos productores de
ergo-alcaloides, por lo tanto, se descartdé a especies de Claviceps como los
posibles agentes etiologicos. Sin embargo, en estudios posteriores, fueron
aislados compuestos alcaloides a partir de festuca (Trethewie et al. 1953).
Cuarenta afios mas tarde Schmidt & Osborn (1993) observaron que bovinos
pastando festuca “Kentucky 31" tenian una menor ganancia de peso en
comparacion con otros bovinos que estaban en una pastura adyacente sin
festuca. Esta observacion dio lugar a una investigacion que reveld que un
hongo endofito crecia dentro de la planta (Bacon et al. 1977). La festucosis
ocurre cuando la festuca (Festuca arudinacea Scherb) es infectada con el
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hongo endéfito Neotyphodium coenophialum (Mayland & Cheeke, 1995;
Waller, 2009).

En los bovinos se han identificado tres tipos de sindromes relacionados con
el consumo de festuca E+: pie de festuca (Jacobson et al. 1969), necrosis
grasa (Stuedemann et al. 1985) y sindrome distérmico, siendo este ultimo el
mas costoso y al que comunmente se le conoce como “festucosis” (Schmidt
& Osborn, 1993).

4.2.3.1 Sindrome del otofio-invierno, pie de festuca o gangrena seca

El pie de festuca se da en el ganado pastoreando festuca E+ durante el
invierno. Jacobson et al. (1969) reportaron gangrena 25 dias después de
empezar el pastoreo de festuca E+, observandose durante los primeros
estadios de la enfermedad un color rojo en la banda coronaria de la pezuiia.
Si el ganado permanece en la festuca E+, a la gangrena le sigue una
necrosis y desprendimiento de la pezufia, pudiendo en ocasiones perder
otras extremidades tales como la punta de las orejas y la cola. Todo esto
como resultado de la vasoconstriccién asociada al consumo de festuca E+
(Yates et al.1979).

Ademas de la afeccion de las extremidades, también se ve reducido el
desempeiio del animal (Jacobson et al. 1969). Read & Camp (1986)
observaron menores ganancias de peso en novillos y vaquillonas
pastoreando festuca altamente infestada con enddfitos en comparacién con
aquellos pastoreando festuca con baja infestacién y observaron a finales del
invierno que algunos animales desarrollaron signos de “pie de festuca”.

La observacion microscopica en disecciones de los miembros afectados que
muestran trombosis de las arterias, conjuntamente con las temperaturas
ambientales bajas y el consumo de ergo-alcaloides de la festuca E+,
permiten hipotetizar que la vasoconstriccion y el bajo flujo de sangre que
llega a las extremidades son la causa de las gangrenas observadas en este
sindrome (Schmidt & Osborn, 1993). A pesar que muchos cientificos han
especulado que existe una relacion entre la presencia de N. coenophialum y
el pie de festuca, existe evidencia que no siempre éste es el caso. Hoveland
et al. (1983) no observaron ninguna evidencia de pie de festuca en un
estudio que realizé durante 4 afos sobre pasturas “Kentucky 31” altamente
infestadas con el endéfito, mientras que Pedersen et al. (1986) obtuvieron
hallazgos similares en un estudio que se realizé durante tres afios.

4.2.3.2 Sindrome de necrosis grasa del bovino

En examenes post mortem se ha diagnosticado que bovinos pastoreando
festuca E+ padecen una patologia conocida como lipomatosis, mas
comunmente denominada necrosis grasa bovina (Stuedemann et al. 1985).
La necrosis grasa se caracteriza por la presencia de masas duras de grasa
necrotica, principalmente en la cavidad abdominal, lo cual genera un
inadecuado espacio fisico dentro de la cavidad y regiones del tracto
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reproductivo que en consecuencia generan signos como problemas
digestivos y distocia (Schmidt & Osborn, 1993).

La ocurrencia de necrosis grasa se ha asociado a bovinos comiendo
pasturas de festuca E+ que han recibido altos niveles de fertilizacion con
nitrogeno y ademas se ha observado que estos animales tienen bajas
concentraciones de colesterol en plasma (Stuedemann et al. 1985).

El sindrome de necrosis grasa del bovino por consumo de festuca E+ no ha
sido reportado en Argentina (Maddaloni & Ferrari, 2001), ni en Uruguay.

4.2.3.3 Sindrome de primavera-verano, hipertérmico o festucosis

Este sindrome es el mas comunmente observado en el ganado. Se
caracteriza clinicamente por la aparicion de animales sedientos, excesiva
salivacion, intolerancia al calor, temperatura corporal y frecuencia
respiratoria aumentada, con bajo desempefio como pobre ganancia de peso,
baja producciéon de leche y baja tasa de concepcién. Es mas dramatico
durante el verano cuando la temperatura alcanza los 31°C, aunque también
se ha observado durante otras épocas del afo, sin descartar la posibilidad
de la exposicion simultdnea a ergo-alcaloides en estos casos (Schmidt &
Osborn, 1993, Tor- Agbidye et al. 2001). A nivel sérico, las concentraciones
de enzimas hepaticas, colesterol y prolactina se encuentran disminuidas
(Thompson et al. 2001).

Los animales se observan con pelo aspero, sin pelechar desde el invierno,
por lo cual el sol decolora el pelo durante el verano. En consecuencia, la
temperatura corporal se eleva, se observa salivacion excesiva y el ganado
pasa mas tiempo en la sombra o dentro del agua durante el dia y menos
tiempo consumiendo forraje (Hemken et al. 1979; Schmidt et al. 1982). Los
estudios han indicado que estos animales mantendran los abrigos de pelo
asperos en los periodos de primavera y verano (Hemken et al. 1984,
Stuedemann & Hoveland, 1988; Schmidt & Osborn, 1993). Aunque la causa
se desconoce, la especulacion indica que la retencion de una capa de pelo
aspera puede estar dirigida a la deficiencia de nutrientes debido a la
vasoconstriccion y la isquemia periférica, o a los niveles hormonales
alterados en los foliculos pilosos (Oliver, 2005). Los resultados de
McClanahan et al. (2008) indicaron que los novillos que se alimentan de
festuca toxica no sélo conservan sus abrigos de pelo asperos, sino que
exhiben un crecimiento continuo del cabello a finales de los meses de
verano.

Las observaciones de cambios fisiologicos en el animal por consumo de
festuca infestada con E. coenophiala han sido también ampliamente
descritas. Jacobson et al. (1969) reportaron frecuencia respiratoria
aumentada en novillos pastoreando festuca E+ comparado con novillos
pastoreando festuca E-, que se acentuaba mas cuando los animales eran
llevados a un corral. Schmidt et al. (1982) reportaron altas temperaturas
rectales para novillos alimentados con semillas de festuca E+ en
comparacién con novillos alimentados con heno de festuca E+. Esta
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respuesta probablemente se explica por la mayor concentracion de ergo-
alcaloides en la semilla que en el heno (Jackson et al. 1984; Siegel et al.
1984; Rottinghaus et al. 1991). Se demostr6 un menor flujo de sangre —
determinado por microesferas radiomarcadas- hacia diferentes tejidos en
novillos con dietas con alta concentracion de ergovalina (Rhodes et al.
1991). Esto se asocié con la vasoconstriccion periférica que sufrieron los
animales consumiendo dietas altas en ergovalina, la cual genero hipertermia.

El ganado que pastorea festuca E+ exhibe cambios de comportamiento que
incluyen pasar mas tiempo en la sombra o alrededor del agua para aliviar el
estrés térmico asociado con la termorregulacion disfuncional. Se ha
observado que novillos alimentados con festuca E+ tienden a cambiar su
tiempo de pastoreo haciéndolo en los momentos mas frios del dia y
pastoreando con mayor frecuencia por la noche y la mafiana temprana que
el resto del dia (Bond et al. 1984). Novillos asignados a potreros de festuca
E+ estuvieron mayor tiempo inactivos y tuvieron pocos movimientos
masticatorios que novillos asignados a potreros de festuca E- (Howard et al.
1992). Schmidt et al. (1982) reportaron que novillos alimentados con semillas
de festuca E+ o heno E+ estaban mas nerviosos y excitados que novillos
consumiendo heno o semillas E-. Las amidas de acido lisérgico e isolisérgico
gue han sido aisladas de festuca E+ se consideran las sustancias causantes
de la depresion y apatia que se observa a veces en los animales
alimentados con esta pastura (Cheeke, 1995).

La mayoria de datos de investigacion de los efectos de E. coenophiala en el
ganado han sido obtenidos a partir de ensayos y seguimientos en novillos de
carne (Schmidt et al. 1982; Jackson et al. 1984; Paterson et al. 1995),
probablemente asociado a que estan en crecimiento y por lo tanto son mas
susceptibles a cambios en la calidad nutricional. La ganancia diaria en
novillos pastoreando festuca E+ ha sido usada como uno de los indicadores
de la severidad de la festucosis. Schmidt et al. (1982) suministraron semillas
0 heno de festuca E+ o E- a novillos durante 53 dias y los novillos
alimentados con semillas o heno E+ ganaron 0,76 kg/dia y 0,38 kg/dia
menos que aquellos alimentados con semillas E-. En una revision
bibliografica acerca del efecto de la festucosis en la productividad del
ganado de carne donde se resumen 12 ensayos realizados en 10
localidades diferentes de Estados Unidos, las ganancias de peso diario de
novillos consumiendo festuca E+ fueron 30 a 100% mas bajas que en
novillos consumiendo festuca E- (Paterson et al. 1995).

4.3 Festucosis en Uruguay y laregion

En América del Sur, la gran mayoria de los establecimientos de produccion
ganadera, utilizan pasturas naturales o cultivadas, en sistemas extensivos o
semiextensivos, que promueven el mayor acceso de los animales a plantas
toxicas como la Festuca arundinacea infectada con el hongo endéfito
Epichlde coenophiala. Esto explica que hayan sido reportados algunos
brotes de intoxicacién por el consumo de la misma, tanto en Uruguay,
Argentina como el Sur de Brasil (Riet-Correa, 1993).
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En Argentina, los antecedentes de toxicicidad de la festuca se remontan al
afio 1972, cuando el grupo de Patologia del INTA EAA Balcarce efectuo el
primer diagnéstico de pie de festuca (Odriozola, 2002). En nuestro pais,
hasta 1991 no se habian presentado casos con sintomas clinicos de
festucosis, pero probablemente podria haber perdidas subclinicas por bajas
ganancias de peso o produccion de leche (Altier, 1991).

La morbilidad de la intoxicacion varia en funcion de los diferentes cuadros
clinicos, siendo del 25 al 70% en el caso del sindrome hipertérmico y del 6 al
80% en el pie de festuca, y por lo general, en ninguna de las dos
presentaciones ocurren muertes espontaneas.

En los ultimos afios, la presentacion de esta intoxicacion se ha vuelto rara
tanto en Uruguay como en Argentina, probablemente debido al uso de
festuca mezclada con otras pasturas como trébol o raigras, asi como la
comercializacion de semillas libres de endodfito con tasas de infeccidon
menores al 5%, que han sido tratadas con fungicidas o almacenadas durante
12 a 15 meses (Riet-Correa et al.2013).

4.4 Desarrollo de una nueva tecnologia: “Endo6fitos Amigables”

Debido a que la eliminacion del endéfito generdé que la festuca redujera su
persistencia, comenzo la busqueda de nuevas cepas de E. coenophiala que
produjeran pequefias o0 nulas cantidades de ergo-alcaloides, pero si
alcaloides que incrementaran la tolerancia de la planta a plagas y a otros
factores de estrés (Roberts & Andrae, 2004).

Por medio de andlisis micoldgicos tradicionales, cromatografia de gas y
HPLC se observé la amplia y variable diversidad de produccién de alcaloides
de pasturas infectadas con endofitos, siendo de gran interés algunas
asociaciones donde no se detectd produccién de ergo-alcaloides ni de
lolitrem B (TePaske et al. 1993; Young et al. 2013). Sin embargo, en
estudios posteriores se determind que estas asociaciones previamente
seleccionadas por sus caracteristicas benéficas (como es la resistencia a
insectos otorgada con las cepas endofiticas téxicas), no siempre mostraron
resultados consistentes (Hunt & Newman, 2005; Timper et al. 2005).

