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Resumen

La depredacion intragremio (DIG) es una interaccién frecuente en coccinélidos
afidofagos, y es considerada una de las posibles causas de la disminucién de la
abundancia de otros coccinélidos luego de la invasion de Harmonia axyridis (Ha),
dado que la DIG seria asimétrica en favor de ella. En alfalfales de Chile Central,
luego de la llegada de esta especie invasora se produjo una disminucion significativa
de la riqueza y abundancia de coccinélidos, especialmente nativos. En este estudio,
evaluamos, por medio de andlisis molecular de contenido estomacal, la intensidad,
direccion y simetria de la DIG entre H. axyridis la especie exdtica Hippodamia
variegata (Hv) y la nativa Eriopis chilensis (Ec), los tres coccinélidos mas comunes
que coexisten temporal y espacialmente en alfalfales de la zona central del pais.
Evaluamos, ademds, la relacion entre la intensidad de DIG y la abundancia de presas
extra (afidos) e intragremio (otros coccinélidos). Nuestros resultados indican que Ha
es el depredador intragremio mas frecuente, que depreda con mayor frecuencia sobre
Ec y que esto ocurre independientemente de la densidad de afidos. La disponibilidad
de dfidos y la abundancia de Ha se asocian positivamente con la intensidad de la DIG
para algunas combinatorias de depredador-presa (Ec sobre Ha y sobre Hv, Ha sobre
Hv'y Hv sobre Ha). Estos resultados sugieren que la DIG de Ha puede ser una de las
causas directas de la disminucién de los coccinélidos nativos en alfalfales de Chile

central.



Abstract

Intraguild predation (IGP) is a frequent interaction among aphidophagous coccinelids
and is considered as one of the possible causes of the decrease of the abundance of
other coccinelids after the invasion of Harmonia axyridis (Ha), because of the
asimetric IGP in her favour. In alfalfa fields of central Chile, after the arrival of this
invasive species, it produces a significant decrease of the abundance and richness of
the coccinelids, specially natives. In this study, we evaluated, using molecular
analysis of gut content, the intensity, direction and symmetry of the IGP between H.
axyridis the exotic species Hippodamia variegata (Hv) and the native Eriopis
chilensis (Ec), the three most common coccinelids that coexists temporally and
spatially in the alfalfa field of the central zone of the country. We evaluated, also, the
relation between the intensity of IGP with the extraguild (aphids) and intraguild
(other coccinelids) prey abundance. Our results indicate that Ha is the most frequent
intraguild predator, that predates in more frequencies over Ec and that this happens
regardless of the density of aphids. The availability of aphis and the abundance of Ha
are possibly associated to the intensity of the IGP for some predator- prey
combinatory (Ec over Ha and over Hv, Ha over Hv and Hy over Ha). This results
suggest that the IGP of Ha can be one of the direct causes of the decrease of the

native coccinelids in the alfalfa field of central Chile.
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Introduccion

Los coccinélidos son conocidos por estar entre los principales depredadores de dfidos
(Hemiptera: Aphididae), y por ello han sido introducidos en muchas partes del
mundo como agentes de control biologico (Obrycki ef al., 2000; Van Lenteren et
al., 2003; Losey & Vaughan, 2006). Sin embargo, debido a sus caracteristicas como
depredadores generalistas, su introduccién puede llevar a interacciones antagonistas
con especies residentes, entre ellas especies nativas (Brown 2004; Majerus et al.,
2006; Brown er al., 2008; Hodek et al., 2012; Hoki et al., 2014). Harmonia axyridis
(Pallas) es una especie de coccinélido que ha sido introducida en numerosos paises,
tanto de manera accidental como deliberada (Koch er ai., 2006: Lombaert et dl..
2014). Luego de su introduccidn, esta especie se ha vuelto el coccinélido dominante
en diversos hdbitats (Honek er al., 2015; Lombaert ef al., 2014). Numerosos estudios
han demostrado una correlacion negativa entre la abundancia de coccinélidos
afidofagos nativos y la abundancia de H. axyridis, lo que sugiere que la presencia de
esta especie. a lo menos parcialmente, es la causa del declive observado en
coccinélidos afidéfagos nat_ivos (Felix & Soares, 2004; Ingels & De Clercq, 2011;
Brown er al., 2011a, 2011b, 2014; Katsanis et al.. 2012; Roy et al., 2012; Bahlai et
al., 2015). Esta disminucion es asociada principalmente a interacciones negativas,
como la competencia interespecifica, la transmisién de patégenos y la depredacion
intragremio (DIG) (Elliot er al., 1996; Evans, 2004; Evans ef al., 2011; Roy &
Brown, 20135). La DIG corresponde a la depredacion entre especies que consumen un

mismo recurso (Polis, 1981; Lucas er al., 1998; Polis et al., 1989). Ella puede ser



