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Estudio de la dieta de la avispa asidtica (Vespa velutina Lepeletier, 1836) mediante isétopos estables

Resumen

Desde su llegada a Europa en 2004, la avispa asiatica (Vespa velutina Lepeletier
1836) se ha convertido en un problema ecoldgico, econédmico y social. Con este trabajo
se pretende contribuir a mejorar el conocimiento de la biologia de la especie, en
concreto de su alimentacion, mediante el andlisis de isGtopos estables de carbono (*3C)
y nitrogeno (*°N). Una vez puesto a punto el protocolo de medida en los Servicios de
Apoyo a la Investigacién (SAl) de la Universidade da Corufia, se analizaron muestras de
larvas (ejemplares completos), pupas (patas y musculo) y adultos (patas, alas y musculo)
de nidos secundarios recogidos en el ayuntamiento de Oleiros (A Coruia). A pesar de
gue se detectaron diferencias substanciales en la huella isotépica de distintos tejidos y
fases del ciclo vital, éstas no se ajustan a lo esperado segun a la informacién recogida en
la bibliografia sobre la dieta de V. velutina, por lo que se discuten posibles hipdtesis que
permitan explicar estas variaciones. Se proponen ademas posibles trabajos futuros que
complementarian el que aqui se presenta, y que podrian aportar informacién de interés

para el control de la invasion.

Palabras clave: Vespa velutina, alimentacion, isdtopos estables, § 1°N, & 13C.

Resumo

Desde a sua chegada a Europa en 2004, a vespa asiatica (Vespa velutina
Lepeletier 1836) converteuse nun problema ecoldxico, econémico e social. Con este
traballo preténdese contribuir a mellorar o cofiecemento da bioloxia da especie, en
concreto da sua alimentacion, mediante a analise de isétopos estables de carbono (*3C)
e nitréxeno (**N). Unha vez posto a punto o protocolo de medida nos Servizos de Apoio
a Investigacién (SAl) da Universidade da Corufia, analizdronse mostras de larvas
(exemplares completos), pupas (patas e musculo) e adultos (patas, 4s e musculo) de
ninos secundarios recollidos no concello de Oleiros (A Corufia). A pesar de detectarense
diferencias substanciais na pegada isotdpica de distintos tecidos e fases do ciclo vital,
estas non se axustan 6 esperado segundo a informacion recollida na bibliografia sobre
a dieta de V. velutina, polo que se discuten posibles hipdteses que permitan explicar

estas variacions. Propdnense ademais posibles traballos futuros que complementarian
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0 que aqui se presente, e que poderian aportar informacién de interese para o control

da invasion.

Palabras clave: Vespa velutina, alimentacion, isdtopos estables, 6§ 1°N, 6 13C.
Abstract

Since its arrival in Europe in 2004, the yellow-legged hornet (Vespa velutina
Lepeletier 1836) has become an ecological, social and economic problem. This study
aims to contribute to improving the knowledge of the species’ biology, in particular, its
feeding through the analysis of carbon (3C) and nitrogen (*°N) stable isotopes. Once
started up the measurement protocol in the Servicios de Apoyo a la Investigacidon (SAl)
of the Universidade da Corufia, samples of larvae (whole specimens), pupae (legs and
muscle), and adults (legs, wings and muscle) were analysed from secondary nests
recollected in Oleiros (A Coruia). Despite finding substantial differences in the isotopic
signal of the different development stages, these differences do not adjust to what was
expected according to the information gathered in the bibliography about the feeding
of the V. velutina. For this reason, possible hypotheses are discussed to explain these
variations. Besides, possible future studies which would complement this presented
here are proposed, and which could provide relevant information for the control of the

invasion.

Keywords: Vespa velutina, feeding, stable isotopes, & °N, & 13C.
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1. Introduccion

Tal y como se recoge en el Real Decreto 630/2013, de 2 de agosto, por el que se
regula el Catdlogo espanol de especies exéticas invasoras, estas constituyen una de las
principales causas de pérdida de biodiversidad en el mundo (RDCEEE 630/2013, 2 de
agosto). La capacidad de formar sociedades de los insectos sociales favorece su éxito
ecolégico en el caso de que se comporten como especies invasoras, y pueden
representar una amenaza importante para las especies nativas y el conjunto del

ecosistema (Chapman & Bourke, 2001).

Vespa velutina Lepeletier 1836 (Hymenoptera: Vespidae), llamada vulgarmente
avispa asidtica, avispa negra o avispdn asidtico, es el primer y por ahora Unico insecto
representante de la familia Vespidae introducido de Asia a Europa (Rortais et al., 2010).
Segun Monceau et al. (2012), esta especie provoca un gran impacto a través de tres vias:
la primera es la ecolégica, ya que depreda sobre diversos polinizadores; la segunda es la
econdmica, ya que afecta gravemente a la apicultura (es activa cazadora sobre las
colonias de abeja europea Apis mellifera Linnaeus; Arca et al., 2014) y la industria
fruticula (Conselleria do Medio Rural, 2017), y la tercera es la sanitaria, ya que el veneno
puede provocar reacciones alérgicas que se traducen a fallos en los érganos e incluso la
muerte. En otros paises como China, dénde es autdctona, se ha cobrado numerosas
victimas por este motivo (Liu et al., 2015). Sin embargo, esto ultimo solo le sucede a
personas alérgicas al veneno de himendpteros, ya que los envenenamientos de esta
especie tienen las mismas caracteristicas que los de especies de avispas autdctonas de

Europa, como podria ser Vespa crabro Linnaeus (Schwartz et al., 2012).