El desarrollo de la nueva tecnologia de endéfitos, se baso en la estrategia de
superar la intoxicacién por consumo de festuca, mediante el aislamiento de
nuevas cepas endofiticas no téxicas de origen natural (“nuevos enddfitos o
endofitos amigables”), y reinfectar cepas de cultivares elite (Bouton &
Hopkins, 2003; Bouton & Easton, 2005). En esta estrategia las
caracteristicas agronomicas del cultivar se mantienen intactas, pero se
elimina la toxicidad animal (Bouton & Easton, 2005). Para lograr esto se
requiere obtener la mejor combinacion cepa endofito-cultivo. Sin embargo,
no todas las infecciones a nivel de cultivar han tenido éxito en la transmision
de semillas y/o en el rendimiento agronémico, requiriendo muchas pruebas
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para identificar la mejor combinacién. Bouton et al. (2002) reportaron que, en
algunas combinaciones, la tasa de transmisién inicial fue solo del 43%, lo
gue indica que ciertas combinaciones no muestran una buena compatibilidad
entre la cepa y el huésped. Hill & Roach (2009) observaron la viabilidad de
diferentes endofitos en la semilla de un cultivar comun de festuca vy
diferentes cultivares utilizando un endéfito coman, y si la viabilidad endofita
durante el almacenamiento de semillas era un rasgo hereditario. El endoéfito
novel ARb542 fue insertado en diferentes cultivares de festuca que
representaban diversos antecedentes genéticos (Parish et al. 2003b; Watson
et al. 2004). La supervivencia de AR542 en la semilla vari6 mucho cuando se
comparé en todos los cultivares (Hill & Roach, 2009). Estos resultados
sugieren que existe una relacion inherente entre la supervivencia de los
endofitos y la genética de las plantas huésped, ya que todos los cultivares
fueron tratados de la misma manera y las variables que pudieron crear
diferencias durante el almacenamiento fueron controladas. Al comparar
Jesup-AR542 y Jesup-AR584, AR584 fue 24% mas viable en comparacion
con AR542 en el que se obtuvo 10% de viabilidad después de 18 meses de
almacenamiento (Hill & Roach, 2009). Esto indica que ademas de una
interaccion de la cepa enddfita-genética vegetal, también existe un efecto
genotipo-enddéfito sobre la viabilidad de la semilla durante el
almacenamiento. Es evidente que la utilizacion de nuevos endoéfitos para
aliviar los efectos de la festucosis es una opcion viable para los productores,
pero también debe tenerse en cuenta la mejor combinacion enddfito-planta
genotipo y la mejora de los rasgos agrondmicos a través del cultivo
tradicional de plantas (Hill & Roach, 2009).

El programa de endodfitos llevado a cabo por Grasslanz Technology y
AgResearch aisla endofitos de pasturas recolectadas de todo el mundo. Una
vez que se identifica una cepa endofitica, se determina el espectro de
compuestos quimicos que produce y el impacto que éstos tienen sobre los
insectos (comunicacion personal, Dr. David Hume). Por otro lado, se realiza
un andlisis genético para determinar la génesis de produccion de alcaloides
de la cepa en cuestion. Las cepas endofiticas con una buena gama de
tolerancia a los insectos se evallan agronémicamente en una serie de
ambientes y manejos diferentes. Los endofitos agrondmicamente superiores
a los enddfitos estdndar se someten a ensayos de seguridad y rendimiento
de los animales, que deben afiadirse a los protocolos de ensayo agronémico
(comunicacion personal, Dr. David Hume). Las respuestas de los animales a
toxinas endofiticas de festuca que se utilizan en los protocolos de seguridad
animal, pueden agruparse en cuatro categorias (Stuedemann & Thompson,
1993): i) disminucién de la productividad, expresada en ganancia de peso,
produccion de leche y / o tasa de prefiez; ii) cambios en el comportamiento,
como la disminucion del consumo y aumento de la ingesta de agua; iii)
respuestas fisioldgicas, tales como aumento de la temperatura rectal asi
como frecuencia respiratoria y iv) cambios en los niveles de componentes
séricos o plasmaticos como disminucion de la prolactina sérica y el
colesterol. Generalmente se mide una o0 mas de estas respuestas cuando se
evalla la toxicidad de la festuca (Stuedemann & Thompson, 1993; Bouton &
Easton, 2005). Por lo tanto, los ensayos de seguridad para medir estas
respuestas son caros y consumen muchos recursos, pero deben llevarse a
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cabo para cualquier producto nuevo si se vende con la afirmacion de no ser
toxico para el ganado. Las pruebas agronOmicas para huevas
combinaciones de cepas reinfectadas con el cultivo deben ser rigurosas.
Debe examinar los principales factores estresantes ambientales bioticos y
abidticos para la region de interés (Hannaway et al. 2009; Belesky & West,
2009) utilizando controles (E+ y E-) y ser aplicados y probados de manera
realista (Bouton & Easton, 2005).

Las cepas de E. coenophiala AR542 y AR584 fueron consecuentemente
desarrolladas y han sido comercializadas en Estados Unidos, Nueva
Zelanda y Australia, demostrando que los cultivares infectados con ellas
tienen buen desempefio agronémico y mejoran la productividad animal sin
generar festucosis (Hopkins et al. 2010). Al igual que con el enddfito toxico,
Bouton et al. (2002) observaron, que habia una amplia variabilidad en la
habilidad de transmision por semillas de estas cepas “nuevas”, por lo cual
sugirieron la necesidad de realizar seguimientos para identificar las mejores
combinaciones. Trabajos en colaboracion evaluaron la supervivencia y la
produccion de materia seca en diferentes combinaciones de cultivares y
cepas frente a versiones de los mismos cultivares con E+ y E-. La
combinacion de festuca Jesup + endoéfito AR542 fue la mejor, resultando en
mejor supervivencia y rendimiento, ademas de no producir toxicidad en las
ovejas (Bouton et al. 2002). Comercialmente la cepa endofitica AR542 es
conocida en Estados Unidos como Jesup MaxQ (Pennington Seed Co.,
Madison, GA) y en Nueva Zelanda y Australia como MaxP (Grasslanz
Technology Ltd. Palmerston North, Nueva Zelanda) que ha sido evaluada en
pastoreo con ovejas (Parish et al. 2003a), novillos (Parish et al. 2003b),
vacas con terneros al pie (Watson et al. 2004), entre otros. Paralelamente,
en Arkansas (EUA), insertaron enddfitos no productores de ergo-alcaloides
(4 y 9) dentro de cultivares de festuca alta HiMag y lanzaron al mercado el
“ArkPlus” (Sleper et al. 2002), que ha sido evaluado en ensayos de pastoreo
midiendo su productividad y persistencia, asi como el desempefio animal
con novillos (Nihsen et al. 2004; Beck et al. 2008). Nihsen et al. (2004)
observaron que novillos pastoreando HiMag4 y HiMag9 obtuvieron mayores
ganancias de peso que aguellos que pastoreaban una festuca E+. Estos
altimos tuvieron mayor frecuencia respiratoria, temperatura rectal y bajos
puntajes de pelo en comparacion con los primeros y con los que
consumieron HiMag E-. Beck et al. (2008) obtuvieron resultados similares
comparando Jesup AR542 y HiMagll con K31 y otras pasturas anuales de
clima frio en un estudio realizado durante 3 afios.

En Uruguay, la festuca es la graminea perenne invernal mas usada
(Formoso, 2011) pero se ha identificado como problema la baja persistencia
en areas extensivas ubicadas mas que nada en el norte del pais, donde las
condiciones ambientales mas restrictivas -principalmente altas temperaturas
en verano- imposibilitan el buen desempefio de esta especie. La exploracion
de nuevos germoplasmas junto a la utilizacion de nuevos enddfitos, podria
ser una alternativa para reducir estas limitantes. Es por esto que a través de
un proyecto de mejoramiento genético de INIA, se incorporé el endofito
AR584 a nuevos genotipos de festuca liberados. Este es un aporte de
fundamental importancia, particularmente en la obtencion de cultivares de
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festuca mejorados en persistencia, calidad y adaptacion a zonas de alta
temperatura. Esto representa una innovacion en el desarrollo varietal del
pais y genera nueva informacion agronémica sobre los beneficios de esta
tecnologia. Es asi que la evaluacion de un nuevo enddfito incluido en el
cultivar INIA Fortuna, a través de este ensayo de seguridad animal, aporta a
la validacion de la tecnologia bajo condiciones climéticas de Uruguay y en
una nueva asociacion planta-endofito.

4.5 Efecto de los alcaloides en el control biolégico de la mosca de los
cuernos

La mosca de los cuernos (Haematobia irritans irritans) es un diptero
hematofago de distribucion mundial que afecta principalmente vacunos en
pastoreo causando importantes pérdidas econémicas (Cupp et al. 2004). La
mosca de los cuernos es considerada una de las ectoparasitosis que mas
afecta la produccion de bovinos en condiciones de pastoreo (Byford et al.
1992). Altas cargas de moscas (por encima de las 200 moscas) estan
asociadas a pérdidas en la ganancia de peso, en la produccion lecheray en
la calidad de los cueros obtenidos (Guglielmone et al. 1999, Castro et al.
2008). En Uruguay fue diagnosticada por primera vez en 1991 (Carballo &
Martinez, 1991) y hoy afecta todo el territorio nacional; ademéas de ser
considerada la segunda ectoparasitosis mas importante que afecta el
ganado bovino. El control de esta parasitosis, se realiza en base a la
utilizacién de productos quimicos (insecticidas), que son aplicados cuando la
infestacion es masiva (Guglielmone et al. 2002). Esto ha provocado que la H.
irritans desarrolle resistencia a estos compuestos, disminuyendo la eficacia
de los sistemas de control (Oyarzun et al. 2008). Es por esto, que comenzo
la busqueda de métodos alternativos de control, tales como trampas
mecénicas y/o controladores biologicos, seleccion de animales resistentes o
el desarrollo de vacunas (Tozer & Sutherst, 1996; Cupp et al. 2004).

Las grandes poblaciones de estas moscas hematéfagas se encuentran la
mayor parte del tiempo en la superficie dorsal de los bovinos, dejandolos
durante unos instantes cuando las hembras oviponen en la materia fecal. En
las heces bovinas, es donde se desarrollan los estadios larvarios de la
mosca de los cuernos, que luego daran origen a nuevos insectos adultos.

La oferta de moscas a lo largo del afio no es homogénea, fluctia
principalmente en respuesta a los cambios en el ambiente (temperatura y
humedad) que afectan la sobrevida de estadios adultos y larvarios (Castro et
al. 2008), asi como por efectos de las respuestas inmunes de los
hospedadores contra antigenos parasitarios (Breijo et al 2016). Varios
autores han descrito la ocurrencia de dos picos de oferta de moscas para
nuestra regién, uno a fines de la primavera y el segundo a principios de
otofio (Guglielmone et al. 2002; Lima et al. 2002).

Los artrépodos con estadios larvarios en materia fecal, se alimentan de
microorganismos del tracto gastrointestinal que pasan con las excretas
(Hollis et al. 1985) y consecuentemente responden a las propiedades fisicas
y gquimicas de la materia fecal (Meyer et al. 1978; D"Amato et al. 1980).
Basados en estos hechos, se han ensayado como medida de control de
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desarrollo larvario, moléculas que son incluidas en la dieta de los bovinos
gue pasen sin ser modificados por el tracto gastrointestinal y se excreten en
la orina 0 materia fecal (Miller, 1994).