caracterizada seglin su direccion, simetria ¢ intensidad (Polis er al., 1989; Lucas er
al., 1998; Félix & Soares, 2004; Trotta et al., 2015). La direccion alude a la identidad
de la especie que actia como depredador y a la que es presa, pudiendo ser
unidireccional cuando un miembro del gremio es siempre consumido (Polis er al.,
1989: Lucas ef al., 1998; Félix & Soares, 2004; Trotta ef al., 2015), o bidireccional,
cuando ambos pueden ser presa o depredador (Lucas ef al., 1998; Lucas, 2005; Trotta
et al., 2015). La DIG bidireccional puede ser simétrica o asimétrica, siendo
asimétrica cuando una especia presenta una mayor frecuencia de depredacion sobre
otros; en caso contrario la interaccion es considerada como simétrica (Lucas et al.,
1998:; Lucas, 2005; Trotta et al., 2015). Finalmente, la intensidad se refiere a la
proporcion de casos en que se produce DIG (Lucas ef al., 1998; Lucas, 2005; Trotta
et al., 2015). Estas caracteristicas de la DIG pueden estar condicionadas por el
tamafio corporal relativo de las especies de coccinélidos interactuando, la
especificidad de alimentacion y hébitat, o la movilidad de las presas. Generalmente,
los depredadores de mayor tamafio son quienes consumen a aquellos de menor
tamafio cuando poseen la misma movilidad (Polis ef al., 1989; Lucas et al.. 1998;
Lucas, 2005; Pell er al., 2008; Ingels & De Clercq, 2011); ademas especies de mayor
tamafio pueden consumir gran nimero de presas de menor tamafio con un indice bajo
de gasto energético (Aljetlawi et al., 2004; Pell ef al., 2008). Por otra parte, especies
o estados de desarrollo que presentan movilidad reducida serian mas susceptibles a
ser depredados. Asi, huevos y pupas son més frecuentemente depredados por larvas y
adultos (Polis er al., 1989; Lucas et al., 1998; Evans, 2004; Lucas, 2005; Frechette et
al., 2007; Ingels & De Clercq, 2011). Generalmente no ocurre DIG entre adultos.

Ademas, esta interaccion puede estar condicionada por la abundancia de presas



extragremio (i.e., afidos) causando cambios en la frecuencia de DIG haciéndola
aumentar o disminuir. Cuando hay una mayor oferta de presas extragremio la DIG
ocurre con menor intensidad por cuanto los coccinélidos preferirian comer fidos
(Polis et al., 1989; Gardiner & Landis., 2007; Gagnon & Brodeur, 2014; Bayoumy &
Michaud, 2015; Trotta et al., 2015). Ello ha sido observado en estudios de laboratorio
con larvas y adultos de f1. axyridis depredando sobre coccinélidos en EEUU, los que
disminuyeron la intensidad de DIG cuando la disponibilidad de afidos aumentaba
(Gardiner & Landis, 2007). En Chile, Grez er al. (2012) observaron que la DIG de
adultos de Eriopis chilensis (Hoffman) e Hippodamia variegata (Goeze) sobre
huevos de ambas especies aumentaba en ausencia de afidos. También un mayor
nimero de presas intragremio (e.g., otras especies de coccinélidos) deberfa generar
un aumento de DIG en lugares o €pocas con escasez de 4fidos, ya que una especie
podria ampliar su dieta incluyendo a otros integrantes del mismo gremio y
eliminando posibles competidores (Polis et al., 1989; Yasuda et al., 2004; Gagnon &
Brodeur, 2014; Bayoumy & Michaud, 2015). Esto también podria ocurrir cuando el
valor nutricional de las presas intragremio es mayor que el de presas extragremio, o
bien cuando la densidad de presas intragremio es muy alta incrementando la
probabilidad de contacto entre depredadores y presas intragremio (Lucas ef al., 1998;

Lucas, 2005; Néia ef al., 2008; Lucas er al., 2009).

En nuestro pafs, las especies mds abundantes de coccinélidos presentes en los
campos de alfalfa en Chile central son la nativa E. chilensis y las exoticas H.
variegata y H. axyridis (Grez et al., 2012; Grez et al., 2014a; Grez et al., 2014b).
Eriopis chilensis es una especie endémica del sur de Sudamérica con una amplia

presencia en Chile (Hoffman,1970; Montes, 1970; Gonzilez, 2014); H. variegata,



originaria de Europa, se establecio en nuestro pais luego de ser introducida en 1975
para el control de 4fidos (Zuiliga et al., 1986), mientras que H. axyridis comenzoé con
gran numero de avistamientos el afio 2008 en alfalfales de la zona central,
aumentando su distribucion a lo largo del pais con el pasar de los afios (Grez ef al.,
2010; Roy et al., 2012; Grez et al., 2016). Estas tres especies coexisten espacial y
temporalmente en alfalfales, incluso en &reas reducidas, presentando una ventana
temporal durante la primavera donde se presentan los méximos de abundancia que
coinciden con el incremento de los recursos disponibles, los afidos (Zaviezo et al.,
2006; AA Grez, datos no publicados). En las dltimas décadas, la abundancia y
riqueza de coccinélidos nativos en Chile central han disminuido en conjunto con un
aumento en la abundancia de especies exéticas. Inicialmente H variegata era el
coccinélido introducido dominante hasta el ingreso de H. axpridis, lo que ha
resultado en una disminucién de H. variegata y de coccinélidos nativos en alfalfales
donde H. axyridis es abundante (Rivera, 2015; Altamirano, 2016; Grez et al. 2016).
Esto sugiriere que H. axyridis podria tener caracteristicas competitivas ventajosas
respecto a la nativa E. chilensis y la exética H. variegata (Grez et al., 2012; Grez et
al., 2014a; Grez et al., 2014b). Una posible explicacién de este fenémeno seria la

DIG.