En su area de origen, V. velutina aparece en el norte de la India, Myanmar, la
peninsula de Indochina, el sudeste de China, Taiwan y los archipiélagos de Malasia e
Indonesia (Villemant et al., 2006a). Su llegada a Europa se constatd por primera vez en
Lot-et-Garonne (Francia) en el afio 2004. La explicacion de su llegada no estd clara, pero
se cree que pudo ser o bien a través del comercio horticola (Villemant et al., 2006b) o
bien gracias al transporte de cerdmica china, ya que dentro de una de estas piezas pudo
viajar una reina en hibernacion (Schwartz et al., 2012). Una vez asentada, se extendid

rapidamente a lo largo de distintos paises de Europa como Espafia, Portugal, Bélgica,



Estudio de la dieta de la avispa asidtica (Vespa velutina Lepeletier, 1836) mediante isétopos estables

Italia y Alemania (Rome et al., 2015). Recientemente se ha detectado también en Suiza
(European Comission, 2017). En Espaiia se registré por primera vez su presencia en 2010
en Navarra (Castro & Pagola-Carte, 2010) y en Galicia se constato su llegada en el afio

2014 (Conselleria do Medio Rural, 2017).

Las colonias de Vespa velutina son fundadas por una Unica reina. A finales del
otofio, en la colonia se producen machos reproductores y reinas virgenes, que se
aparean y, acto seguido, estas ultimas buscaran un lugar en el que sufrirdn un periodo
de hibernacién durante el invierno (Monceau et al., 2013). Llegada la primavera, da
comienzo su ciclo de vida anual (Fig. 1), cuando las reinas fundadoras emergen de su
refugio y fundan un nido primario (Fig. 2) , donde pondran los primeros huevos. Cuando
la colonia crece se requiere un nido mds grande, por lo que, con frecuencia, abandona
el primario y se desplaza para encontrar la localizacién 6ptima para fundar un nido
secundario (Fig. 3) permanente y de mucho mayor tamaino (Franklin et al., 2017). Es en

verano cuando tiene lugar el inicio de la caza para alimentar a sus larvas (Raveret, 2000).

Sus presas son mayormente insectos, sobre todo abejas (Monceau et al., 2013;
Arca et al., 2014), aunque la proporcion varia dependiendo de si el nido esta situado en
una zona urbana o en una agricola o forestal, siendo esta del 65% o del 33-35%
respectivamente (Villemant et al., 2011). Estas les aportan dos de los nutrientes
esenciales que necesitan: hidratos de carbono (en forma de néctar y miel), para el
consumo de los adultos, y proteinas (tejidos de las propias abejas y sus larvas) para
alimentar a las larvas (Matsuura & Yamane, 1990). Segun Perrard et al. (2009), justo
después de cazar a la abeja, la avispa asiatica forma un pequeno pellet unicamente con
la proteina del térax y desecha las otras partes como las patas, las alas, el abdomen, la

cabezay, en algunos casos, incluso la cuticula del propio térax.
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Figura 1: Ciclo de vida de Vespa velutina. Fuente: adaptado de Monceau et al. (2014).

Figura 2: Nido primario de Vespa velutina en un Figura 3: Nido secundario de Vespa
tejado. Fuente: Dra. Maria J. Servia. velutina. Recogido del 13 de noviembre
de 2016. Fuente: Fotografia propia.
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Sin embargo, a pesar de ser muy conocida su gran capacidad predadora,
sorprende el hecho de que, incluso en trabajos recientes sobre su biologia en los que se
profundiza sobre la evolucidon temporal y la diferenciacidon de castas en las colonias, las
referencias que se citan sobre el estado de conocimiento de su alimentacién son
antiguas (desde 1903 a 1990) y no especificas de V. velutina (Rome et al., 2015). Esta
falta de documentacién acerca de su comportamiento y habitos tréficos, sobre todo en
las areas en las que es invasora, constituyen un estimulo para el uso de nuevos métodos

de estudio que puedan aportar informacion util para el control de la invasién.

El uso de métodos basados en isdétopos estables ha sido adaptado por ecdlogos
y fisiélogos animales a partir de su utilizacién en otros campos recientemente, ya que se
ha descubierto su potencial para multiples estudios como por ejemplo reconstrucciones
de dietas de animales (Gannes et al., 1998). En este trabajo se pretende sentar las bases

para la aplicacion de estos métodos a la biologia de V. velutina.

Los isétopos son formas del mismo elemento que se diferencian en el nimero
de neutrones en el nucleo (Fry, 2006). Dependiendo de su naturaleza se diferencian en
dos tipos: pueden ser radiactivos si se desintegran de forma espontanea emitiendo
radiacion ionizante (Unkovich, 2001) o por el contrario pueden ser estables cuando no
se desintegran espontdneamente si no que permanecen invariables transcurrido un
cierto periodo de tiempo (Redondo, 2008). Los neutrones adicionales en el nicleo de un
isdtopo estable establecen diferencias quimicas sutiles, y son estas diferencias las que
hacen que los isétopos se comporten de maneras diferentes en procesos tanto fisicos
como quimicos (Gannes et al., 1998; Fry, 2006). Este hecho da pie a que muchas

sustancias naturales tengan una sefial o huella isotdpica propia (Redondo, 2008).

Ciertos elementos quimicos como el hidrégeno, el carbono, el nitrégeno, el
oxigeno y el azufre son muy abundantes en la corteza terrestre y participan en
numerosos procesos naturales, siendo los mas utilizados en los analisis de isétopos
estables el carbono y el nitrégeno (Jardine et al., 2003). Es por ello que éstos son los dos

elementos en los que se centra este trabajo.

Generalmente, el isétopo ligero (*2C y *N) tiende a formar uniones débiles y a
reaccionar mas rapido que el pesado (*3C y °N) (Gannes et al., 1998; Unkovich, 2001).

6
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Debido a estas diferencias en los enlaces y en las velocidades de reaccidn, la abundancia
de isétopos estables de un elemento varia entre las distintas especies quimicas. El
cambio de abundancia isotdpica entre dichas especies quimicas debido a cambios

quimicos o fisicos se denomina fraccionamiento (Gannes et al., 1998).

La composicidn isotépica de los tejidos del cuerpo de un animal refleja la
composicion isotdpica de su dieta. El carbono de los animales consumidores (como es
el caso) esta enriquecido en 8'3C un 1%o respecto al carbono que obtiene con la dieta.
Los animales de los niveles tréficos mdés altos presentardn un §'3C mayor que el presente
en su dieta, cuyo enriquecimiento se vera compensado por la pérdida preferencial de

12C en forma de CO; a través de la respiracion (Deniro & Epstein, 1978).