Por otro lado, se sabe que la festuca con E. coenophiala, sintetiza alcaloides
como lolina y peramina, que tienen actividad insecticida (Bush et al. 1993;
Siegel & Bush, 1996). Los alcaloides consumidos por los bovinos pueden
ser excretados por la orina (Stuedemann et al. 1998) y por la materia fecal
(Westendorf et al. 1993). Por lo que se podria pensar que los alcaloides
excretados por los animales que consumen festuca E+ podrian inhibir el
crecimiento, desarrollo y supervivencia de las larvas que se encuentran en la
materia fecal. Hay muy poca informacion disponible acerca de los efectos de
los alcaloides en el control de parasitos en los animales. Dougherty et al.
(1998), demostraron que extractos de N-acetil lolina a una concentracion
superior a 100 pg/g incorporados en la materia fecal de bovinos, causaron
100% de mortalidad de larvas de la mosca de los cuernos. Estos mismos
investigadores (Dougherty et al. 1999) reportaron que cuando las moscas de
los cuernos son expuestas a materia fecal bovina suplementada con N-formil
lolina y ergotamina hay un descenso en el nUmero de pupas recuperadas.
De forma similar, Parra et al. (2013) han sugerido que el consumo de festuca
Kentucky 31 reduce la presencia de ectoparasitos como la mosca de los
cuernos, demostrando una reduccion en la carga de moscas adultas y el
desarrollo larvario de las moscas cultivadas en heces de bovinos.

Dado el impacto econdmico de este ectoparasito en nuestro pais y la region
(De Souza e al. 2005), el estudio de la interaccion festuca/endoéfito-animal-
ectoparasito se considera de relevancia e innovador.
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5. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

En nuestro pais, las pasturas contintdan siendo la base de la alimentacién de
los rodeos en los distintos sistemas productivos. En los ultimos afios, ha
habido una expansion del area agricola, con el corrimiento de las areas de
pasturas desde suelos de mayor aptitud agricola a zonas de menor
potencial, lo que genera un nuevo escenario productivo con ciertas limitantes
a superar: pobre persistencia de las pasturas y necesidad de incrementar la
productividad. Sumado a esto, la aceleracion del fendmeno del
calentamiento global y por consiguiente el cambio del clima, orienta a que
las futuras alternativas incluyan la capacidad de resistir altas temperaturas,
eventos extremos de sequias y excesos hidricos (Informe final MGAP,
2011).

Como es ampliamente conocido, la presencia de hongos endofitos en
algunas pasturas, particularmente el Epichlée coenophiala en la Festuca
arundinacea, a partir de la produccién de alcaloides, hace que la misma
tenga una excepcional performance agronémica, asi como tolerancia a la
presion de pastoreo y alta persistencia (Lacefield et al. 2004). En
condiciones de pastoreo, algunos alcaloides producidos por el E.
coenophiala pueden ser positivos desde el punto de vista agronémico, pero
otros alcaloides pueden resultar en una serie de trastornos de origen animal
(Oliver, 1997). Es por esto que surge la necesidad de evaluar el efecto de
pasturas con enddfitos selectos sobre la fisiologia y performance animal. En
la busqueda de nuevas asociaciones simbioticas menos perjudiciales para el
ganado, se han identificado y patentado nuevos hongos endofitos (AR542 y
AR584 en festuca) capaces de producir solamente los alcaloides que poseen
efectos benéficos sobre las plantas (Roylance et al. 1994; Scharld &
Panaccione, 2005), quedando demostrado que estas asociaciones mejoran
la productividad, reducen el ataque de fitoparasitos (Bouton et al. 1993) y no
afectan la salud de los animales que la consumen (Parish et al. 2003b). Por
otro lado, cada nueva interaccion festuca-enddfito se comporta de manera
diferente en funcién de las condiciones climéticas y edaficas (Malinowski et
al. 1998). Es por esto que se necesita llevar a cabo un ensayo de seguridad
animal que permita evaluar los beneficios y riesgos de la interaccion bajo
condiciones edafocliméaticas de nuestro pais en un ensayo de pastoreo
durante un afio.

Ademas de las ventajas en la inclusion de endéfitos en la F. arundinacea por
la proteccién que le provee a la planta frente al ataque de parasitos, se ha
sugerido que el consumo de festuca Kentucky 31 reduce la presencia de
ectoparasitos como la mosca de los cuernos, demostrando una reduccion en
la carga de moscas adultas y el desarrollo larvario de las moscas cultivadas
en heces de bovinos (Parra et al. 2013). Esta informacion nos alienta a
conocer si el consumo de festuca asociada a nuevos hongos enddfitos
conserva esta propiedad de regulacion parasitaria a través del consumo de
alimentos.

En suma, el presente proyecto plantea el estudio de los efectos sobre la
fisiologia de los bovinos al consumir esta nueva asociacion de festuca-
endofito (Festuca arundinacea cv Fortuna con el hongo enddfito AR584)
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cuando es cultivada bajo condiciones ambientales de Uruguay.
Paralelamente se analizaran los posibles efectos benéficos en el control de
la mosca de los cuernos.
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6. HIPOTESIS

El consumo de la asociacion Festuca arundinacea cv. Fortuna y el enddfito
AR584 no genera efectos negativos en los parametros fisiolégicos ni en el
desemperio productivo de los bovinos y colabora en el control de las formas
adultas y larvarias de la mosca de los cuernos.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento del efecto de endofitos novel asociados a la
festuca Fortuna, su impacto en la ganancia de peso vivo y parametros
fisiol6égicos de novillos y su asociacion con el desarrollo de la mosca de los
cuernos.

7.2 Objetivos Especificos

1) Determinar la concentracion de los diferentes alcaloides (peramina, lolina
y ergovalina) en festuca con y sin enddfito novel AR584 (Fo+ y Fo-
respectivamente) y con endofito salvaje téxico (K31, control positivo) y la
concentracion urinaria de ergo-alcaloides en los animales de los diferentes
tratamientos.

2) Determinar los parametros clinicos (temperatura corporal y frecuencia
respiratoria) y paraclinicos (concentracion de enzimas hepaticas, urea,
creatinina, colesterol y prolactina en suero) asi como también el peso vivo de
novillos consumiendo ad libitum las diferentes variedades de festuca.

3) Determinar la carga de moscas adultas en los novillos y evaluar la

sobrevida de los estadios larvarios en las heces frescas de los animales de
cada tratamiento.
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8. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales fueron
aprobados por la Comision de Etica en el Uso de Animales de INIA (n°
expediente: INIA 2014.30). El trabajo de campo se llevo a cabo en la Unidad
Experimental Palo a Pique (UEPP) perteneciente a INIA Treinta y Tres,
Uruguay (33° 16’ S, 54° 29’ O), desde el 19 de noviembre de 2013 hasta el
12 de diciembre de 2014.

Los datos de precipitacion (mm) (figura 6A), temperatura del aire (TA, °C) y
humedad relativa (HR, %) (figura 6B) se recabaron a partir de una estacion
meteoroldgica (Marca CampbellSci) ubicada en el sitio experimental
(33°15’S 54°29°0), desde noviembre de 2013 a diciembre de 2014. Con los
registros de TA y HR de los dias donde se realizaron las determinaciones en
los animales a lo largo del afio experimental, se calcul6 el indice de
Temperatura-Humedad (ITH) a través de la ecuacion desarrollada por Thorn
(1959): ITH= (0,8 x temperatura media del aire) + (% humedad relativa/100)
X (temperatura media del aire -14,4) + 46,4.
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Figura 6. A: Precipitaciones (PP, mm) durante el afio experimental (nov/13-dic/14) e
historico de precipitaciones (1991-2013) (PP histérico, mm), B: Temperatura Ambiente (TA,
°C) minima y maxima, y Humedad Relativa (HR, %) minima y maxima registradas desde
noviembre de 2013 a diciembre de 2014 en la UEPP
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8.1 Disefio experimental
8.1.1 Pasturas

A fines de abril de 2013, se establecieron tres cultivares de Festuca
arundinacea pura: Fo+ (con enddfito AR584), Fo- (sin enddfito, control
negativo) y K31 (endofito salvaje toxico, control positivo) sobre un area de
14,4 ha. La densidad de siembra promedio fue de 13,0 kg/ha para los tres
tratamientos, la fertilizacion inicial de 150 kg/ha con NPK (triple 15), y
posteriormente se fertilizd6 con urea a razén de 100 kg/ha una vez por
estacion, en los meses de enero, abril, junio y setiembre. El nivel de
infeccion de endofitos en cada variedad de festuca, se determind el 12
diciembre de 2013 y el 7 mayo de 2014 a través del blotting test (Gwinn et al.
1991), a partir de 100 macollos tomados al azar en cada parcela. Para la
determinacidon de alcaloides en planta, cada 10 dias a partir de abril hasta
noviembre, se tomaron muestras de 40 g de forraje disponible que fueron
liofilizadas, molidas a través de una malla de 1mm y mantenidas a -20°C
hasta su posterior analisis (Baldauf et al. 2011). El disefio experimental fue
blogues al azar con 4 repeticiones, siendo el tamafio de cada unidad
experimental de 1,2 ha (figura 7). Al momento del ingreso y salida de los
animales de cada parcela, se determiné disponibilidad y remanente de
forraje. Para ello se midio la altura del forraje mediante una regla en 4 puntos
dentro del cuadro y posteriormente se realizaron cortes con tijera eléctrica al
ras en cada parcela en 6 cuadros de 50 x 20 cm colocados al azar.

% ~

< o, Treintay Tres

Figura 7: Plano del ensayo instalado. K31: festuca cv Kentucky 31, endoéfito salvaje tdxico;
Fo+: festuca cv Fortuna con enddéfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin endoéfito. B1:
bloque 1, B2: bloque 2, B3, bloque 3, B4, bloque 4.

8.1.2 Animales

Previo al inicio del ensayo, los animales fueron desparasitados e
inmunizados contra enfermedades clostridiales y carbunclo bacteridiano. La
carga de endoparasitos fue monitoreada a traves del contaje de huevos en
heces de los bovinos, siendo siempre <100 hpg.
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La eleccion de los animales se realizo en funcion de trabajos previos que
reportaron que novillos de sobre afio son animales en crecimiento y por lo
tanto son mas susceptibles a cambios en la calidad nutricional (Paterson et
al. 1995). Por otra parte, bovinos de capa negra (Breijo et al. 2013) y machos
(Franks et al. 1963; Rodriguez-Gallegos & Acosta-Rodriguez, 2011) son mas
parasitados por la mosca de los cuernos que los animales de capa clara y
hembras.

De un total de 60 novillos cruza britanico, de biotipo carnicero, capa negra,
entre 12 y 18 meses de edad, fueron seleccionados 21 animales de peso
vivo homogéneo (promedio de 198+20kg). Los mismos se asignaron al azar
a cada uno de los tratamientos (Fo+, n=7; Fo-, n=7; K31, n=7). Se mantuvo
un grupo adicional de animales (Fo+, n=13; Fo-, n=13; K31, n=13) que
fueron utilizados como volantes (“put and take”) en los meses de febrero a
julio y de octubre a diciembre, a los efectos de mantener una oferta de
forraje minima de 1800 kg/ha de MS (Allen et al. 2011). Los animales se
mantuvieron en cada parcela con acceso a agua, forraje ad libitum y sin
sombra. El manejo del pastoreo se realiz6 en forma rotativa a lo largo de los
cuatro bloques, con periodos de pastoreo de 10 dias en cada parcela y
descansos de 30 dias.

La evaluacién de la ganancia diaria de peso (GDP) a través del registro del
peso vivo (PV) de los animales de cada tratamiento, se determiné cada 20
dias desde el 19 de noviembre de 2013 hasta el 10 de diciembre de 2014.
Los animales se pesaron bajo ayuno previo de 12 h, utilizando una balanza
electronica (marca Tru-Test, modelo EW6), comenzando el registro a las
8:00 h.

Ademas, todos los animales fueron evaluados desde el 10 de diciembre de
2013 a intervalos de 20 dias en verano (diciembre-enero-febrero) y otofio
(marzo-abril-mayo), 40 dias en invierno (junio-julio-agosto) y 30 dias en
primavera (setiembre-octubre-noviembre) (figura 8) a través de la
determinaciéon de la temperatura corporal, frecuencia respiratoria, enzimas
hepaticas, urea, creatinina, colesterol y prolactina en suero y ergo-alcaloides
en orina de la siguiente forma:

1- El registro de la temperatura corporal se realiz6 a través de la
medicion de la temperatura rectal (TR) utilizando un termdémetro
digital y colocando los animales dentro del tubo. Ademas, se registro
la temperatura subcutdnea (TSC), para lo cual se seleccionaron al
azar tres novillos de cada tratamiento, a los que se les implant6 en la
parrilla costal, un dispositivo de TSC-grabacion automéatica de
temperatura (iButtonR127, Maxim Integrated, Texas, EUA) desde el
21 de febrero al 3 de abril de 2014. Para ello, luego de realizar
tricotomia y embrocado del campo quirdrgico, se procedié a realizar
una anestesia infiltrativa en la linea de incision con lidocaina al 2%,
una incisibon de 3 cm de largo y la colocacion subcutanea del
dispositivo. La sutura de piel se realizé con puntos simples y con
material absorbible (Vicryl n°1). Se realizo antibiticoterapia preventiva
con oxitetraciclina a una dosis de 20 mg/kg. Los dispositivos se
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colocaron por un periodo de 42 dias, pero se programoé el registro
para 10 dias cada 60 minutos. Terminado dicho periodo, se extrajo el
dispositivo utilizando el mismo procedimiento antes descrito.