Estudios de laboratorio permiten corroborar la frecuencia, intensidad y simetria de la
DIG manteniendo variables controladas, como la disponibilidad de alimento o la
temperatura (Noia ef al., 2008; Grez er al., 2012). Sin embargo, es ampliamente
reconocido que las arenas simplificadas utilizadas para experimentos de laboratorio
probablemente inducen interacciones a una tasa mayor a la que ocurre en la

naturaleza (Frechette er al., 2007; Lucas et al., 2009; Trotta ef al., 2015). De esta



forma los estudios de campo adquieren mayor relevancia ya que entregan una vision
mas realista de este fenémeno. Uno de los métodos frecuentemente utilizados para el
analisis de DIG en coccinélidos en campo incluye la observacion directa de
depredacion de huevos centinelas (Smith & Gardiner, 2013; Roy & Brown, 2015).
Sin embargo, la sola observacion de cuantos huevos centinelas son consumidos no
entrega informacién de qué factores determinan esta interaccion. Ademds, este
método ha sido cuestionado por algunos autores por cuanto la adicion de huevos
centinelas implica una modificacion de las condiciones del sitio de estudio al
manipular la oferta de presas intragremio (Aebi et al, 2011; Roy & Brown, 2015).
Ello ha generado la necesidad de realizar estudios de campo utilizando otras
metodologias menos invasivas, documentando cuantitativamente la interaccién entre
especies dentro de una comunidad, sin alterar las condiciones naturales del habitat o

de las interacciones estudiadas (Roy & Brown, 2015).

Un método reciente para detectar DIG es a través del andlisis del contenido
estomacal con técnicas moleculares. La amplificacion por PCR para el analisis de
contenido estomacal consiste en el disefio de partidores especificos para cada
especie, que se adhieran a un fragmento especifico del ADN de la presa, permitiendo
la deteccion y amplificacion de pequefios segmentos dentro de los estdbmagos de
depredadores (Gagnon et al., 2011a, 2011b). Con ello, se asegura la identificacion de
especies consumidas sin perturbar las interacciones naturales que se estan dando en
el hdbitat. Por lo tanto, las aplicaciones de los andlisis moleculares de contenido
estomacal para las investigaciones de DIG, junto con una caracterizacion de factores,

como la abundancia de presas intra y extra gremio, pueden proveer un mejor



entendimiento de las interacciones dentro de una comunidad (Aebi er af, 2011; Roy

& Brown, 2015).

El objetivo de este estudio fue evaluar, por medio de analisis molecular de contenido
estomacal. la DIG en /7. axyridis, H. variegata y E. chilensis en campos de alfalfa de
Chile Central y estimar la asociacién entre la abundancia de presas extra e
intragremio con la intensidad de esta interaccion. Debido al incremento exponencial
de las poblaciones de H. axyridis en otras partes del mundo y en Chile, y a la DIG
asimétrica observada en otras latitudes, se espera que en condiciones de campo esta
especie ¢jerce una mayor DIG que H variegata y E. chilensis, siendo esta
interaccion bidireccional pero asimétrica en favor de H. axyridis. Adicionalmente, se
espera que la intensidad de DIG aumentd al disminuir la abundancia de presas
extragremio (&fidos) y al aumentar la abundancia de presas intragremio

{coccinélidos).



Materiales y Métodos

Sitios de muestreo

El estudio se realizé en 10 campos comerciales de alfalfa (Medicago sativa L) de a lo
menos una hectarea, ubicados en la zona sur de la Regién Metropolitana, durante la
primavera de 2015. La seleccion de los alfalfales se hizo en funcién de aquellos que
presentaran poblaciones de las tres especies de coccinélidos afidofagos mas
abundantes en la zona central de Chile: H. axyridis, H. variegata y E. chilensis, y que
presentaran variabilidad en la abundancia de &fidos (Andrade, 2013; Ximénez-
Embun er al., 2013). Los alfalfales debian tener similares sistemas de manejo, sin
aplicacién de insecticidas al menos dos semanas antes del muestreo; ademas debian
presentar plantas sanas de 30 a 50 cm de altura. Los coccinélidos y afidos fueron
muestreados previo al primer corte de la alfalfa, debido a que este manejo genera un
declive de los dfidos. En cada alfalfal se determinaron dos areas de 100 m de largo
por 10 m de ancho, obteniendo un drea de muestreo de presas intra y extragremio

total de 0,2 ha (Gardiner et al., 2011).
Captura y conservacion de muestras

Para el andlisis de contenido estomacal de H. axyridis, H. variegata y E. chilensis, en
cada alfalfal se realizaron colectas hasta obtener 20 individuos adultos de cada
especie mediante redes entomoldgicas pasadas entre las 10:00 y las 16:00 h, periodo
en que los coccinélidos concentran su actividad de alimentacion (Thomas er al.,