El nitrégeno en la proteina de los consumidores estad generalmente enriquecido
en 6°N entre un 3 y un 5 %o en relacién al nitrégeno obtenido por la alimentacién. Esto
se debe al fraccionamiento durante procesos como la desaminacion, a lo largo de la cual,
las enzimas implicadas en el proceso movilizan preferentemente grupos amino con N
frente a los grupos con °N, ya que reaccionan a mayor velocidad. En consecuencia, el
isdtopo ligero es excretado preferentemente mientras que el pesado se mantiene en el
organismo (Gannes et al., 1998). A nivel de red tréfica, los animales que se encuentren
en los niveles tréficos mas altos tienen un 8>°N mayor que los que se encuentran en los
niveles mas bajos (Gannes et al., 1998). Asi, segun lo expuesto, esta metodologia seria
aplicable a este estudio ya que a V. velutina se le atribuyen distintos tipos de

alimentacion segun su fase de desarrollo.

2. Objetivos

El andlisis de isétopos ha sido utilizado para analizar diversos aspectos de la
ecologia trofica de himendpteros (Parmentier et al., 2015; lakovlev et al., 2017), aunque,
segln la bibliografia consultada, parece que en V. velutina es un campo todavia

inexplorado.
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Por ello, en este trabajo se pretende llevar a cabo una serie de andlisis de
isdtopos estables de carbono y nitréogeno de distintas muestras de V. velutina de
diferentes localizaciones del ayuntamiento de Oleiros con el fin de:

- Poner a punto los protocolos para el analisis de is6topos estables en larvas,
pupas y adultos de V. velutina.

- Comprobar si existen diferencias en la huella isotdpica de los ejemplares segun
el tejido o la estructura seleccionados para la medida.

- Comprobar silas sefiales isotdpicas de los individuos a lo largo de su ciclo de vida
reflejan diferencias en el tipo de alimentacién, como se sugiere en la literatura

sobre esta especie.

3. Material y métodos

3.1. Area de trabajo

El estudio se ha realizado a partir de muestras recogidas exclusivamente en el
ayuntamiento de Oleiros, ya que segun los datos de la Xunta de Galicia es uno de los
ayuntamientos con mayor numero de nidos de V. velutina detectados a lo largo de los
afios 2015 y 2016 (mds de 100 nidos) y en el primer trimestre del afio 2017 (entre 26 y
100 nidos; Conselleria do Medio Rural, 2016a, Conselleria do Medio Rural, 2016b).

1NINO
2-5NINOS
6-25 NINOS

26 - 100 NINOS|
> 100 NINOS

Kilometros

Figura 4: Mapa que muestra el nimero de nidos extraidos a lo largo de 2016 en todos los ayuntamientos de Galicia.
El évalo amarillo sefiala el ayuntamiento de Oleiros, que pertenece a la categoria >100 nidos. Fuente: adaptado de

Conselleria do Medio Rural (2016a).
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Oleiros es un ayuntamiento perteneciente a la provincia de A Corufa. Su
superficie es de 43,80 km?y tiene 35013 habitantes (Federacion Galega de Municipios e
Provincias, 2017). Es un ayuntamiento costero con numerosas zonas verdes, las cuales
ocupan en total 729000 m? (Concello de Oleiros, 2017). Este hecho podria favorecer la
proliferacion de V. velutina, ya que esta demostrado la preferencia de esta especie por
establecer sus nidos secundarios (en los cuales se centra este trabajo) en estructuras

naturales frente a estructuras urbanas (Franklin et al., 2017).
3.2. Obtencion del material

Tanto los nidos como los individuos fueron proporcionados por el equipo de
Proteccién Civil de Oleiros, ya que una de sus funciones es la retirada de los mismos. La
recogida de material comenzé el 13 de noviembre de 2016 y terminé el 8 de enero de
2017 y las localizaciones fueron variadas. El resultado fue la obtencidon de muestras
provenientes de 14 localizaciones y de 6 fechas diferentes, aunque no todas pudieron
ser utilizadas posteriormente en los andlisis. El proceso mediante el cual se retiran los
nidos de sus localizaciones es el siguiente: una vez detectado el nido, el personal
cualificado para su extraccion accede a él siguiendo un protocolo de seguridad, a
continuacion se rocia su superficie para eliminar posibles ejemplares en vuelo a su
alrededor y se inyecta insecticida a través del orificio de entrada del nido. El insecticida
(que en este caso es lkebana® Ready to use, Quimicas de Murguia, S. A.) se aplica con
una sulfatadora en el nido, el cual serd retirado de su lugar de origen, que casi siempre
son arboles (Franklin et al., 2017), mediante una pértiga extensible adaptada
(Conselleria do Medio Rural, 2016b). Una vez retirados los nidos se introducen en bolsas
de plastico, donde se llevard a cabo la primera fase de su conservacion a temperatura

ambiente.

El objetivo era obtener nidos que presentasen individuos en distintas fases de
desarrollo (larva, pupa y adulto) para observar las posibles variaciones en la huella
isotdpica a lo largo de su ciclo de vida teniendo en cuenta el tipo de alimentacién, ya
gue esta varia. Posiblemente debido a la época avanzada del afio (Monceau et al., 2013),

algunos de los nidos tuvieron que ser descartados por estar vacios o por tener pocos
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representantes de los distintos estados de desarrollo, quedando el nimero final en 9

nidos de los 14 iniciales.
3.3. Conservacion y preparacion de las muestras

Este trabajo se centra en el estudio de nidos secundarios exclusivamente, debido
a que el volumen de la colonia es mayor (Franklin et al., 2017) y aumenta la posibilidad

de obtener un mayor nimero de muestras de las distintas fases de su ciclo vital.