2- La frecuencia respiratoria (FR) se registré en el tubo contando los
movimientos de la pared toracica por un periodo de 60 segundos.
Tanto la FR como la TR se determinaron a partir de las 16:00 h.

3- Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena yugular,
colocadas en tubos secos de 9 mL. A partir de muestras de suero se
determind la concentracidon de enzimas hepaticas, urea, creatinina,
colesterol y prolactina (PRL).

4- A los efectos de determinar la concentracién urinaria de ergo-
alcaloides, las muestras de orina se obtuvieron a partir de la micciéon
espontanea de tres animales por tratamiento seleccionados al azar,
colectandola a través de un calderin y una bolsa de nylon. Fueron
almacenadas en un frasco estéril hasta su llegada al laboratorio.

a4
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Dia O ¢/ 10 dias Det ¢/ 20 dias Det ¢/ 30dias Det ¢/ 40 dias
cambio de Verano/Otofio Primavera Invierno
bloque

Figura 8: Esquema del disefio experimental en los animales. Intervalos en dias (20,30 y 40)
de las determinaciones (Det) de parametros clinicos y paraclinicos en funcion de la estacion
del afio.

8.1.3 Mosca de los cuernos

La carga de moscas de los cuernos en los novillos se monitore6 en cada
tratamiento, cada 10 dias (desde el 19 de noviembre del 2014 al 5 de mayo
del 2015), a través de tres registros fotograficos de la region dorso lateral de
los mismos desde la cabeza a la base de la cola, tomados entre las 7:00 y
10:30 h (Breijo et al. 2013).

La capacidad de desarrollo larvario de la mosca de los cuernos en heces de
bovinos pertenecientes a los diferentes tratamientos, fue monitoreada el 31
de diciembre del 2013, el 6 de febrero y 20 de marzo del 2014. Para ello,
una porcion de moscas de los cuernos presentes en el rodeo, fueron
capturadas usando redes entomoldgicas y colocadas al azar en jaulas
colocadas sobre un medio de heces bovinas pertenecientes a cada uno de
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los tratamientos (tres repeticiones en cada tratamiento: Fo+, n=3; Fo-, n=3;
K31, n=3) segun lo descrito por Breijo et al. (2013).

8.2 Determinacién del forraje disponible, remanente y su composicion
guimica

Cada una de las 6 muestras de forraje/parcela, fueron pesadas
individualmente para determinar su peso verde. Luego se mezclaron para
obtener un “bulk”, y se tomaron dos submuestras al azar. Una se secoO en
estufa de aire forzado a 60°C durante 48 h para determinar el porcentaje de
materia seca (% MS). Todas las muestras obtenidas en enero, abril, julio y
octubre de 2014 (un mes por cada estacion del afio), fueron enviadas al
Laboratorio de Nutricibn perteneciente a INIA La Estanzuela, para
determinar la composicion quimica de las mismas (Digestibilidad in vitro de
la materia seca (DIV); Proteina cruda (PC); Fibra Detergente Neutro (FDN) y
Fibra Detergente Acido (FDA)). La segunda submuestra, de al menos 100 g
de forraje verde, se utilizé para realizar la composicién botanica separando
las principales fracciones (festuca y resto).

La concentracion de alcaloides presentes en cada una de las variedades a lo
largo del afio, se determin6 por HPLC (Barker et al. 1993) en el Laboratorio
de Plantas y Quimica de Enddfitos de AgResearch (Palmeston North, Nueva
Zelanda). Para ello previamente se tom6 una submuestra de forraje que fue
liofilizada y posteriormente molida en un molino tipo Willey (malla 1 mm). En
funcion de experiencias previas y en base al trabajo de Takach & Young
(2014), quienes secuenciaron el genoma del enddéfito AR584, los técnicos
responsables de este laboratorio, decidieron realizar la determinacion de
ergovalina en todas las muestras de forraje de K31, pero en sélo 4 muestras
(obtenidas el 7,17 y 27 de octubre y el 6 de noviembre) de Fo+ y Fo-.

8.3 Evaluacién de parametros fisiolégicos y ganancia de peso vivo de
los novillos consumiendo las diferentes variedades de festuca

Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas por 5 minutos a
5000 rpm (20°C) y el suero obtenido se almacend a -20°C hasta su posterior
analisis. La evaluacion del enzimograma hepético se realiz6 a través de la
determinacién en suero de las enzimas Fostatasa Alcalina Sérica (FAS),
Aspartato-Aminotransferasa (AST), Alanino-Aminotransferasa (ALT) vy
Gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), y los niveles de urea y creatinina,
con Kkits y controles comerciales de Wiener Lab (Rosario, Argentina)
utilizando un espectrofotometro Vitalab Selectra en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal de Facultad de Veterinaria (UDELAR).
Los coeficientes de variacion intra-ensayo para todas las enzimas y
metabolitos fue menor al 5%. Los niveles de colesterol sérico se
determinaron por el mismo procedimiento descrito anteriormente. La
determinacién de prolactina se realizdé por radioinmunoanalisis (RIA), en el
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME, Buenos Aires,
Argentina) utilizando un kit proporcionado por el Dr. Parlow del Instituto
Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (INDDR,
Rockville, Maryland, EUA). Se utilizaron anti-anticuerpos ovinos,
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previamente validando la técnica para bovinos (Diaz et al. 2001). La
sensibilidad del ensayo fue de 3,2 ng/mL y los coeficientes de variacion intra
e inter-ensayo fueron 6 y 11% respectivamente.

Las muestras de orina obtenidas se almacenaron a -20°C hasta su
procesamiento. La determinacién de ergo-alcaloides en orina se realiz6 en la
Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (URBE), Facultad de
Medicina, UdelaR utilizando un Kit de ELISA comercial (Agrinostics test,
EUA). Ademas, se determind la concentracion urinaria de creatinina. Esta
concentracion fue determinada en un espectrofotdmetro Vitalab Selectra en
el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal de Facultad de
Veterinaria (UdelaR), utilizando kits y controles comerciales de Wiener Lab
(Rosario, Argentina). La concentracion urinaria de ergo-alcaloides se calculd
como nanogramos de alcaloide por miligramo de creatinina para tener en
cuenta la variacion en la concentracion de orina.

8.4 Evaluacion de las cargas adultas de la mosca de los cuernos y
efectos en el desarrollo larvario de la mosca de los cuernos en heces
de novillos alimentados con festuca

El andlisis de las imagenes tomadas en la region dorso-lateral de los novillos
para obtener el nimero final de moscas, se realiz6 utilizando el software
Image J (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

La porcion de moscas capturadas y enjauladas, se utilizaron para evaluar el
efecto de los alcaloides en el desarrollo larvario. Para esto se prepararon
medios de cultivo de larvas de moscas segun lo descrito previamente por
Breijo et al. (2013). Estos medios utilizaron una mezcla de heces frescas
provenientes de diferentes novillos involucrados en cada uno de los tres
tratamientos. En ellos se evalud la sobrevida de los estadios larvarios a
través del conteo de pupas obtenidas. EI nimero de pupas de cada
repeticion se corrigid en funcion del nimero de moscas presentes en cada
jaula.

8.5 Andlisis estadistico

Teniendo en cuenta que el pastoreo de los animales se realizé por bloques
de pasturas, el andlisis estadistico de la disponibilidad y remanente de
forraje y su composiciéon quimica, se analizaron de forma independiente para
cada bloque. El mismo se analizdé por estacion a través de un Proc GLM
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), utilizando las 6 submuestras de forraje
disponible y remanente como repeticiones.

Para el andlisis de la concentracion de alcaloides en planta, se utilizo el
procedimiento Proc Mixed del paquete estadistico SAS (Institute Inc., Cary,
NC, EUA), con un modelo que incluyé como efectos fijos el tratamiento, las
observaciones e interacciones, y como efecto aleatorio el blogue.
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Para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos (K31, Fo+ y Fo-) sobre
el peso vivo, la temperatura rectal y subcutanea, la frecuencia respiratoria, la
concentracion de ergo-alcaloides en orina, prolactina, colesterol, urea,
creatinina, enzimas hepaticas y la viabilidad de las larvas se utilizo el
procedimiento Proc Mixed del paquete estadistico SAS (Institute Inc., Cary,
NC, EUA), con un modelo que incluyé como efectos fijos el tratamiento, las
observaciones e interacciones. El novillo se consider6 como un efecto
aleatorio dentro del tratamiento.

En funcidn de los picos de oferta de moscas descritas para nuestra region (el
primero a fines de primavera y el segundo a principios de otofio), la carga de
moscas en los individuos se analizé en dos periodos. El periodo 1: desde el
19 de noviembre al 19 de diciembre de 2013 y el periodo 2 desde el 30 de
diciembre al 30 de mayo. En cada periodo, se utilizé el procedimiento Proc
Mixed del paquete estadistico SAS (Institute Inc., Cary, NC, EUA), con un
modelo que incluyé como efectos fijos el tratamiento, las observaciones e
interacciones. El novillo se consideré como un efecto aleatorio dentro del
tratamiento. El peso vivo se incluyé como covariable.

En todas las variables estudiadas, se compararon las medias por minima
diferencia significativa (a<0,05).
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9.RESULTADOS
9.1 Pasturas
9.1.1 Presencia y porcentaje de infeccion del endofito
Las festucas con endofito salvaje toxico (K31) y con endofito AR584 (Fo+)
presentaron la casi totalidad de los macollos infectados, mientras que la
festuca sin endofito (Fo-) no los presentd (Cuadro ).
Cuadro I. Porcentaje de infeccion del enddfito (100 macollos por parcela) en

festuca con endofito salvaje téxico (K31), con endoéfito AR584 (Fo+) y sin
endofito (Fo-) en verano y otofio.

Tratamientos

K31 Fo+ Fo-
Bloque Dic/13  Mayo/14  Dic/13 Mayo/14 Dic/13  Mayo/14
1 98 91 99 98 0 1
2 98 96 93 99 0 1
3 96 97 97 90 0 1
4 96 93 96 96 1 0
Promedio 97 94 96 96 0 1

9.1.2 Presencia y concentracion de alcaloides en planta

De las muestras de forraje disponible que se obtuvieron en cada cambio de
bloque, se realiz6 la determinacién de peramina, lolina total y ergovalina. Las
concentraciones de estos tres alcaloides en Fo- fueron indetectables (por lo
gue no se muestra este tratamiento en la figura 9). Lo mismo ocurrié con la
ergovalina en el caso de Fo+ que también fue indetectable. Por otro lado, los
tres alcaloides estuvieron presentes en K31.

Como puede observarse en la figura 9A, la concentracion de peramina fue
diferente entre los tratamientos (P<0,001), pero no hubo efecto de la
observacion (P=0,2926), ni interaccion entre ambos (P=0,2536). La
concentracion de este alcaloide en K31 fue mayor que en Fo+ (2,6610,22
ppm vs 1,48+0,22 ppm respectivamente, P<0,001). Esto ocurrié en todas las
observaciones a excepcion de las muestras obtenidas en abril y octubre,
donde no hubo diferencias entre los tratamientos. Ademas, nétese que la
concentracion de este alcaloide en ambos tratamientos, no varié a lo largo
del periodo de estudio, a no ser en K31 donde se observa un aumento en el
mes de noviembre, donde se obtiene la mayor concentracion.