2013; Andrade, 2013; Ximénez-Embun er al., 2013). Cada diez redadas. los



individuos se colectaron utilizando guantes de lalex e inmediatamente fueron
depositados individualmente en tubos Eppendorf, evitando la contaminacién con
otros individuos, y fueron guardados en un contenedor a 4°C para aletargar su
actividad. Posteriormente fueron conservados por unos pocos dias a -20°C (Gagnon
et al., 2011b; Brown et al., 2014; Rondoni ef al., 2014), hasta llevarlos a un freezer a

-80°C, impidiendo el deterioro del material en el tiempo (Thomas et al., 2013).

Extraccion de ADN y Diseiio de partidores

Se realizé una extraccion de ADN del contenido estomacal de cada uno de los
individuos a partir del individuo completo por medio del método de Salting out
modificado para artrépodos (De Armas ef al., 2005; Bustamante e al., 2011). El
ADN obtenido fue conservado a -20°C para su posterior anélisis (Thomas er al.,
2013). Las secuencias genéticas de la region COI y los partidores especificos para H,
axyridis, H. variegata y E. chilensis fueron obtenidos del Instituto de Ciencias

Biologicas de la Universidad de Talca (Ortiz-Martinez, 2013).

Amplificacién por PCR singleplex

Se realizaron PCRs singleplex utilizando partidores (forward y reverse) para cada
una de las tres especies de coccinélidos. Las amplificaciones se realizaron en un
volumen total de 10 uL, compuesto por 5 uL de Sapphiramp Fast PCR Master mix, 1
uL de mezcla de partidores, 1,5 ul. de muestra de ADN de cada individuo v 2,5ul de
H2O (Gagnon ef al., 2011a). Las condiciones para el termociclado fueron un primer

ciclo de 15 segundos a 95°C, posteriormente 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 90



segundos a 65°C y 90 segundos a 72°C, finalmente un ciclo de 60 segundos a 72°C

para luego mantenerse a 4°C.

Electroforesis

Se cargd 1 ul de producto de PCR de cada individuo a analizar junto a 1 uL de
Ladder 50bp. Se corrieron en 50-70 mL de gel de agarosa de cama grande al 3% (30
minutos de secado), por 75 minutos, 100v, 100 mAh. Como control negativo se
cargaron 1 uL de H20 y, como control positivo, una muestra de | ul. de producto de

PCR con ADN de la especie objetivo.

Muestreo de presas intra y extra gremio

Para estimar la abundancia de presas intragremio (i.e., H. axyridis: H. variegata y E.
chilensis) y extragremio (i.e., afidos de las especies Acyrthosiphon pisum, Aphis
craccivora, Therioaphis trifolii), se realizé un muestreo sistematico inmediatamente
después de la colecta de los individuos para el andlisis molecular con red
entomologica de 30 cm de didmetro, pasando 100 veces la red en un recorrido en
zigzag de 100 m cercano al punto de obtencién de las muestras para el anélisis de
contenido estomacal (Andrade, 2013; Grez et al., 2014a). Se consideraron como
presas intragremio a adultos y larvas de las especies H. axyridis, H. variegata y E.
chilensis, debido a que son las especies de coccinélidos de mayor abundancia en los
alfalfales en primavera, con mas de 90% de los individuos (Grez ef al., 2016). Si bien
los adultos en general no sufren DIG su abundancia fue tomada como un indicador
de la abundancia de los otros estados de desarrollo que si son depredados por otros

coccinélidos. Otros ordenes de insectos afidofagos no fueron considerados ya que



estudios previos han mostrado que ellos son poco consumidos por coccinélidos en
comparacion a otras especies de coccinélidos (Brown et al, 2014; Howe er al,
2016). Los afidos y coccinélidos fueron recolectados en frascos plasticos y
conservados en frio para su cuantificacion e identificacion en el laboratorio (Bartlett

et al., 2015).

Anailisis Estadistico

La intensidad de la DIG se estimé a partir del numero de individuos de cada especie
que contenia ADN de alguna de las otras dos especies (i.e., H. axyridis con ADN de
H. variegata'y E. chilensis; H. variegata con ADN de H. axyridis y E. chilensis y E.
chilensis con ADN de H. variegaia y H. axyridis), considerando el total de
individuos muestreados en los 10 alfalfales. Estos datos (DIG por especic) fueron
comparados a través de una prueba de Chi-cuadrado, calculando la diferencia entre la
intensidad de la depredacion observada con la esperada. La simetria se calculd a
partir del nimero de repeticiones donde se registrd DIG. Este se comparé con un
indice tedrico del 50% (correspondiente a una relacion simétrica) a través de la
prueba de Chi-cuadrado. En caso de haber diferencias significativas entre el indice
observado con el tedrico (P < 0,05) Ia DIG se considero asimétrica a favor de una de

las especies de depredadores (Lucas, 2005).