Debido a las diferencias en cuanto a estructura y composicion de distintas
estructuras morfoldgicas, se decidié analizar las patas y las alas de adultos, ya que estan
mayormente compuestas por quitina y derivan del desarrollo larvario, asi como los
musculos del térax, ya que éstos se engrosan y renuevan a medida que el adulto
envejece, por lo que serian fruto, al menos en parte, de la alimentacién adulta (Rose et
al., 2001). De las pupas se analizaron las patas (no se cogieron alas debido a que la
mayoria de los ejemplares apenas las tenian desarrolladas) y los musculos del térax,

mientras que las larvas se procesaron enteras.

Una vez recogidas las muestras pasaron a conservarse en un congelador los dias
previos a su analisis. Antes de llevar a cabo las medidas de isétopos estables, las
muestras (larvas, pupas e adultos) deben ser preparadas para poder ser analizadas por
el espectrémetro de masas. Para esto, lo primero que se hace es lavar todas las muestras
en un bafio de ultrasonidos (Fig. 5) de la siguiente manera: se sumerge una gradilla en
la cubeta de ultrasonidos durante 15 minutos, a temperatura ambiente y a potencia 2;
el proceso se repite tres veces y entre cada una se cambia el agua destilada de los tubos
donde se encuentran las muestras. Una vez estdn lavadas, se procede a su secado: pupas
y adultos se dejan secar en una estufa a 35-402 C durante 20 horas (Fig. 6), mientras que
las larvas deben ser sometidas a un proceso de liofilizacion debido a su gran porcentaje
de agua (de lo contrario se convertirdn en una masa pastosa inservible a la hora de llevar

a cabo en el andlisis isotépico).

Después de secar las muestras se pasa a su preparacién para el analisis (Fig. 7).
A los imagos se les extraen dos patas y dos alas, ademas del musculo toracico, y de las
pupas dos patas y musculo. Las larvas, por el contrario, se machacan enteras con la

ayuda de un mortero de agata hasta convertirlas en un polvo fino y homogéneo (Fig. 8).

10
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Figura 5: Bafio de ultrasonidos al que fueron Figura 6: Estufa de secado de las muestras.
sometidas las muestras para eliminar Fuente: Fotografia propia.

cualquier impureza que pudiera influir en los

analisis. Fuente: Fotografia propia.

Figura 7: Muestras secas de adultos (A), pupas (B) Figura 8: Detalle de una muestra de larvas
y larvas liofilizadas y homogeneizadas (C). liofilizadas y homogeneizadas en un mortero de
Fuente: Fotografia propia. agata. Fuente: Fotografia propia.
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3.4. Anadlisis de is6topos estables

Una vez listas las muestras para realizar el andlisis de isétopos estables se
trasladaron al departamento de Unidad de Técnicas Instrumentales de Analisis (UTIA)
situado en los Servicios de Apoyo a la Investigacion (SAl) del Campus de Elviiia, en la
Universidade da Corufia. Aqui se lleva a cabo la determinacion de los valores de °N y
13C mediante la combustién de una minima proporciéon del material (1 miligramo
aproximadamente) en un analizador elemental FlashEA1112 (ThermoFinnigan)
acoplado mediante una interfase Confloll (ThermoFinnigan) a un espectrometro de
masas de relaciones isotépicas Deltaplus (ThermoFinnigan). El proceso consiste en
someter las muestras a una combustién instantdnea a 10202C. El resultado de esto es |a
formacién de CO;, N2 Y H;0. El agua es retenida en un filtro y el CO2 y N2 son separados
por cromatografia en el analizador elemental e introducidos a través de la interfase en
el espectrémetro de masas, en el cual se ionizan por impacto electrénico y se separan
bajo la accién de un campo magnético en funciéon de las masas de los isétopos. La
reproducibilidad analitica del equipo es superior al 0,15 %o tanto en los is6topos de

carbono como en los de nitrégeno.

Los resultados de la medicidén de las proporciones de los isétopos de Cy N se
expresan en %o relativos a un estandar de uso internacional. De esta forma, el estandar
utilizado para el carbono es VPDB (Vienna Pee Dee Belemmite) y Aire atmosférico para

el nitrégeno. Esto se representa mediante el calculo de la siguiente ecuacion:
8"(%o0) = [(Rmuestra/Restindar) — 1] x 1000

En ella, 6 hace referencia a la abundancia isotépica relativa de la muestra, Ha la
masa del isétopo mads pesado y R la relacion del isétopo mas pesado con respecto al
ligero, es decir, 13C/*2C en el caso del carbono y *°N/**N en el caso del nitrégeno (Gannes

etal., 1998).

Una vez se tienen todos los resultados se clasifican segun fase del ciclo de vida
(larva, pupa y adulto) y en el caso de las pupas y adultos también segun la estructura
analizada (patas y musculo en pupas y patas, alas y musculo en adultos). Una vez se hace

esto se calculan las medias y las desviaciones tipicas.
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4. Resultados

En total se analizaron 35 muestras, de las cuales 4 eran de larvas, 15 eran tejido
de pupas (7 de musculo y 8 de patas) y 15 de adultos (5 de musculo, 5 de patas y 5 de
alas). Se realizaron dos medidas de cada una de las muestras (salvo de las alas de dos
ejemplares adultos de los nidos 13 y 14, de los que solo se realizé una), de las cuales se
tomé un valor medio con el que trabajar. Cabe mencionar que en ningln caso la
diferencia entre las dos medidas supera el margen de error del aparato (x 0,15), lo que
indica que estan bien homogeneizadas.

A continuacion aparecen representados en tablas los resultados de los andlisis.
En la Tabla 1 se muestran los valores de 8 *Nair y 6 *Cvpov, asi como sus valores medios
y desviaciones tipicas, de las larvas; en las Tablas 2 y 3 los de las pupas (musculo y patas
respectivamente) y en las Tablas 4, 5 y 6 los de los adultos (musculo, patas y alas

respectivamente).

Tabla 1. Valores de & ®Nair (%o) y 6 *Cvrov (%0) (con media y desviacion tipica) de las larvas de 4 nidos
distintos.