Las concentraciones de lolina total en K31 fueron mayores (P<0,001) que en
Fo+ (Figura 9B), estuvieron afectadas por las observaciones (P=0,003) y la
interaccion entre los tratamientos y las observaciones (P=0,0018). Las
mayores concentraciones de lolina total en K31 se observaron en los meses
de mayo y noviembre y la menor concentracion en el mes de junio. Se puede
apreciar un aumento importante en el mes de noviembre. A diferencia de
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K31, la concentracion de lolina total en Fo+ se mantuvo constante durante
todo el afio, encontrandose en promedio valores de 115 ppm.

En la figura 9C, se observa que la concentracion de ergovalina en K31
fluctué entre 0,36 ppm en agosto (invierno) y 0,76 ppm en noviembre
(primavera), no hubo un efecto de la observacion (P=0,3853), por lo que no
se encontrd un patrén estacional marcado.
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Figura 9. Concentracién de alcaloides en planta (expresado en ppm) en muestras de K31
(festuca cv Kentucky 31, enddfito salvaje toxico) y Fo+ (festuca cv Fortuna con endofito
AR584) expresadas como promedio de las observaciones realizas en el mes, desde fines de
marzo a fines de noviembre del afio experimental. A: Peramina; B: Lolina Total y C:
Ergovalina. 1P<0,05 entre K31 y Fo+.
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9.1.3 Forraje disponible, remanente y composicion quimica

No se encontraron diferencias entre los tratamientos para materia seca total
(MST) disponible o remanente, ni para altura del disponible y del remanente;
la estacion afectd todas las variables, excepto la MST disponible y en
ningunas de las variables la interaccion fue significativa (cuadro Il).

La MST remanente fue mayor en verano y menor en invierno (datos no
mostrados), no encontrandose diferencias en primavera y otofio, teniendo
valores intermedios de produccion. La altura disponible fue mayor en
primavera y otofilo, menor en invierno, e intermedia en verano. La altura
remanente, fue mayor en primavera, menor en invierno e intermedia en
verano y otofo.

Cuadro Il. Forraje disponible y remanente de festuca con endodfito salvaje
toxico (K31), con enddfito AR584 (Fo+) y sin enddfito (Fo-) a lo largo del afio
de ensayo (nov/13 a dic/14).

Tratamiento P
K31 Fo+ Fo- Tto! Est! Tto*Est
MSTd(kgMS/ha) 3190 3267 3492 0,9296 0,5379 00,9968
MSTri(kgMS/ha) 2524 2866 2711  0,8739 ok 0,9944
Altura d* (cm) 19,8 20,0 21,6 0,8185 *kk 0,9943
Altura ri(cm) 12,8 12,4 13,3 0,6814 xk 1,0

1Tto= tratamiento; Est= estacion; MSTd= Materia Seca Total disponible; MSTr= Materia
Seca Total Remanente; Altura d= altura disponible; Altura r= altura remanente.

No se encontraron diferencias en la DIV, FDA y FDN entre los diferentes
tratamientos, sin embargo, la PC en K31 tendié a ser mayor que en las otras
pasturas (cuadro III).

Cuadro lll. Composicion quimica de festuca con endoéfito salvaje toxico
(K31), con enddfito AR584 (Fo+) y sin enddfito (Fo-) (Media + EE).

Tratamiento

% K31 Fo+ Fo- P
DIV 61+£0,72 63+£0,72 62,9 +0,72 0,1020
PC! 13,7 £ 0,382 12,6 + 0,38 12,4 +0,38° 0,0516
FDA! 39,7+ 1,10 38,6 1,10 38,3+1,10 0,6422
FDN!? 62,2 £ 0,52 62,8 £ 0,52 63,3+ 0,52 0,3588
ab Diferentes letras superindice indica diferencia significativa dentro de una misma fila
(P<0,05)

1pIV= Digestibilidad in vitro; PC= Proteina Cruda; FDA= Fibra Detergente Acido; FDN=
Fibra Detergente Neutro

9.2 Animales

9.2.1 Concentracién de ergo-alcaloides en orina

La concentracion urinaria de ergo-alcaloides fue afectada por los
tratamientos (P<0,001), los dias de observacion (P=0,0045) pero no hubo
interaccion entre ambos (P= 0,2434) (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion urinaria de ergo-alcaloides (expresados en ng en funcién de los
mg de creatinina) a largo del periodo de estudio (meses), de los diferentes tratamientos
(K31: festuca cv Kentucky 31, enddfito salvaje toxico; Fo+: festuca cv Fortuna con endofito
AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin enddfito); 1P<0,05 entre K31 y Fo+; *P<0,05 entre K31 y
Fo-; 1P<0,05 entre Fo+ y Fo-).

La concentracion urinaria de ergo-alcaloides fue mayor (P<0,001) en los
animales de K31 (76,9 ng/mg creatinina) que en los animales que
consumian Fo+ (18,1 ng/mg creatinina) y Fo- (15,2 ng/mg creatinina), no
encontrandose diferencias entre estos. Si bien la interaccion entre
tratamiento y observacién no fue significativa, en la comparacion de medias
Fo+ presentdé mayor concentracion de ergo-alcaloides urinarios que Fo- en
abril (24,1 ng/mg creatinina vs 6,1 ng/mg creatinina respectivamente,
P<0,05).

Los animales que consumian K31 presentaron variaciones estacionales
marcadas. La concentracion mas elevada de ergo-alcaloides fue en enero
(151 ng/mg creatinina) y luego disminuy6 drasticamente hasta marzo. Un
pico de menor intensidad se observé en octubre (93,3 ng/mg creatinina). En
el caso de los novillos que consumian Fo+ y Fo-, no se observd un patrén
estacional, ni fluctuaciones importantes durante el periodo de estudio, pero
se encontraron concentraciones mas altas en enero, junio y octubre.

9.2.2 Concentraciones de Prolactina Sérica

Las concentraciones de PRL de los novillos que consumian Fo+ y Fo- fueron
mayores que los novillos consumiendo K31 (P<0,001) (Figura 11). Las
concentraciones de PRL también estuvieron afectadas por las observaciones
y la interaccion entre los tratamientos y las observaciones, (P<0,001). Las
concentraciones de PRL en K31 descendieron a partir de enero, para
mantenerse en valores indetectables hasta julio, comenzando a subir en
setiembre en pequefas cantidades hasta diciembre. Los tratamientos Fo+ y
Fo- presentaron una gran variabilidad a lo largo del afio, observandose los
valores mas bajos durante el otofio e invierno y los mas altos en primavera.
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Estos tratamientos difirieron entre si, ya que los animales de Fo- presentaron
mayor concentracion sérica de PRL que los animales de Fo+ en julio.
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Figura 11: Concentracion sérica de prolactina (PRL) durante el afio de ensayo de los
diferentes tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, endéfito salvaje téxico; Fo+: festuca
cv Fortuna con enddfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin endofito); 1P<0,05 entre K31 y
Fo+; *P<0,05 entre K31 y Fo-; 1P<0,05 entre Fo+ y Fo-).

9.2.3 Bioquimica sérica

En el cuadro IV se presentan los datos de concentracion sérica de colesterol,
metabolitos renales y enzimas hepaticas de los diferentes tratamientos, asi
como los rangos de referencia manejados en este ensayo. El valor
presentado representa la media de cada analito para todas las
determinaciones realizadas a lo largo del afio. Los patrones de cambio en el
tiempo de cada uno de éstos, se representan en sus figuras respectivas.
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Cuadro IV. Concentracion sérica de colesterol, metabolitos renales y
enzimas hepéaticas de novillos consumiendo festuca con enddfitos (Media +
EE)

Tratamiento?! Rangos de
referencia3

K31 Fo+ Fo-

Colesterol 2,920,062 3,39+0,06" 3,49+0,06° 2,7-5,3
(mmol/L)

Urea 5,13+0,112 4,78+0,11b 4,71+0,11b 2,6-7,0
(mmol/L)

Creatinina 1,19+0,04 1,15+0,04 1,09+0,04 1,0-2,0
(ng/dL)

FAS?(UI) 168,42+0,04% 219,85+1,04°> 243,17+1,04¢ <500

GGT2(Ul)  22,86+1,05  2527+1,05  24,50+1,05 <39
ALT2(UI) 11,24+1,14  13,95+1,14  12,07+1,14 <55
AST2(UI) 84,29+1,04  90,50+1,04  90,99+1,04 <110

ab Diferentes letras superindice indica diferencia significativa dentro de una misma fila (***
P<0,001; ** P<0,05; *P<0,01)

ITratamientos: K31= festuca con enddfito salvaje toxico; Fo+= festuca con nuevo enddfito
no productor de ergo-alcaloides; Fo-= festuca sin enddfito

2FAS= fosfatasa alcalina serica; AST= aspartato amino-transferasa; ALP= alanino amino-
transferasa; GGT= Gamma-glutamil transpeptidasa

8 Manual de Patologia Cinica Veterinaria, Witter, F. (2012)

9.2.3.1 Colesterol

Se encontraron diferencias (P<0,05) entre los tratamientos, hubo un efecto
de las observaciones y de las interacciones entre ambos (P<0,001). Los
animales consumiendo Fo+ y Fo- no difirieron entre si, pero ambos
presentaron valores de colesterol mayores que los animales que pastorearon
K31 (P<0,001) (figura 12).

La concentracion de colesterol en los animales de K31, fluctué a lo largo del
afio de estudio, teniendo la menor concentracion en los meses de enero,
marzo y abril, periodo en cual difii6 de Fo+ y Fo-, y mayores
concentraciones en los meses de invierno, donde no hubo diferencias con
Fo+y Fo-.

La concentracion de colesterol en Fo+ y Fo- se comporté de manera similar,
disminuyendo en el mes de enero, para aumentar paulatinamente hasta
llegar a la mayor concentracion en el mes de octubre.
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Figura 12: Concentracion sérica de colesterol durante el afio de ensayo de los diferentes
tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, enddfito salvaje toxico; Fo+: festuca cv Fortuna
con endofito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin enddfito); 1P<0,05 entre K31 y Fo+;
*P<0,05 entre K31 y Fo-)

9.2.3.2 Urea y Creatinina

Las concentraciones de urea fueron diferentes entre los tratamientos
(P<0,05) no asi las concentraciones de creatinina (P=0,194). Ambas
variables fueron afectadas por las observaciones y las interacciones
(P<0,001 y P<0,001 respectivamente para ambos).

La concentracién de urea fue mayor en novillos que consumian K31, con
respecto a los que consumian Fo+ y Fo-, no encontrandose diferencias entre
estos dos. Como se puede observar en la figura 13A, existi6 una gran
variacion en el periodo de estudio destacandose dos aumentos en K31 en
los meses de mayo y noviembre. Este Ultimo se presenté en los tres
tratamientos.

Como se observa en la figura 13B, la interaccion entre tratamiento y

observacion es significativa, debido a los aumentos existentes en los
animales de K31 en los meses de diciembre y abril.
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Figura 13. Concentracion de urea (mmol/L) (A) y de creatinina (ng/dL) (B) a largo del
periodo de estudio (meses), de los diferentes tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31,
endofito salvaje téxico; Fo+: festuca cv Fortuna con endéfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna
sin enddfito); 1P<0,05 entre K31 y Fo+; *P<0,05 entre K31 y Fo-; £P<0,05 entre Fo+ y Fo-)

9.2.3.3 Enzimas hepaticas

La concentracion de FAS fue diferente entre los tratamientos (P<0,001),
hubo efecto de las observaciones (P<0,001), y se encontrg interaccion entre
ambos (P<0,05). Los novillos consumiendo K31 presentaron menor nivel
sérico de FAS que Fo+ y Fo- y Fo+ menor que Fo- (figura 14A).

Las concentraciones de GGT, ALT y AST no estuvieron afectadas por los
tratamientos, si por las observaciones (P<0,05, P<0,001 y P<0,001
respectivamente). La interaccidbn entre tratamiento y observacion fue
significativa para AST y tendié a serlo para GGT (P<0,05 y P=0,069). Se
encontraron variaciones estacionales en la concentracion de FAS, ALT y
AST, mientras que las de GGT se mantuvieron relativamente estables (figura
14B, C y D respectivamente).
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Figura 14. Concentracion sérica de enzimas hepéticas (expresadas en Ul) de novillos a
largo del periodo de estudio (meses), de los diferentes tratamientos (K31 {-festuca cv
Kentucky 31, endéfito salvaje téxico; Fo+ M- festuca cv Fortuna con endéfito AR584;

Fo- --/-- festuca cv Fortuna sin enddfito); A) FAS= fosfatasa alcalina sérica; B) GGT=
Gamma-glutamil transpeptidasa; C) ALT= alanino amino-transferasa y D) AST= aspartato
amino-transferasa; TP<0,05 entre K31 y Fo+; *P<0,05 entre K31 y Fo-; 1P<0,05 entre Fo+ y

Fo-).