Para determinar si existia una relacién entre el nimero de presas intra y extragremio
en cada alfalfal (variables predictoras: abundancia de adultos y larvas de H. axyridis,
H. variegata, E. chilensis y de afidos) y la intensidad de la DIG observada en cada
especie (variables respuestas: combinatorias depredador-presa), se realizé una

regresion parcial de minimos cuadrados (Partial Least Square o PLS). Este método

10



calcula un modelo predictivo utilizando una serie de componentes, los cuales son
clegidos con el criterio de minimo PRESS (Predicted Residual Sum of Squares). La
regresion PLS entrega tres medidas de validez de importancia que son: R?X que es la
proporcion de la varianza que las variables predictoras utilizan en el modelo; R?Y
que es la proporcion en las variables respuestas que es explicada por el modelo y (Q°
un indice que explica si el modelo tiene relevancia predictiva si es positivo (Chin,
2010). Dentro del anélisis se obtiene el indice VIP (Variable Importance in the
Projection) el cual indica la influencia relativa de cada variable predictora en la
proyeccion del modelo y el peso (w) que corresponde al porcentaje de variacion de
cada variable en explicar el modelo. Aquellas variables predictoras que presentan un
valor VIP superior a 0,8 y un peso (w) mayor a 0,6 son consideradas como relevantes
en explicar una variable respuesta (Tenenhaus, 1998; Grez er al. 2014b). Los
resultados del andlisis PLS se graficaron en un mapa de correlacion en cuyos ejes
estan los dos primeros componentes del PLS (Tenenhaus er al., 2005). Todos estos

analisis se realizaron con el programa estadistico R studio version 1.0.136.

11



Resultados

Intensidad, direccion y simetria

En relacion a la intensidad, de un total de 600 muestras de coccinélidos colectadas en
los 10 alfalfales y analizadas mediante PCR (200 individuos por especie), en 56 se
detectdé DIG, independiente de la identidad de la presa (9,.3% de los 600). De 200
individuos analizados por especie depredadora se encontraron 28 DIG realizadas por
H. axyridis (14%), 13 realizadas por H. variegata (6,5%) y 15 realizadas por E.
chilensis (7,5%). De los 56 casos positivos de DIG. el 50% ocurri6 en H. axyridis, el
23,2% en H. variegata y 26,7% en E. chilensis, donde H. axyridis es la unica que
muestra una intensidad significativamente superior a la intensidad esperada calculada

y mayor a las otras dos especies (P < 0,05, Tabla 1).

Tabla 1: Intensidad de DIG segin especie. independiente de la especie presa. Se indica el nimero de
individuos de cada especie con v sin DIG observados y esperados, el valor de x” y P entre el esperado

y el observado para cada especie y entre las tres especies.

E. chilensis H. variegata  H. axyridis

Con depredacion (observado) 15 13 28

Sin depredacion (observado) 185 187 172
Total 200 200 200
Con depredacion (esperado) 18 18 18

Sin depredacioén (esperado) 181 181 181

= 0,877 1,723 4.787
Valor de P 0,349 0,189 0,029*
Valor de P entre todos 0.,024*

De los 28 eventos de DIG realizados por H. axyridis, 10 (35%) fueron hacia H.

variegata y 18 (65%) hacia E. chilensis. En el caso de H. variegata, de las 13 DIG 7
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(54%) fueron hacia H. axyridis y 6 (46%) hacia E. chilensis, en tanto para E.
chilensis, de las 15 DIG 7 (47%) ocurrieron hacia H. axyridis y 8 (53%) hacia H.
variegata (Figura 1). La mayor DIG fue desde H. axyridis a E. chilensis, sin
embargo, en ninguna combinatoria existen diferencias significativas (v'u.=2,28,

P=0,13; x*%=0,07, P=0,78; x’e=0,06, P=0.79).

oD
~ %
{ I

(Ns]

]
-
1

fo ]

T

N

Proporcion de depredacidon
(=) L B vos S s B v
Yo

Hv
Especies depredadoras

BPresa Ec BPresa Hv DPresa Ha

Figura 1: Intensidad de DIG andlisis segiin pares de depredador-presa, Ha: deprador H. axyridis; Hv:
depredador H. variegata; Ec: depredador E. chilensis; el color de las barras indica la presa consumida.

Anélisis segtin comparacion por x°,

Del total de casos de DIG, independiente de la identidad del depredador, E. chilensis
fue depredada 24 veces (43%). H. variegata 18 veces (32%) y H. axyridis 14 veces

(25%). sin embargo, no existen diferencias significativas (x*=2,71, P=0,25).
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En todas las combinatorias la DIG fue bidireccional, por cuanto las tres especies
actuaron tanto como depredador intragremio y como presa intragremio. En relacion a
la simetria, solo en la combinatoria E. chilensis y H. axyridis se observaron
diferencias significativas entre el nimero de casos de DIG observado y el tedrico del
50%, en favor de H. axyridis (x*, df =1, P < 0,028, Tabla 2). La DIG en las otras dos
combinatorias (H. axyridis con H. variegata y E. chilensis con H. variegata) fueron

simétricas (Tabla 2).