Muestra %N 8 BNar (%oo) % C 8 BCypov (%)
N.3 6 LARVAS 6,39 6,14 45,35 -28,16
N.9 6 LARVAS 8,79 5,74 44,69 -27,14
MN.13 7 LARVAS 7,58 7,73 47,94 -27,60
MN.14 7 LARVAS 7,31 4,77 47,91 -27,04
Media 6,10 -27,49
Desviacién tipica 1,23 0,51

Tabla 2. Valores de 8 ®Najr (%o) y 8 2Cvepv (%0) (con media y desviacién tipica) del musculo de las pupas
de 7 nidos distintos.

Muestra %N 8 BN (%) % C & BCyppy (%o)
N.1 MUS. P 11,66 6,35 44,42 -26,66
N.3 MUS. P 8,11 6,18 32,30 -27,03
N.4 MUSP 12,87 6,69 43,45 -25,87
N.e MUS. P 12,79 6,684 47,70 -27,25
N.7 MUS P 9,62 8,94 43,31 -27,98
N.10 MUS. P 11,64 6,38 47,96 -27,330
N.14 MUS. P 9,00 6,15 42,78 -27.57
Media 6,79 -27,10
Desviacion tipica 0,98 0,68
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Tabla 3. Valores de & *Najr (%0) y 6 *Cvpov (%0) (con media y desviacion tipica) de las patas de las pupas
8 nidos distintos.

Muestra % N & PN (%) % C & BCyppy (%he)

N.1 PATAS P 7,60 6,56 27,99 -26,50
M.3 PATAS P 10,77 7,21 38,65 -26,34
MN.4 PATAS P 13,08 7,07 44,19 -25,94
M.5 PATAS P 13,01 7.83 46,48 -26,96
M.7 PATAS P 12,21 10,14 41,88 -26,56
MN.9 PATAS P 12,73 8,38 44,02 -26,70
N.10 PATAS P 11,46 7.40 42,35 -26,53
N.14 PATAS P 11,45 6,52 43,53 -26,33

Media 7,64 -26,48

Desviacion tipica 1,18 0,30

Tabla 4. Valores de & ®Nar (%o) y & 2*Cvpov (%0) (con media y desviacién tipica) del musculo de los adultos
de 5 nidos distintos.

Muestra % N & BNar (%) % C & BCvpov (%)

MN.6 MUS. A 11,6 7,0 46,6 =270
MN.9 MUS. A 9,7 7,2 42,7 -26,8
N.10 MUS. A 11,0 7.4 45,1 -25,5
M.13 MUS A 11,0 7.8 45,3 -26,9
N.14 MUS. A 7.1 7,0 44,1 274

Media 7,27 -26,64

Desviacion tipica 0,34 0,65

Tabla 5. Valores de 6 *>Nair (%o) y & BCvepv (%0) (con media y desviacidn tipica) de las patas de los adultos
de 5 nidos distintos.

Muestra % N & *Nar (%o) %C & BCyppv (%)
N.6 PATAS A 10,79 7,43 45,59 -27,25
N.9 PATAS A 11,05 8,13 41,30 -26,54

MN.10 PATAS A 12,26 6,82 47,07 -27,07
MN.13 PATAS A 10,61 8,14 44,55 -26,97
MN.14 PATAS A 9,34 7,26 43,89 -26,52
Media 7,56 -26,87
Desviacion tipica 0,57 0,33

Tabla 6. Valores de 6 ®Nar (%o) y 8 *Cypov (%0) (con media y desviacion tipica) de las alas de los adultos
de 5 nidos distintos.

Muestra %N 6 BNar %o) % C & BCypov (%6)

MN.6 ALAS A 11,13 741 47,51 -27,39
MN.9 ALAS A 11,66 8,00 45,41 -26,49
MN.10 ALAS A 12,48 6,65 46,62 27,11
M.13 ALAS A 12,13 7,86 48,13 27,41
MN.14 ALAS A 11,82 7,02 47,86 -26,85

Media 7,39 -27,05

Desviaciéon tipica 0,56 0,39
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Se calcularon las diferencias de las medias, para comprobar si existe una
tendencia clara a la hora de almacenar los isétopos pesados de Cy N en cada estructura
corporal a medida que los ejemplares avanzan a lo largo de los distintos estados en su

ciclo de vida. Los resultados se agrupan en la Tabla 7.

Tabla 7. Diferencias de las medias de los valores de & *>Nairy & 3Cyppv a lo largo de los
distintos estados del ciclo de vida.

& BNar & 3Cyppv
Q,Lam&-l?upas msc. 0,69 0,39
Ay aryas-pupas patas 1,54 1,00
Dpuypas patas-Adultos patas -0,08 -0,39
Q,,Eunag patas-Adultos alas 0,25 -0,57
0,48 0,46

Dpypas miisc.-Adultos misc.

Atendiendo a la Tabla 7, se puede observar como la mayor parte de las muestras
presentan un enriquecimiento del isétopo pesado de Cy N a medida que pasan a la
siguiente fase del ciclo de vida (positivos) con excepciones: los adultos presentan un
empobrecimiento del isétopo pesado de ambos elementos tanto en las alas como en las
patas (negativos). En este caso también cabe mencionar que las diferencias llegan a ser
apenas imperceptibles, como es el caso de la transicién de patas de pupa a patas de
adulto.

Larvas 12,000

Pupas (misculo) 11,000

4 Adultos (misculo) 10.000
5,000

E,000

>

& 1Ny (%)

AA 7,000

6,000
5,000

4,000
-30,000 -29,000 -28,000 -27,000 -26,000 -25000 -24,000 -23,000 -22,000

& BCyppy (%)

Figura 9: Valores de 6'°N frente a los de 6!3C de las distintas muestras de larvas y musculo
de pupas y adultos. 15
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Figura 10. Valores de 8N frente a los de 8'3C de las distintas muestras de larvas, patas de
pupas y adultos vy alas de adultos.