9.2.4 Temperatura corporal
9.2.4.1 Temperatura rectal

La TR fue afectada por los tratamientos (P<0,001), los dias de observacion
(P<0,001) y la interaccién entre ambos (P<0,001) (Figura 15).

La TR fue mayor (P<0,001) en los animales de K31, que en los animales que
consumian Fo+ y Fo-, no encontrandose diferencias entre éstos (40,0°C,
39,3°C y 39°3 respectivamente). En todos los grupos se encontré un
aumento en la TR de enero a marzo, asi como de setiembre a noviembre.
Ademas, los novillos de K31 presentaron otros dos picos de aumento de TR
en abril y junio.

39



42.0 -
415 4
41,0
40,5 A
40,0
39,5
39.0 -
38,5 -
38,0 -
37,5

—— K31

TR (°C)

—a—Fo+
-=f--Fo-

Meses

Figura 15: Temperatura rectal (°C) a largo del periodo de estudio (meses), de los diferentes
tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, endéfito salvaje toxico; Fo+: festuca cv Fortuna
con endofito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin enddfito); TP<0,05 entre K31 y Fo+;
*P<0,05 entre K31 y Fo-; 1P<0,05 entre Fo+ y Fo-).

9.2.4.2 Temperatura Subcutanea

La TSC fue diferente entre los tratamientos (P<0,001), vari6 a lo largo de las
horas de observacién (P<0,001) y hubo interaccién entre ambos (P<0,001)
(Figura 16).
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Figura 16. Temperatura subcutdnea de novillos consumiendo festuca con enddfitos en
verano, en funcién de las horas del dia (promedio de 10 dias: 21/2/14 al 2/3/14) (K31=
festuca cv Kentucky 31, enddfito salvaje toxico; Fo+= Festuca cv Fortuna, con enddfito
AR584, no productor de ergo-alcaloides; Fo-= Festuca cv sin enddfito; 1P<0,05 entre K31 y
Fo+; *P<0,05 entre K31 y Fo-; $P<0,05 entre Fo+ y Fo-).

Los animales de K31 presentaron una mayor temperatura media que los
animales pastoreando Fo+ y Fo- pero no hubo diferencias significativas entre
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estos dos. Ademas, se observo que las mayores TSC se registraron a las
17:00 h y las mas bajas entre las 5:00 h y las 9:00 h (Figura 16).

9.2.5 Frecuencia respiratoria

La tasa de FR fue afectada por los tratamientos (P<0,001), los dias de
observacion (P<0,001) y la interaccion entre ambas (P<0,001) (Figura 17A).
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Figura 17A: Frecuencia respiratoria (respiraciones por minuto= rpm) a largo del periodo de
estudio (meses), de los diferentes tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, endofito
salvaje toxico; Fo+: festuca cv Fortuna con endofito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin
endofito); TP<0,05 entre K31 y Fo+; *P<0,05 entre K31 y Fo-; $P<0,05 entre Fo+ y Fo-).
Figura 17B. indice de Temperatura y Humedad (ITH) de acuerdo a la ecuacion desarrollada
por Thorn (1959), determinado para cada dia de observacién en los animales. Los
rectdngulos de colores dentro de la figura delimitan las cuatro categorias del riesgo de
estrés caldrico: normal (ITH < 74), alerta (74<ITH<79), peligro (79< ITH<84) y emergencia
(ITH=84) (Mader et al. 2006).

Los novillos consumiendo K31 presentaron mayor (P<0,001) FR que los
animales que consumian Fo+ y Fo-, obteniéndose valores similares en
ambos tratamientos.

En los animales que consumian K31, se observé un marcado aumento de
FR en los meses de enero, febrero y marzo, mientras que los otros dos
tratamientos aumentaron, pero en menor medida. En enero los animales de
Fo+ presentaron mayor FR que los de Fo-. En noviembre, los animales de
Fo- presentaron similar FR que los del K31, y mayor a los de Fo+.
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En la figura 17B, se muestran los diferentes indices de temperatura y
humedad (ITH) calculados en las fechas donde se realizaron las
determinaciones clinicas y paraclinicas en los animales. Se observa que los
mayores valores de ITH se encuentran en los meses de enero (ITH=83),
febrero (ITH=82), marzo (ITH=76) y diciembre (ITH=75), ubicandose los dos
primeros meses en la categoria de peligro de estrés calorico, y los otros dos
meses dentro de alerta. El ITH mas bajo, se registré en el mes de mayo
(ITH=55), este valor se encuentra dentro del rango normal como el resto de
los valores del afio.

9.2.6 Evolucion de peso vivo

La evolucion del PV fue diferente entre tratamientos (P<0,001), siendo
similar en Fo+ y Fo-, pero mayor que en K31. Ademas, el PV vario a lo largo
de los meses (P<0,001) y se encontrd una interaccion entre tratamiento y las
observaciones en los diferentes meses (P<0,001) (Figura 18).
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Figura 18: Evolucion del peso vivo (PV) a largo del ensayo (meses), en los diferentes
tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, endéfito salvaje téxico; Fo+: festuca cv Fortuna
con enddfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin endofito); 1P<0,05 entre K31 y Fo+;
*P<0,05 entre K31 y Fo-; $P<0,05 entre Fo+ y Fo-)

Los novillos de los tres tratamientos partieron de PV similares (K31
197,31+6,9, Fo+ 197,9+6,9 y Fo- 198,5+6,9 kgPV), pero a finales de enero,
Fo+ y Fo- mantuvieron PV similares (235,2+6,9 kgPV y 238,7+7,5 kgPV
respectivamente) pero mayores a K31 (213,6+6,9 kgPV, P<0,05).

Durante el otofio se observo que Fo+ y Fo- aumentaron progresivamente de
PV mientras que el PV de K31 se mantuvo relativamente constante. En
todos los tratamientos se observé un aumento importante a partir de agosto.
En noviembre de 2014 se observé que Fo- presenté mayor PV que los
demas tratamientos, quedando con similar PV que Fo+ a final del afio.

Al final del ensayo los PV de K31, Fo+ y Fo- fueron de 350,2+6,4 ; 412,316,2
y 426,916,4 kgPV respectivamente.
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Si bien no se hizo un estudio de comportamiento de los novillos, cuando se
realizaron las determinaciones en las pasturas y en los animales, pudimos
observar que, en los meses de verano los animales de K31 permanecian
gran parte del dia en “lagunas” artificiales que hicieron en las parcelas y de
pie alrededor de los bebederos (figura 19). Ademas, se echaban en el barro
producido, evidenciandose por la capa de barro que cubria gran parte de su
cuerpo. Por otro lado, presentaron retencion de pelajes largos, descoloridos,
jadeo y excesiva salivacion.

Figura 19. Imagenes de los
alrededores de los bebederos
y las “lagunas” artificiales de
las parcelas de K31 (K31:
festuca cv Kentucky 31,
enddfito salvaje toxico).

'
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9.3 Mosca de los Cuernos

9.3.1 Carga de moscas de los cuernos adultas

En el periodo 1 la carga de moscas adultas fue diferente entre los
tratamientos (P<0,05), varid con la observacion (P<0,05) y tendié a haber
una interaccion entre ambas (P=0,09). La covariable peso fue significativa
(P<0,001) (figura 20).

Los animales de K31 tuvieron mayor carga de moscas (490+1,17) que los
animales de Fo+ (312+1,15) y Fo- (269+1,16), no encontrandose diferencias
entre estos.

En el periodo 2 la carga de moscas adultas fue diferente entre los
tratamientos (P<0,05), vario con las observaciones (P<0,001) y hubo
interaccion entre ambas (P<0,001). La covariable peso fue significativa
(P<0,001) (figura 20).

Los animales de Fo+ tuvieron similar carga de moscas (93+1,13) que los
animales K31 (79+1,18), y éstos mayor carga que los animales de Fo-
(45+1,16).
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Figura 20: Evolucion de la carga de moscas adultas por individuo, a largo del ensayo
(meses), en los diferentes tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, endéfito salvaje
téxico; Fo+: festuca cv Fortuna con enddéfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin
endofito).Para su estudio, la carga de moscas en el afio, fue dividido en dos periodos:
periodo 1 rectangulo gris claro (primer pico a fines de primavera) y periodo 2 rectangulo gris
oscuro (segundo pico a principios de otofio) ( 1P<0,05 entre K31 y Fo+; *P<0,05 entre K31 y
Fo-; £P<0,05 entre Fo+ y Fo-).

9.3.2 Numero de pupas obtenidas en la materia fecal de los novillos de K31,
Fo+y Fo-.
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El nimero de pupas obtenidas en la materia de fecal de los novillos no fue
diferente entre los tratamientos (P=0,637), no vari6 en las diferentes
observaciones (P=0,372) y no hubo interaccion entre ambas (P=0,554)

(figura 21).

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

N® de Pupas

Tratamiento

Ok31
mFo+
oFo-

Figura 21. Numero de pupas obtenidas del cultivo de materia fecal de novillos pastoreando
los diferentes tratamientos (K31: festuca cv Kentucky 31, enddfito salvaje toxico; Fo+:
festuca cv Fortuna con enddfito AR584; Fo-: festuca cv Fortuna sin enddfito). Los resultados
son en base a tres replicas y a 4 muestreos: 2 en diciembre, uno en febrero y otro en marzo.
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10. DISCUSION

Este es el primer reporte de un ensayo de seguridad animal utilizando la
nueva asociacion de festuca Fortuna con el hongo endoéfito AR584 que
busca con un enfoque integral e innovador para evaluar la seguridad animal
del uso de esta combinacién por primera vez en regiones subtropicales. Este
trabajo se destaca por la alta frecuencia en la determinacion de un
importante niamero de variables que reflejan la fisiologia animal durante un
afo entero de pastoreo, algunas de ellas no reportadas en protocolos
internacionales, como lo es la temperatura subcutanea. Ademas, se busco
determinar los efectos de los alcaloides en el control de la mosca de los
cuernos, tanto en la carga de las mismas como en el desarrollo larvario.

Los hongos endofitos habitan en las plantas sin causar enfermedad en la
misma, estableciendo con ella una relacion simbiotica, permitiendo e
incrementando la sobrevivencia de ambos organismos (Hill et al. 1991;
Thompson et al. 2001). Se ha reportado que la planta infectada con
endofitos ejerce un control genético sobre la produccion (presencia y
cantidad) de alcaloides por parte del endofito (Agee & Hill, 1994), y que
éstos estan sujetos a grandes variaciones debido a factores estacionales y
ambientales (Powell et al. 1993; Woodburn et al. 1993). En nuestro ensayo
los porcentajes de infeccion del enddfito fueron 97, 96 y 0% para K31, Fo+y
Fo- respectivamente, por lo que se podria esperar la maxima expresion de
productos potencialmente toxicos en plantas y asi registrar los efectos sobre
los bovinos que la consumen. Sin embargo, la presencia del enddfito en los
cultivares de festuca, puede conducir a una interpretacion erronea de los
datos de produccién tanto de plantas como de animales, si no se conoce el
perfil de alcaloides producidos (van Heeswijck & McDonald, 1992; Fletcher
et al.1996). Se ha documentado que los alcaloides producidos por el
enddfito, tienden a aumentar en la primavera, cayendo a finales de la misma
después del crecimiento reproductivo, y continlan aumentando en el verano
y principios del otofio, antes de caer a finales del otofio e invierno (Woodburn
et al. 1993; Easton et al. 1996).

Los niveles de peramina encontrados en este ensayo (2,66 y 1,48 ppm para
K31 y Fo+ respectivamente) fueron ligeramente superiores a los descritos
por Roylance et al. (1994) y Bush & Fannin (2009). La concentracion de
peramina aumenté en otofilo y primavera-verano, en discrepancia con
trabajos previos con plantas cultivadas en invernadero (Roylance et al. 1994)
0 a campo (Bush & Schmidt 1994), donde en ninguno de los dos casos
encontraron un patrén estacional. El perfil de expresion de este alcaloide en
Fo+ es coherente con otros cultivares a los que se les ha incluido el AR584
(comunicacion personal, Dr. Wade Mace).