Tabla 2: Simetria de la DIG en las distintas combinatorias de coccinélidos. Se muestra ¢l nimero de
individuos de cada especie en cada combinatoria actuando como depredador intragremio seglin
andlisis de contenido estomacal. La simetria se calculd en funcién de un indice tedrico del 50% de
depredacion que asume simetria en la DIG. E. ¢ Eriopis chilensis; H. a: Harmonia axyridis;, H. v:

. ; : 2 2
Hippodamia variegata. Comparacion por X<,

Combinatoria 1 Combinatoria 2 Combinatoria 3
Especies E ¢ H. a H a H v E ¢ H.v
Depredacion 7 18 10 7 8 6
50% tedrico 12,5 12,5 8.5 8.5 7 7
Total 25 17 14
depredacion
x? 4,84 0,286 0,529
Valor de P 0,028* 0,593 0.467

asimétrica simétrica simétrica

Influencia de presas intragremio y extragremio sobre la intensidad de

o

depredacion.

El modelo PLS incluyo tres componentes que explicaron un 64% de la varianza de

las variables respuestas (R’Y) y un 94% de las variables predictoras (R2X) (Tabla 3).
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Tabla 3: Modelo de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS). Se entregan los parametros de

calidad para los tres primeros componentes (1): Q. R*Y y R*X. El asterisco sefiala aquellos valores de

Q7 que indican un componente con relevancia predictiva.

Componentes

t1 t2 t3
Q° 0,244* -0.339 0.116*
R?Y acumulado 0,424 0,480 0.648
R?X acumulado 0,468 0,902 0,942

El componente 1 y el componente 3 presentaron un Q? positivo (Tabla 3) en dichos

componentes las Unicas variables que presentaron un VIP mayor a 0,8 y un peso

superior a 0,6 son la abundancia de afidos y la abundancia de H. axyridis (Tabla 4).

Tabla 4: Pesos (w) y VIP para las variables predictoras en los componentes con relevancia predictiva.

El asterisco indica aguellos con un peso superior a 0.6 y un VIP superior a 0.8 en valor absoluto.

Peso ViP
Variables wi w3 VIP 1 VIP 3
Abundancia de E. chilensis  -0,008 0,461 0,016 0,549
Abundancia de H. variegata 0,245 -0,259 0,489 0.656
Abundancia de H. axyridis  0,672* 0,705* 1,343* 1,301%*
Abundancia de afidos 0,699* -0,546 1,399* 1,255*

Las relaciones entre las variables predictoras y respuestas se pueden observar

graficamente en el circulo de correlacion (Figura 2). La intensidad de la depredacion

de E. chilensis sobre H. axyridis y H. variegata, de H variegata sobre H. axyridis y

de H. axyridis sobre H. variegata aumenta cuando la abundancia de H. axyridis y de

afidos es mayor (Figura 2).
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t2 (43.4%)
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Figura 2: Mapa de correlaciones de la regresion de minimos cuadrados parciales PLS de
combinatorias de depredacion intragremio {en rojo) y la abundancia de presas intra y extragremio (en
negro). Variables predictoras: Afidos; H.a (abundancia de adultos y larvas de Harmonia axyridis);
H.v (abundancia de adultos y larvas de Hippodamia variegata), E.c (abundancia de adultos y larvas
de Eriopis chilensis); Variables respuestas HA.ec, depredacion de H. axyridis sobre E. chilensis:
HA hv, depredacion de H. axyridis sobre H. variegata; HV .ha, depredacion de H .variegata sobre H.
axyridis; HV .ec, depredacion de /. variegata sobre E. chilensis; EC.ha, depredacion de E. chilensis
sobre H. axyridis; EC.hv, depredacion de E. chilensis sobre H. variegata. Se grafican los primeros dos

componentes del modelo R*Y = 0.434; R*X = 0.468; Q*=-0.094.
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Discusion

Experimentos de laboratorio y de campo han demostrado que la DIG por
coccinélidos afidéfagos hacia otros miembros del gremio es frecuente, donde en
algunos casos se ha llegado a detectar sobre un 50% de DIG (Ingels & De Clercq
2011: Gagnon et al., 2011a: Rondoni ef al., 2014; Yang ef al., 2017). Sin embargo. la
DIG es usualmente menos frecuentemente observada en condiciones de campo que
en el laboratorio (Frechette er al., 2007; Trotta et al, 2015). Se sabe que las
situaciones experimentales de laboratorio son una simplificacion de lo que sucede en
la naturaleza, donde en general las condiciones de confinamientos en arenas
experimentales pequefias y con condiciones homogéneas favorecen el encuentro de
los depredadores intragremio, lo que aumenta la probabilidad de que la DIG suceda
(Frechette et al., 2007; Aebi ef al., 2011; Trotta et al., 2015). En nuestro estudio, de
los 600 individuos colectados en 10 alfalfales, encontramos un 9.6% de eventos de
DIG. Este porcentaje es menor al detectado en estudios de laboratorio, pero similar al
documentado por Thomas et al. (2013) en el campo (12% de 156 individuos
analizados), estudiando la DIG entre H. axyridis y otras especies de coccinélidos en
plantaciones de lima. Entre otras variables que permiten explicar los bajos
porcentajes de deteccion en el campo estin la disponibilidad de presas intra y
extragremio (véase mds adelante), la segregacion espacial o temporal de los
interactuantes, y principalmente la complejidad estructural asociada a la vegetacion,