En la Figura 9 podemos observar como los valores de 8°N del tejido blando
analizado de los adultos se encuentran muy agrupados, mientras que en pupas vy larvas
esto no sucede, estando mucho mas dispersos. Los valores de la desviacién tipica
calculados apoyan esta afirmacion. En larvas y pupas los valores de desviacion tipica son
1,23 (Tabla 1) y 0,98 (Tabla 2) respectivamente, mientras que en adultos es 0,34 (Tabla
4), valor mucho menor. En la Figura 10 se observa cémo los valores de 6%°N del tejido
esclerotizado de los adultos (tanto patas como alas) de nuevo se encuentran muy
agrupados, con valores de desviacion tipica de 0,57 (Tabla 5) y 0,56 (Tabla 6), frente al
1,18 de las patas de las pupas (Tabla 3), mucho mas dispersos. Destaca en ambas figuras
el hecho de que uno de los valores de las patas de las pupas (Fig. 10) y del musculo de
las pupas (Fig. 9) una aparezca disparado frente al resto; si nos fijamos en la Tabla 2 y 3

esos datos disparados pertenecen al mismo individuo, extraido del nido 7.

En cuanto a los valores de §3C, en el caso de las partes blandas o viscerales (Fig.
9) se puede apreciar que existe una mayor dispersidon de los datos (especialmente en el
musculo de las pupas, con una desviacién tipica de 0,68; Tabla 2) que en el caso de las

partes duras o esclerotizadas (Fig. 10), las cuales se encuentran mas agrupadas (las
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desviaciones tipicas oscilan entre 0,30 de las patas de las pupas y 0,39 de las alas de los

adultos; Tabla 3 y Tabla 6 respectivamente).

5. Discusion

Si el analisis de isétopos estables reflejase fielmente las afirmaciones recogidas
en la bibliografia consultada sobre la alimentacién de V. velutina (Matsuura & Yamane,
1990; Arca et al., 2013; Monceau el al., 2014), esperariamos que las larvas mostrasen
valores elevados en ambos is6topos (*°N y 3C) como corresponderia a su alimentacién
mayormente carnivora, aunque en menor medida también reciben azlcares por parte
de los adultos (Rome et al., 2015). En el caso de las pupas se esperarian valores de
composicion isotdpica similares a los de la larva porque a lo largo de esta fase no se
alimentan. Por el contrario, en los adultos deberia verse reflejado el cambio en la
alimentacion hacia valores més bajos de >N y 13C, que se corresponden mas a una dieta
basada en fruta, néctar u otros productos vegetales, que funcionan como su mayor

fuente de energia (Raveret, 2000).

Lo esperable seria que los tejidos blandos como el musculo, a causa de su
capacidad para regenerarse (Rose et al., 2001), se empobreciesen en los is6topos
pesados de Cy N en el paso de la fase larvaria a la fase adulta debido a los cambios en
la alimentacién. Por otro lado, también se esperaria que los tejidos duros como los que
forman el exoesqueleto, que no sufren transformaciones importantes a lo largo de las
distintas fases del ciclo de vida, se mantuvieran con valores mas o menos similares desde

su formacién durante la metamorfosis.

Como se ha podido comprobar con los resultados de este trabajo, detectamos
contradicciones a esta hipdtesis de partida. En la Tabla 7 y en la Figura 9 vemos que en
el paso de larva a pupa, el musculo se enriquece en >N y 3C, lo cual se acentua todavia
mas en el paso de pupa a adulto. En el caso de las partes esclerotizadas (Fig. 10), vemos
gue en el paso de larva a pupa tiene lugar un enriquecimiento en ambos isétopos

pesados (sobre todo en el de nitréogeno, 1,54 %o.; Tabla 7), mientas que de pupa a adulto
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apenas hay cambio. De hecho, se da un ligero empobrecimiento que, en el caso de las

patas de pupas y de adultos, es practicamente anecddtico (0,08 %o; Tabla 7).

Para explicar estas aparentes contradicciones con la hipdtesis de partida no se
barajan problemas en los andlisis (el SAl tiene una amplia experiencia en este tipo de
trabajos) ni en la recogida y conservacidon de las muestras. De hecho, elementos
externos como el insecticida podrian provocar variaciones en los datos, pero tras el
procesamiento y lavado exhaustivo de los ejemplares esto es improbable, por lo que las

contradicciones encontradas deberian explicarse de otro modo.

Por ejemplo, el enriquecimiento en isétopos pesados en ciertos tejidos de la
pupa podria deberse a que, justo antes de pupar, la larva expulsa un meconio, esto es,
el contenido intestinal acumulado a lo largo de su fase larvaria (Rome et al., 2015). Estd
comprobado que los meconios de los insectos estdn empobrecidos en el isétopo pesado
frente al propio individuo (Tibbets et al., 2008) debido a que se excreta preferentemente
el isétopo ligero, ya que se moviliza con mayor velocidad que el pesado (Gannes et al.,
1998). Esto podria explicar el motivo del enriquecimiento en '°N en el paso de larva a
pupa (Fig. 9 y Fig. 10) en nuestras muestras. Este enriquecimiento también ocurre en
menor medida para el 13C. Sin embargo, solo la expulsién del meconio rico en isétopos
ligeros no basta para explicar la variaciéon observada, ya que si fuese solo asi, los valores
de enriquecimiento en isétopos pesados de la pupa deberian ser similares para todos
los tejidos, y esto no ocurre. Fijandonos en las Figuras 9y 10y en la Tabla 7, se ve como
las patas de las pupas se enriquecen mucho mds que las partes blandas (musculo). Esto
indica que la redistribucion de isétopos a lo largo de la metamorfosis con la sintesis de
nuevos tejidos juega un papel relevante en la sefal isotdpica final de cada una de las

partes (esclerotizadas y blandas).