Las lolinas se encontraron en mayor concentracion que el resto de los
alcaloides producidos por E. coenophiala en la festuca como ha sido descrito
previamente (Bush y Fannin, 2009). En nuestro ensayo, K31 presentd
mayores concentraciones de lolina total en los meses de mayo (otofio) y
noviembre (primavera-verano), siendo consistente con reportes anteriores
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(Fletcher, 1999). Sin embargo, el contenido de lolina total en primavera-
verano fue méas bajo (1400 ppm) de lo que se ha observado para K31 (2800
ppm, Bush & Fannin, 2009). Por su parte, la concentracion de lolina en Fo+,
permanecio constante durante todo el afio.

Los andlisis de ergovalina para K31 detectaron niveles débiles a moderados
(0,36-0,76 ppm) e incluso no se encontré un patron estacional marcado,
considerando que en otros ensayos los valores de ergovalina variaron de 1,3
ppm en primavera, 0,7 ppm en verano a 2,5 ppm en otofio (Nihsen et al.
2004). En las muestras de Fo+ y Fo-, en las que se analiz6 la concentracion
de ergovalina, no se encontré evidencia de contaminacién de estas lineas
con la cepa toxica de K31.

Las diferencias encontradas en los niveles y patrones estacionales de los
alcaloides con la literatura disponible confirman el concepto que los
resultados no puedan ser extrapolados de un sitio a otro, de un afio a otro, y
a otros cultivares (van Heeswijck & McDonald, 1992) y remarca la relevancia
de testear las nuevas cepas endofiticas en cultivares y en diferentes
entornos ambientales o sitios geogréaficos (Siegel, 1993; Latch, 1994). Por
otro lado, esta descrito que este hongo tiene el potencial para expresar otros
tipos de alcaloides como los indol-diterpenos (comunicacion personal, Dr.
Wade Mace); por lo que cada nueva asociacion (festuca-endofito) deberia
testearse desde el punto de vista quimico para supervisar la expresion de
estos alcaloides.

Utilizando el manejo de pastoreo "put-and-take", la MST disponible y
remanente se mantuvo en niveles que no difirieron entre los tratamientos.
Esto coincide con lo reportado por Watson et al. (2004) y Johnson et al
(2012), pero no asi con Parish et al. (2003b) donde la MST disponible fue
mayor en K31 gque en los tratamientos de festuca con enddfito novel (EN) y
éstos mayor MST disponible que la festuca E-. Esto podria deberse a las
diferencias en las condiciones ambientales (altas precipitaciones, Optimas
temperaturas de crecimiento) que se presentaron en nuestro afo
experimental. Se puede sugerir que las condiciones ambientales favorables
para la produccion forrajera observadas en el periodo de estudio, no
permitieron observar las ventajas productivas de la asociacién
endofito/planta, que segun algunos autores se expresan bajo condiciones
estrés ambiental (Schmidt & Osborn, 1993; Lacefield et al. 2004).

Los novillos que consumian K31 presentaron concentraciones urinarias de
ergo-alcaloides de al menos 76,9 ng/mg de creatinina, lo que es consistente
con trabajos previos (Stuedemann et al. 1998; Hill et al. 2000). La
concentracion de ergo-alcaloides en orina varié durante el afio de estudio,
obteniéndose los valores mayores en enero y los menores en julio; éstos son
relativamente similares a los reportados (50, 80 y 60 ng/mg de creatinina en
otofio, primavera y verano respectivamente, Hill et al. 2000). Sin embargo,
las variaciones de ergo-alcaloides en orina no son consistentes con los
contenidos de ergovalina en la pastura. Esto podria deberse a que en orina
se determind la concentracién de ergo-alcaloides totales, y la ergovalina si
bien representa un gran porcentaje de los ergo-péptidos (84 a 97 % de la
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fraccion total; Porter, 1995; Strickland et al. 2011), es uno de ellos, pero hay
otros que no se midieron (como ergocriptina, ergotamina y ergonovina) y que
pudieron haber aumentado o disminuido su concentracion en funcién de la
estacion, y explicar las variaciones encontradas en los ergo-alcaloides en
orina.

Las concentraciones de ergo-alcaloides en orina fueron consistentes con las
concentraciones de PRL sérica, ya que los novillos de K31 tenian niveles
muy inferiores respecto a Fo+ y Fo-, e incluso algunos alcanzaron valores
cercanos a cero. La reduccién en la concentracion de la PRL sérica, es el
marcador fisiologico mas comunmente analizado para confirmar los efectos
fisiologicos de la festucosis en el ganado (Goetsch et al.1987; Davenport et
al. 1993; Strickland et al. 1993; Rice et al. 1997). Los receptores de
dopamina D2 son estimulados por los ergo-alcaloides provenientes del
endofito, lo que resulta en una reduccion de la secrecion de PRL por la
hipofisis anterior (Peters et al. 1981; Browning et al. 1997; Freeman et al.
2000). Estos resultados son consistentes con estudios previos que
encontraron que novillos consumiendo festuca E+ tenian menor
concentracion de PRL respecto a los animales consumiendo festuca E-
(Karg & Schams, 1974; Browning et al. 1997; Hill et al. 2001, Nihsen et al.
2004). Por otra parte, se ha demostrado que las concentraciones de PRL
varian con el fotoperiodo y la temperatura ambiente (Peters et al. 1981), asi
como con la edad (McCarthy et al. 1979). Los novillos de Fo+ y Fo-
presentaron mayores concentraciones de PRL en la primavera y menores en
otofo-invierno lo que concuerda con estudios anteriores (Gomez & Lopez,
1991; Curlewis, 1992). En este ensayo la temperatura ambiente fue igual
para todos los tratamientos, y del mismo modo todos los animales tenian
edad similar, por lo cual la diferencia en las concentraciones de PRL entre
K31y Fo+ y Fo- se puede asignar al efecto intrinseco de los ergo-alcaloides.

La concentracién sérica de colesterol fue menor en los animales de K31 que
en Fo+ y Fo-, no encontrdndose diferencias entre éstos, lo que coincide con
lo descrito previamente (Oliver et al. 2000; Nihsen et al. 2004; Brown et al.
2009). Los ergo-alcaloides afectan el metabolismo de los lipidos causando
una disminucion de las reservas de grasa, el colesterol y la concentracion de
triglicéridos en la sangre (Cincotta & Meier, 1989; Barnett et al. 1991). El
aumento de colesterol en todos los grupos a lo largo del ensayo puede estar
relacionado con el desarrollo, en efecto, las concentraciones de este
metabolito son mayores en animales de mayor edad (Cavestany et al. 2005).

Si bien las concentraciones de urea obtenidas estan dentro del rango de
referencia, la concentracién de ésta fue mayor en animales K31 que en Fo+
y Fo-. Esta diferencia puede deberse al mayor contenido de proteina cruda
en la festuca K31 y/o a una menor sintesis proteica (masa muscular,
crecimiento) en estos animales, lo que resulta en mayor concentracion de
este metabolito y posible excrecion del mismo. Se ha descrito en humanos
(Samra & Abcar, 2012) que el aumento del consumo de proteina cruda
también lleva a un aumento de la concentracion sérica de creatinina. Los
aumentos puntuales de éstas que se observaron en los novillos K31 también
puede asociarse esto. Dado que estos aumentos en K31 se observaron
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mayormente en enero, también puede estar vinculado a dificultades en el
control de la temperatura corporal (ver debajo) y consecuente deshidratacion
(Oliver et al. 1997).

Las menores concentraciones de FAS en novillos pastoreando K31, son
consistentes con los resultados de otros estudios en los que los bovinos que
consumen festuca con enddfitos toxicos (E+) tienen menor concentracion de
esta enzima en sus sueros (Jackson et al. 1984; Oliver et al. 2000, Nihsen et
al. 2004) que los animales consumiendo festuca E-; pero dichos valores se
encuentran dentro de rangos establecidos como normales. A la fecha, se
desconoce el mecanismo exacto por el cual estas enzimas estan
relacionadas con la “festucosis”.

Al igual que lo reportado por Parish et al. (2003b), Nihsen et al. (2004) y
Johnson et al. (2012), los novillos que pastoreaban Fo+ y Fo- tenian
temperaturas rectales (TR) normales, mientras que los que pastoreaban K31
sufrieron de estrés térmico como lo indican las TR elevadas y el aumento de
la frecuencia respiratoria (FR, Silanikove, 2000). De la misma manera los
animales de Fo+ y Fo- de enero a marzo, fueron afectados (en menor
medida) por el mismo fendmeno. Esto se explica, porque en verano la
ganancia diurna de calor corporal por radiacion (mas la ausencia de sombra)
y el metabolismo, generalmente exceden la pérdida de calor (ya sea por
radiacion, conduccion, conveccién y/o evaporacion); por lo tanto, éste se
almacena, la temperatura corporal sube y como respuesta fisiologica
aumenta la FR.

Los efectos del estrés térmico han sido dificiles de separar de los efectos
gue causan los ergo-alcaloides sobre el ganado. Muchos de los signos de la
exposicién a éstos se superponen con signos de estrés por calor (consumo
de alimento deprimido, TR y FC elevada, jadeo). Los animales que
consumen ergo-alcaloides tienen reducida la capacidad de termorregulacion,
gue ademas se exacerba por cambios en la temperatura ambiente (Spiers et
al. 2012) y que en parte determina la presentacion clinica que observamos
(Hemken et al. 1981). En funcion de las variables medidas en este ensayo
solo pudimos observar el sindrome distérmico, no asi el pie de festuca. El
aumento de la temperatura corporal central se debe, por un lado, a la
vasoconstriccién periférica producida cuando los ergo-alcaloides se unen a
los receptores a-2 adrenérgicos y serotoninérgicos (Strickland et al. 1993;
Oliver, 1997) que perjudica la transferencia de calor del interior del animal a
la superficie de la piel a través de la evaporaciéon (Rhodes et al. 1991, Aldrich
et al.1993). Por otro lado, la disminucién en la concentracién de PRL (Porter
& Thompson, 1992) debida a ergo-alcaloides hace que el ganado no
peleche, lo que fue observado en nuestro estudio presentando los novillos
de K31, una tipica capa de pelos incluso en el verano, exacerbando el estrés
por calor asociado al sindrome distérmico.

Las variaciones horarias en la temperatura subcutanea (TSC) fueron
similares para los tres tratamientos, presentando los novillos K31 siempre
mayores temperaturas, de forma consistente con la temperatura rectal. Este
tipo de variacion monofasica diurna fue descrito por Al-Haidary et al. (2001),
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utilizando transmisores de temperatura telemétricos implantados en la
cavidad peritoneal de los bovinos. Sin embargo, estos mismos autores,
reportaron que la exposicion a ergo-alcaloides inhibe esta variacion diurna
de la temperatura central. Las mayores TSC se registraron a las 17:00 h y
las mas bajas a las 5:00 y a las 9:00 h. Este mismo patrén de temperatura
(pero temperatura timpanica) fue reportado por Arias & Mader (2009) para el
ganado en engorde. La TSC en todos los grupos exhibié un retraso de
aproximadamente 4 horas detras de las condiciones climaticas mas
propensas para el estrés calorico. Esta estimacion estd en general de
acuerdo con otros estudios, que se han reportado entre 2 y 5 h entre la
temperatura corporal y la temperatura ambiente (Al-Haidary & Al Hassan,
2003; Brown-Brandl et al. 2003; Kendall et al. 2006).