la que entrega una mayor disponibilidad de refugios, lo que reduce la probabilidad de
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contacto entre las especies, disminuyendo asi la posibilidad de DIG (Frechette ef al..

2007; Trotta ef al., 2015).

La depredacion por parte de H. axyridis sobre otras especies de coccinélidos ha sido
considerada como un fenémeno comin en los sistemas en los que estd presente,
afectando especialmente a las especies nativas benéficas para el control biologico
(Pell er al., 2008; Aebi et al., 2011). Asi, por ejemplo, en numerosos estudios en
Europa, H. axyridis ha sido considerada como un frecuente depredador intragremio,
que ademas ejerce una DIG asimétrica a su favor, presentando especialmente
intensidades de depredacion hacia coccinélidos nativos mayores a la intensidad con
la que ella es depredada (Ware & Majerus, 2008; Hemptinne et al., 2012; Katsanis et
al., 2013). En nuestro estudio, a pesar de que en todas las combinatorias la DIG fue
bidireccional entre las tres especies de coccinélidos estudiados, de las tres especies
analizadas, H. axyridis por una parte fue la que presenté un mayor numero de
eventos de DIG (50 % del total de eventos de DIG) y por otra, la tnica que presento
una DIG asimétrica en la combinatoria con la especie nativa E. chilensis, similar a lo
observado en Europa (Ware & Majerus, 2008; Katsanis ef al., 2013) Esta asimetria
en favor de H. axyridis es también similar a lo documentado por Gagnon et al.
(2011a), utilizando el mismo protocolo de anélisis molecular, donde el porcentaje de
€xito de la depredacién intragremio entre H. axyridis y Cocinella septempuctata fue
mayor en favor de H. axyridis. Por otra parte, las especies H. variegata y E. chilensis
actuaron como depredadores intragremio en un porcentaje similar entre ellas, de
3,3% y 26,7%, respectivamente. Esta similitud de la DIG entre estas dos especies

coincide con lo evidenciado por Grez et al. (2012) en experimentos en laboratorio
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para estas mismas especies, donde se observd un porcentaje de DIG similar en

presencia de 4fidos.

Entre los factores que pueden determinar la mayor intensidad y la asimetria en la
DIG por parte de H. axyridis estd el tamafio relativo de las especies interactuantes,
siendo la especie de mayor tamafio quien ejerce mas frecuentemente el rol de
depredador por sobre la que posee menor tamafio (Polis ef al., 1989; Woodward &
Hildrew, 2002: Felix & Soares, 2004; Howe ef al., 2016; Wells et al., 2016). Para el
caso de las especies de este estudio, H. axyridis es significativamente mas grande que
las otras dos especies, presentando en estado adulto entre 6,5 a 8§ mm de longitud,
mientras que E. chilensis y H. variegata miden de 4 a 5 mm, aproximadamente
(Gonzilez, 2006). Pero el tamafio corporal no seria el tnico factor dado que la
asimetrfa se observé solo hacia E. chilensis y no hacia H. variegata. Conductas de
escape podrian modular esta interaccion, como la alta movilidad de larvas o el
dejarse caer de las plantas cuando se acerca el depredador (Lucas et al., 1998; Sato et
al., 2005), algo que no fue evaluado y merece ser estudiado. Por otra parte, H.
axyridis consume el doble de presas que H. variegata y E. chilensis (Zaviezo et al.,
en prep.), por lo que su demanda de alimento harfa que ella depredara sobre las otras

con mayor probabilidad.

Aunque estadisticamente no se encontraron diferencias significativas, de las tres
especies de coccinélidos, la méds depredada, independientemente de la especie de
coccinélido depredador, fue E. chilensis (43%), seguida por H. variegaia (32%), y la
menos depredada fue . axyridis (25%). Se ha descrito que f1. axyridis en general es

poco depredada debido a que posee defensas quimicas y morfologicas que la
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protegen contra los depredadores. Por ejemplo, a nivel de huevos y de larvas se ha
descrito la presencia de alcaloides, compuestos que presentan cierto nivel de
toxicidad lo que genera que ellos sean poco consumidos (Ware et al., 2008; Katsanis

et al., 2017).