En el paso de pupa a adulto esperdabamos observar una sefial isotépica igual o
muy similar en las partes esclerotizadas (Fig. 10) de ambos estados de desarrollo, ya que
éstas no sufren remodelacion de tejidos, asi como una diferencia en los tejidos blandos
(Fig. 9) hacia valores mas bajos en ambos is6topos pesados debido al cambio en la
alimentacion del adulto. Sin embargo, los resultados no se ajustan a esta hipotesis, ya
gue en las partes duras se observa un ligero empobrecimiento en ambos elementos

mientras que en el musculo se produce un enriquecimiento. Esto puede tener varias
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interpretaciones. La primera podria ser el hecho de que la regeneracién de algunos
tejidos como el musculo sea lenta (Rose et al., 2001) y, como el ciclo de vida de estos
animales es corto, podria no dar tiempo a que se detecten cambios apreciables en sus
proporciones de isétopos. Ademads, es posible que las larvas y adultos de V. velutina no
lleven una alimentacién exclusivamente basada en proteinas e hidratos de carbono

respectivamente como se piensa.

Segun Edwards (1980) o Monceau et al. (2014), estd comprobado que las obreras
no sélo obtienen el alimento para sus larvas a partir de insectos, sino que también lo
hacen a partir de carrofia u otros restos. Sin embargo, otros textos recogen que los
adultos son incapaces de consumir carne (Janet, 1903; Spradbery, 1973; Matsuura &
Yamane, 1990; cit. En Rome et al., 2015). Expertos en el tema no ponen en duda esta
afirmacion, pero los textos originales son antiguos y a falta de estudios de campo
detallados sobre la alimentacidn de V. velutina, una posibilidad podria ser que esto no
fuera del todo cierto, es decir, que los adultos pudieran consumir carrofia o presas de
forma esporadica. Esto podria explicar el comportamiento isotdpico mas propio de un

animal carnivoro que presentan en comparacién con las larvas.

Por otra parte, los adultos proporcionan a las larvas también un liquido rico en
azucares, mientras que éstos reciben proteina en forma de una regurgitacién de la saliva
de las larvas (Rome et al., 2015). Este fendmeno de intercambio de substancias recibe
el nombre de trofolaxis, y podria ser el responsable o influir en estos valores isotépicos

de los adultos en el caso de que dicho proceso tenga una gran importancia.

Con los datos recogidos en este trabajo no es posible asumir o rechazar con total
seguridad ninguna de las explicaciones propuestas. Para ello habria que llevar a cabo
una toma de muestras mucho mayor y mas organizada vy realizar analisis
complementarios. Por ejemplo obteniendo mas muestras de todos los estados de
desarrollo y conociendo la edad de cada individuo en el momento de hacer los analisis.
También seria interesante analizar los meconios. Este estudio podria incluir nuevas
areas geograficas, lo que permitiria comparar el comportamiento de esta especie en las

mismas.
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Sin embargo, esta metodologia de andlisis podria abrir las puertas a nuevas
investigaciones, que podrian ser ademas de gran interés para todos aquellos agentes

que hoy en dia trabajan en el disefio de métodos de control de la invasién de V. velutina.

6.a Conclusiones

- Se han puesto a punto los protocolos de trabajo necesarios para el uso de
isdtopos estables en los estudios de alimentacién de la especie Vespa velutina.

- Se ha comprobado la idoneidad para el andlisis de distintos tejidos y estructuras
dependiendo de la fase vital estudiada: cuerpo entero para las larvas; patas y
musculo del térax para las pupas; y patas, alas y musculo del térax para los
adultos.

- Se han detectado diferencias sustanciales en la huella isotdpica de las distintas
estructuras corporales seleccionadas de larvas, pupas y adultos.

- Se ha detectado en general un enriquecimiento en isétopos pesados de
nitrogeno y carbono en el paso de larva a pupa, el cual es mas notable en el caso
de las patas.

- Se haobservado un enriquecimiento en isétopos pesados en el musculo del térax
en ambos isotopos en el paso de pupa a adulto, mientras que las partes
esclerotizadas sufren un empobrecimiento, aunque en algunos casos es
anecdético.

- A pesar de detectarse diferencias en la huella isotdpica de los distintos estados
de desarrollo, estas no se ajustan a lo esperado segun la informacién recogida
en la bibliografia sobre la alimentacidn de la especie.

- Posibles trabajos futuros podrian ayudar a confirmar o rechazar algunas de las

hipdtesis aqui propuestas.
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6.b Conclusions

Puxéronse a punto os protocolos de traballo necesarios para o uso de isétopos
estables nos estudos de alimentacidn da especie Vespa velutina.

Comprobouse a idoneidade para a analise de distintos tecidos e estruturas
dependendo da fase vital estudada: corpo enteiro para as larvas; patas e musculo
do tdérax para as pupas; e patas, as e musculo do térax para os adultos.
Detectdronse diferencias substanciais na pegada isotdpica das distintas
estruturas corporais seleccionadas de larvas, pupas e adultos.

Detectouse en xeral un enriquecemento en isétopos pesados de nitréxeno e
carbono no paso de larva a pupa, o cal é mais notable no caso das patas.
Observouse un enriquecemento en isdtopos pesados no musculo do térax en
ambos isétopos no paso de pupa a adulto, mentres que as partes esclerotizadas

sofren un empobrecemento, ainda que nalguns casos é anecddticos.

A pesar de detectdrense diferencias na pegada isotdpica dos distintos estados
de desenvolvemento, estas non se axustan 6 esperado segundo a informacion

recollida na bibliografia sobre a alimentacion da especie.

Posibles traballos futuros poderian axudar a confirmar ou rexeitar algunhas das

hipdteses aqui propostas.

6.c Conclusions

Protocols needed have been started up for the use of stable isotopes in the
feeding studies on Vespa velutina.

The adequacy of the analysing procedures for the analysis of different tissues
and structures has been proven depending on the considered vital stage: whole
body for larvae; legs and thorax muscle for pupae; and legs, wings and thorax
muscle for adults.

Substantial differences have been shown in the isotopic signal of the various

body structures selected from larvae, pupae and adults.
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- A general enrichment in heavy isotopes of nitrogen and carbono has been
detected during the passing of larvae-to-pupae stages, which is acuter in the case
of legs.

- Enrichment has been revealed in the thorax muscle in both isotopes during the
passing of pupae-to-adult stage, whereas the sclerotised parts suffer an
impoverishment, which is anecdotic in some cases.