Los novillos de K31 presentaron mayor FR que los animales de Fo+ y Fo-,
no habiendo diferencias entre estos. Estos resultados son similares a los
reportados por Nihsen et al. (2004). En los meses de diciembre a marzo, los
tres tratamientos estuvieron por encima de los valores fisiolégicos descritos
(10 a 40 rpm, Cunnhigham, 2003), teniendo K31 mayores valores de FR que
los otros dos. El aumento de FR por encima de los valores de referencia en
Fo+ y Fo- durante ese periodo, son explicados por los valores obtenidos de
ITH, que muestran que los animales estuvieron en alerta (74<ITH<79) y en
peligro (79< ITH<84) de estrés caldrico. Si bien la FR es un buen indicador
de estrés térmico, ya que los bovinos pierden calor metabdlico a través del
tracto respiratorio (Finch, 1986), se ha demostrado que el consumo de
festuca E+ aumenta la FR de los bovinos por encima de la causada por
estrés (Carr & Jacobson, 1969; Osborn et al. 1992). Por un lado, cuando los
ergo-alcaloides estimulan a los receptores serotoninérgicos-2 provocan
broncoconstriccion (Oliver, 1997). En tanto que los a-2 adrenérgicos
presentes en las plaguetas de la sangre, cuando son estimulados por los
ergo-alcaloides aumentan la produccion de tromboxano, causando
agregacion plaguetaria (Oliver, 1997). Estos se combinan para dar lugar a
una reduccion en la saturacion de Oz en la sangre, por lo que hay un
aumento en la tasa de respiracion para oxigenar suficientemente los tejidos
(Oliver,1997).

Los novillos que pastoreaban Fo+ y Fo-, tuvieron ganancias de pesos vivo
(GDP) similares, siendo mayores que los encontrados en K31, reflejando un
efecto adverso de la festucosis sobre la performance productiva de los
novillos. Estos resultados son consistentes con otros ensayos de pastoreo
(Parish et al. 2003b; Nihsen et al. 2004; Beck et al. 2008; Jonhson et al.
2012) que reportaron gue cultivares con endofito novel y E- presentaron
similar y mayor GDP en todos los sitios y fechas evaluados, en comparacion
con los que pastoreaban E+, pudiendo deberse a una menor ingesta de
forraje por parte de los animales de K31. En nuestro ensayo evaluamos la
MST disponible y remanente, no encontrando diferencias entre los
tratamientos, lo que a pesar de no haber medido el consumo, sugiere que
una menor disponibilidad del forraje no fue el causante de un menor PV. No
se observaron diferencias en la composicion quimica en desmedro de la
festuca K31 lo que es consistente con reportes previos donde se demostrd
que los parametros de calidad del forraje no cambian por la presencia del
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endofito en la festuca (Bush & Burrus, 1988; Matthews et al. 2005). Estos
altimos autores demostraron ademas una digestibilidad similar pero un
menor consumo en animales consumiendo heno de festuca E+. Por lo antes
dicho, podemos decir que la diferencia de PV es un efecto intrinseco del
endofito y no del forraje y que las diferencias en el desempefio animal deben
estar relacionadas con la ingesta de alcaloides que afectan negativamente la
fisiologia del animal.

Goetsch et al. (1987) observaron disminucion de la ingesta cuando las vacas
consumian festuca E+ en comparacion con novillos consumiendo festuca E-
en climas calidos. Por su parte, Nihsen et al. (2004) reportaron que -si bien
no recogieron datos de comportamiento- los novillos que consumian festuca
E+ permanecian mas tiempo en la sombra y en los bebederos. En este
ensayo tampoco se registraron datos de comportamiento, y las parcelas
donde se encontraban los animales carecian de sombra. Sin embargo,
ademas de un evidente menor PV de los animales y el pelaje de los mismos,
se observo la formacion de “parches de agua” en las parcelas donde
permanecian los animales de K31.

Aldrich et al. (1993) llevaron a cabo una evaluacion del consumo de festuca
E+ en la dieta en la relacion con la temperatura, encontrando una notable
reduccion en la actividad de pastoreo durante los meses de verano. Los
resultados indicaron que a una temperatura ambiente alta (32°C), la ingesta
de forraje se redujo en un 22% en todo el ganado, y el consumo de agua
aumentd en un 62%. Por lo tanto, lo que sugiere que las reducciones en la
ingesta, son sin duda, exacerbadas por factores externos como el medio
ambiente. Estos hallazgos confirmados por McClanahan et al. (2008), que
informaron una correlacién negativa en la frecuencia de pastoreo (porcentaje
de pastoreo activo) y temperatura ambiente, ya que la mayor frecuencia de
pastoreo se produjo durante la mafiana temprana asociada con
temperaturas ambiente mas bajas. Estos autores concluyeron que la
reduccion en la ingesta puede deberse a combinaciones de factores
ambientales, del hongo y fisiolégicos. En relacion a esto, la menor GDP
podria explicarse en funcion de que los animales consumiendo festuca con
endofitos toxicos tuviesen alterada su capacidad metabdlica, tal como se
observa en los resultados de TR, TSC y FR que indican baja eficiencia
metabdlica (Zanzalari et al. 1989). La respuesta inmediata de los animales
frente al estrés por calor es reducir la ingesta en un intento de reducir la
produccion de calor metabdlico a un nivel que pueda ser disipado (Beede &
Collier, 1986). Esta descrito que incluso en termoneutralidad el control del
consumo es mas sensible a los ergo-alcaloides y que la supresion del apetito
no se deba solo a un cambio en la temperatura corporal central. Existe la
posibilidad de que la reduccibn del consumo y la hipertermia que
caracterizan la festucosis, estén mediadas por diferentes vias o diferentes
toxinas (Spiers et al. 2012). Los ergo-alcaloides al actuar como agonistas de
los receptores serotoninérgicos (Dyer, 1993), pueden deprimir la ingesta
mediante el aumento de la saciedad (Simansky, 1996). Otros investigadores
han demostrado que la tasa de pasaje de alimentos disminuye en los
animales que consumen festuca E+ (Goetsch et al. 1987), lo que también
puede contribuir a reducir la ingesta y por tanto la GDP.
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Nuestros datos de carga de moscas mostraron que en el primer pico de
moscas (fines de primavera) los animales que pastoreaban K31 tuvieron
mayor carga de mosca que los animales de Fo+ y Fo-. Estos hallazgos son
opuestos a los reportados por Brown et al. (1993), que encontraron que el
ganado de carne pastoreando festuca E+ tenia menor carga de moscas de
los cuernos y de la cara (Musca autumnalis) que el ganado pastoreando
pasto bermuda (Cynodon dactylon L.). Cuando la festuca E + es ingerida por
los bovinos, los alcaloides que llegan al rumen se absorben a través de la
pared del mismo y permanecen en el torrente sanguineo (Stuedemann et al.
1998). Debido a que la mosca de los cuernos es totalmente dependiente de
la sangre bovina como fuente de alimento, el alcaloide que fluye a través del
torrente sanguineo puede ejercer una accion repelente (Kuramochi, 2000),
por lo cual, en vez de alimentarse de animales con alcaloides en sangre,
busque otros hospedadores. En el mismo sentido, Parra et al. (2013)
reportaron menor carga de moscas en los animales que pastoreaban K31,
gue en los animales que pastoreaban pasturas E-. Pero en dicho trabajo, los
tratamientos no se realizaron de forma simultanea (todos los animales
pasaban primero por un tratamiento y luego por otro), por lo que no es
posible aislar efectos estacionales de la mosca, ni efectos residuales del
consumo de alcaloides. Ademas, el conteo de moscas se realizé de 10:00 a
15:00 h, momentos del dia en que las moscas se encuentran en la region
ventral del animal para evitar la incidencia del sol.

La mayor carga de moscas en los animales de K31 en nuestro experimento,
podria deberse a una atraccion diferencial de las moscas por este grupo de
bovinos. Breijo et al. (2013) reportaron que los cambios fenotipicos modifican
la facilidad de acceso de la mosca de los cuernos a la sangre de los bovinos,
algunos de los cuales se explican por cambios en el espesor de la piel de los
mismos. Animales de capa oscura, machos y mas pesados presentan mayor
carga de mosca (Franks et al. 1963; Rodriguez-Gallegos & Acosta-
Rodriguez, 2011). Por esta razon, se utilizaron bovinos con caracteristicas
fenotipicas similares (machos oscuros y con similares PV), por lo cual estos
efectos fenotipicos no son la causa de los resultados obtenidos. Una posible
explicacion esta asociada a la temperatura corporal. Se ha descrito que
varias especies de insectos, utilizan sensores de temperatura para identificar
a sus hospedadores y a su vez el aumento de la temperatura modula la
respuesta al sabor a algunos nutrientes. (Afroz et al. 2013). En el presente
trabajo, los bovinos K31 tenian una mayor temperatura corporal respecto a
los de los grupos Fo+ y Fo- pudiendo facilitar la atraccion diferencial de las
moscas que determind mayor carga en los bovinos K31. Respecto al periodo
2, observamos que no hay diferencias en la carga de moscas adultas entre
los animales de K31 y los de Fo+, teniendo ambos tratamientos mayor carga
de moscas que los animales de Fo-; no encontramos una explicacion para
este hallazgo.

En nuestro ensayo, no encontramos diferencias en el numero de pupas
obtenidas en los diferentes tratamientos. Por su parte, Dougherty et al.
(1998), demostraron que extractos de N-formil-lolina (NFL) y N-acetil-lolina
(NAL) a una concentracion superior a 100 ppm incorporados en la materia
fecal de bovinos, causaron 100 y 95% de mortalidad de larvas de la mosca
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de los cuernos respectivamente. Ademas, establecieron que la DL50 de la
lolina total fue de 30 ppm. Estos mismos investigadores (Dougherty et al.
1999) reportaron que cuando las moscas de los cuernos son expuestas a
materia fecal bovina suplementada con N-formil lolina y ergotamina hay un
descenso en el niumero de pupas recuperadas. De forma similar, Parra et al.
(2013) encontraron que el consumo de festuca Kentucky 31 reduce el
desarrollo larvario de las moscas cultivadas en heces de bovinos, pero no
determind la concentracion de alcaloides en planta ni en materia fecal. Por lo
gue la sola presencia del hongo no es indicativa de produccion (cuales y que
cantidad) de alcaloides. Lamentablemente sabemos muy poco acerca del
destino y el metabolismo de los ergo-alcaloides y las lolinas en los bovinos.
Asi como tampoco se sabe cudles y que cantidad de alcaloides estan
presentes en la materia fecal de los bovinos que consumen festuca con
endofitos. Westerndorf et al. (1993) recuperaron 70% de la ergovalina
ingerida en la materia fecal de ovejas que pastoreaban festuca E+, pero no
pudieron detectar lolina. Es decir que si bien sabemos la concentracién de
alcaloides en planta de la que partimos (en el caso de las lolinas totales fue
de 897 y 108 ppm para K31 y Fo+ respectivamente), desconocemos la
concentracion en la que estos alcaloides estan presentes en la materia fecal
de los bovinos. Por lo que, si la concentracion de los mismos fuese menor a
30 ppm (DL50, Dougherty et al. 1998) no hubiéramos visto el efecto
insecticida de las larvas como ocurri6 en nuestro ensayo. Ademas, la
importancia ecolégica de NFL y NAL puede minimizarse si el metabolismo
en el tracto gastrointestinal transforma las acil-lolinas en la lolina que es
menos activa (Westerndorf et al. 1993).
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11- CONCLUSIONES

Los animales consumiendo K31 mostraron signos de intoxicacion a través de
todas las variables medidas: pobre ganancia de peso vivo, temperatura
corporal y frecuencia respiratoria elevadas, asi como disminucién de la
concentracion de prolactina y presencia de ergo-alcaloides en orina. Esto
permite concluir que las condiciones del ensayo permitieron la expresion de
los efectos de los ergo-alcaloides.

En los novillos pastoreando Fo+ y Fo-, no se encontraron diferencias
significativas en ninguna de las variables estudiadas, manteniéndose todas
dentro de valores normales, por lo que concluimos que la utilizacién de
festuca con el enddéfito AR584 no afecta los parametros fisiolégicos ni en el
desempeiio productivo de los animales que la consumen bajo condiciones
edafocliméaticas de la region este de Uruguay.

La determinacion de la temperatura subcutanea es una buena herramienta
de estimacién de la temperatura corporal en bovinos que nos permitio
ademas observar que el consumo de ergo-alcaloides no afecta la variacion
diurna de la temperatura central.

No se encontr6 un efecto de regulacion parasitaria de los alcaloides en el

control de la mosca de los cuernos, ni en las formas adultas ni en las
larvarias.
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