La DIG puede variar en distintos lugares en funcién de la abundancia de las presas
extra e intragremio. En general, para coccinélidos afidofagos se ha descrito que la
mayor abundancia de presas extragremio (i.c.. afidos) resultaria en una disminucion
en la intensidad de DIG debido a que los afidos constituirian un alimento de mayor
calidad que miembros del mismo gremio (Lucas ef al., 1998; Burgio ef al., 2005;
Noia et al., 2008; Grez et al., 2012; Hodek & Evans, 2012; Trotta ef al,, 2015: Rocca
ef al, 2017). Por ejemplo, en experimentos de laboratorio la DIG de H. axyridis
sobre E. balteatus disminuye en un 47% en presencia de éfidos (Ingels & De Clerq.,
2011). No obstante, en nuestro estudio, E. chilensis mostré una mayor depredacion
hacia H. variegata y H. axyridis al incrementar el nimero de presas extragremio,
como también H. axyridis hacia H. variegata y H. variegata hacia H axyridis. En la
literatura, también se ha propuesto que la DIG puede incrementar con la abundancia
de presas extragremio en situaciones de campo, ya que al consumir un gran namero
de presas extragremio, como afidos, los depredadores intragremio obtendrian mas
energfa, lo que les permitiria movilizarse y distribuirse de mejor manera a lo largo de
los campos, incrementando de esta manera la probabilidad de contacto con
potenciales presas intragremio (Lucas e al., 1998). Por otra parte, la abundancia de
presas intragremio (e.g., otras especies de coccinélidos) podria favorecer la DIG al
incrementar la probabilidad de contacto con una presa por simple efecto de masa

(Lucas ef al., 1998; Lucas, 2005; Néia et al., 2008; Lucas et al., 2009) o bien por
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cambios conductuales, al favorecer que el depredador intragremio fije la imagen de
su presa intragremio, facilitando su deteccion y consumo (Polis ef al., 1989; Yasuda
el al., 2004; Gagnon & Brodeur, 2014; Bayoumy & Michaud, 2015). Similar a lo
observado con las presas extragremio, la intensidad de la DIG entre E. chilensis hacia
H. variegata y H. axyridis, de H. axyridis hacia H. variegata y de H. variegata hacia
H. axyridis increment6 con la abundancia de H. axyridis. Esto es esperable para las
combinatoria en que I. axyridis esta participando como presa dado que seria mas
accesible para sus depredadores intragremio, sin embargo, para las otras
combinatorias no tenemos explicacion. Interesantemente, la intensidad de la
depredacion de H. axyridis sobre E. chilensis no se relacioné ni con la abundancia de
afidos ni con la de [1 axyridis. lo que sugiere que esta interaccién de depredacion
desde la especic invasora a la nativa se daria independientemente de la oferta de

recursos.

La persistencia de H. axyridis en alfalfales depende de la cantidad de afidos presente,
dado a su alto consumo de recursos, siendo poco abundante en lugares en que los
afidos son escasos (Altamirano, 2016), v en alfalfales donde ella es abundante en
primavera temprana, los abandona avanzada la temporada cuando los afidos
disminuyen, sin embargo, para E. chilensis y H. variegata sus poblaciones persisten,
debido a que ellas comen menos 4fidos y consumen sobre otros recursos como polen.
De esta manera, en épocas avanzadas de la temporada o en alfalfales con menos
afidos existiria un refugio en que E. chilensis escaparia a la DIG por parte de /.

axyridis.
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Conclusion

Este estudio, realizado con técnicas moleculares, aporta al conocimiento de la
ecologia trofica de las especies de coccinélidos més abundantes en Chile central. En
¢l determinamos la frecuencia en que cada especie actia como depredadora y presa
intragremio, ademads de las asociaciones entre la intensidad de estas interacciones con
la abundancia de presas intra y extra gremio. Con ello, no solo contribuimos a la
caracterizacion de estas interacciones hasta ahora no descritas en los campos de
alfalfa de Chile central, sino ademds a contextualizarlas en funcién de la oferta de

recursos.

La mayor intensidad de DIG que ejerce H. axyridis en comparacion con las otras dos
especies, ademds de la tendencia a una relacién asimétrica con la especie nativa
(Figura 3), sugiere que esta especie invasora, de reciente llegada al pais y muy
abundante en alfalfa, puede modular la estructura comunitaria de los ensambles de
coccinélidos en este cultivo, resultando en una disminucion de la diversidad de los
ensambles y de especies nativas, entre ellas E. chilensis, como de hecho ha ocurrido

en los altimos aiios.
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E. chilensis _ H. variegata

Figura 3: Esquema de direccién y simetria de DIG de las especies H. axyridis; H. variegata; E.
chifensis; las flechas indican la identidad de los depredadores y presas. el grosor de la flecha indica la

intensidad de la interaccidn

Por otra parte, el incremento de presas extra e intragremio generan un incremento en
la DIG en algunas combinatorias de depredador presa, lo que sugiere que al aumentar
la oferta de recursos disponibles a la vez incrementan las capacidades como
depredadores de las especies estudiadas y por lo tanto generan mas DIG. Sin
embargo, ello no ocurre en la depredacion desde H. axyridis sobre E. chilensis,
sugiriendo que esta amenaza de la invasora sobre la nativa ocurriria

independientemente de las condiciones en las cuales ellas interactian.
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