- Despite having found differences in the isotopic signal of the different
development stages, these differences do not adjust to what was expected
according to the information gathered in the bibliography about the feeding of
the species.

- Possible future studies could help to acknowledge or reject several of the

hypotheses proposed here.
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Anexo l: Inventario del material recolectado

Nido Fecha Direccion Altura (m} Larvas Pupas Adultos
1 28/11/2016 Rua Néboan? 1, 4 18 12 0
Parroquia Lidns
2 23/11/2016  Rua Lavandeiras n2 5, 10 0 0 0
Nas
3 25/11/2016 Ria Che Guevara, 12 11 6 10
Perillo
4 02/01/2017 Riia Cobo, n2 26 12 0 8 0
5 02/01/2017 Ria Cobo, n2 5 ] 0 0 0
5] 25/11/2016 Ria Anido, n2 76, 16 0 3 8
Meson da Auga
7 22/11/2016  Av. Frco. Giner dos Rios 14 1] 11 0
ne 22
8 28/11/2016 Rua Obelisco (detrds de 18 1 2 1
Radio Oleiros)
9 25/11/2016 Awv. Che Guevera, Perillo 14 15 3 5
10 25/11/2016 Aw. Che Guevera, Perillo 8 2 20 4]
11 02/01/2017 Rua Cobon2 g 16 4] 0 1
12 08/01/2017  Ria Mazarico, Lidns 10 o 0 0
13 13/11/2016 Rua Calexa n217 13 11 21 5]
14 13/11/2016 Rua Mosgueiro n214 12 7 8 3

Anexo II: Datos en bruto de los analisis de is6topos

Muestra Peso (mg) % N & BMNar (%) %C & Cupov (%)

M.2 6 LARVAS 1,067 6,4 6,1 45,8 -28,2
1,050 6,4 6,1 44,9 -28,1

M.9 6 LARVAS 1,016 8,9 5.8 45,2 -27,2
0,991 8,7 5,7 44,2 -27,1

M.13 7 LARVAS 0,955 7,6 7.6 48,4 -27,7
1,017 7,6 7.9 47,4 -27.5

M.14 7 LARVAS 0,994 7,4 4,7 48,4 -27,0
0,974 7,2 4.8 47,4 -27,1

N.1 MUS. P 1,112 11,7 6,3 44,5 -26,6
0,937 11,6 6,4 44,4 -26,7

N.3 MUS. P 1,021 7.9 6,2 32,0 271
0,924 8,3 6,2 32,6 -26,9

N.4 MUS P 1,074 12,9 6,7 43,0 -25,8
0,968 12,9 6,6 43,9 -26,0

N.6 MUS. P 0,928 12,8 6,9 47,6 -27.3
1,160 12,8 6,8 47,8 -27.3

N.7 MUS P 1,101 95 8,9 43,4 -28,0
0,980 9,8 8,9 43,2 -28,0

N.10 MUS. P 0,924 11,6 6,4 47,2 -27,3
0,914 11,6 6,3 48,7 -27,3

N.14 MUS. P 1,062 8,9 6,1 42,2 -27.,6
0,945 9,1 6,2 43,4 -27,6

N.1 PATAS P 1,032 7,0 6,6 25,8 -26,4
1,059 8,2 6,5 30,2 -26,6

N.3 PATAS P 1,073 10,5 7.2 37,7 -26,3
1,071 11,1 7.2 39,6 -26,4

N.4 PATAS P 0,907 12,8 7.2 43,4 -25,9
0,935 13,3 6,9 45,0 -26,0

N.5 PATAS P 0,994 12,5 7.8 45,5 -27,1
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N.7 PATAS P

N.9 PATAS P

N.10 PATAS P

N.14 PATAS P

N.6 MUS. A

N.9 MUS. A

N.10 MUS. A

MN.13 MUS A

N.14 MUS. A

N.6 PATAS A

N.9 PATAS A

MN.10 PATAS A

N.13 PATAS A

N.14 PATAS A

N.6 ALAS A

N.9 ALAS A

MN.10 ALAS A

N.13 ALAS A
N.14 ALAS A

0,995
0,997
1,099
1,035
0,958
1,102
0,900
0,948
1,140
1,153
0,904
0,963
1,102
1,028
0,938
1,114
0,982
1,098
0,903
1,021
1,088
1,026
0,990
1,134
1,018
0,974
0,980
0,986
1,047
0,904
0,353
0,910
0,807
0,918
0,888
0,955
1,088

13,5
12,3
12,1
12,6
12,9
11,0
11,9
11,8
11,1
11,6
11,6
9,8

9,7

11,1
10,8
11,1
11,0
7,8

6,4

11,1
10,5
10,9
11,2
12,1
12,4
10,5
10,8
10,3
9,4

11,4
10,8
11,4
12,0
12,3
12,7
12,1
11,8

7,9
9,9
10,4
8.4
84
7.4
7.4
6,6
6,5
6,9
7,0
7,2
7,3
7,4
7,5
7.7
7,8
6,9
7,0
7,5
7.4
81
82
6,8
6,8
81
8,2
7.3
7,2
7.3
7,5
81
7,9
6,8
6,5
7,9
7,0

47,4
42,4
41,4
43,3
44,7
42,0
42,7
44,7
42,3
16,3
46,9
42,9
42,5
45,2
45,0
45,0
45,5
16,2
42,1
45,6
45,6
40,5
42,1
47,1
47,0
44,3
44,8
44,6
43,2
48,1
47,0
45,1
45,8
16,5
46,8
48,1
47,9

-26,9
-26,6
-26,5
-26,7
-26,7
-26,5
-26,5
-26,3
-26,4
-27,0
-27,0
-26,8
-26,7
-25,4
-25,6
-26,8
-26,9
-27,0
-27,2
-27,2
-27,3
-26,5
-26,5
-27,1
-27,1
-27,0
-27,0
-26,5
-26,5
-27.4
-27,4
-26,4
-26,6
-27,1
-27,1
-27,4
-26,9
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