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RESUMEN

Los depredadores pueden ajustar sus dietas para satisfacer sus necesidades energéticas segun la
disponibilidad de alimentos, pero no se han explorado estos ajustes en insectivoros aéreos
migratorios fuera de sus zonas de reproduccién. Encontramos que Chordeiles minor (el afapero
boreal), un migrante de larga distancia y miembro del gremio de insectivoros aéreos en rapido
declive, presentd niveles similares de riqueza de la dieta, diversidad de la dieta y selectividad de
presas en las zonas reproductivas y las no reproductivas. Examinamos las dietas y las comunidades
de presas de C. minor durante dos temporadas de cria en Florida, EE.UU., y dos temporadas no
reproductivas en la provincia de Corrientes, Argentina (2020-2022). Utilizamos metabarcoding de
ADN para identificar insectos en muestras fecales de C. minor, y empleamos trampas malaise y de luz
UV para evaluar la abundancia y la composicién de las comunidades de presas (insectos aéreos). La
abundancia y riqueza de presas disponibles fueron significativamente mayores en las zonas no
reproductivas que en las reproductivas. Aun asi, C. minor mostré una riqueza de dieta, diversidades
de Shannon y Simpson y preferencias de presas (dentro de cada muestra y dentro de la poblacién)
similares entre ambos sitios. Los adultos diferian en su consumo de lepiddpteros entre sitios: los
adultos de las zonas no reproductivas prefirieron los lepidépteros a todos los demds drdenes,
mientras que los adultos de las zonas reproductivas consumieron lepidépteros con menos frecuencia
de lo esperado. Sugerimos que los adultos reproductores pueden entregar lepidépteros a sus crias en
lugar de consumirlos. En ambas estaciones, C. minor mostré preferencia por presas de gran tamafio y
ricas en nutrientes, lo que sugiere que estas aves generalistas muestran menos flexibilidad en su
dieta de lo que se pensaba y podrian ser, por tanto, vulnerables a los cambios en las comunidades de
presas en multiples etapas del ciclo anual.
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RESUMEN PARA EL PUBLICO GENERAL

. Los depredadores que ajustan su dieta a las necesidades energéticas y a la abundancia de
presas pueden ser menos vulnerables a los cambios en la disponibilidad de presas que los
depredadores que carecen de flexibilidad dietética.

J Utilizamos metabarcoding de ADN y muestreo de insectos para evaluar la diversidad de la
dieta y la seleccién de presas de Chordeiles minor (Afiapero Boreal) en sus zonas de cria en Estados
Unidos y en las zonas de no cria en Argentina.

. La abundancia, la riqueza y la diversidad de las presas disponibles variaron de un lugar a otro,
pero la diversidad y la riqueza de la dieta de C. minor no difirieron.

o Las dietas estaban dominadas por Hemipteros e Himendpteros, que se consumian mas de lo
esperado por su disponibilidad relativa.

. Chordeiles minor consumié lepidépteros mas de lo esperado en las zonas de no
reproduccién, pero menos de lo esperado en las zonas de reproduccion, donde pueden haber optado
por dar lepiddpteros a sus crias.

. Nuestros resultados sugieren que C. minor podria ser vulnerable a los cambios en las
comunidades de insectos tanto en las zonas de cria como en las de no cria.

INTRODUCCION

La teoria de la busqueda 6ptima de alimento predice que los depredadores deben alterar sus
estrategias de busqueda de alimento para adaptarse a los cambios en sus necesidades energéticas y
en la disponibilidad de presas (Pyke 1984). Durante los periodos de alto consumo energético, como
la cria, se prevé que los adultos aumenten su eficiencia buscando alimento en habitats de mayor
calidad (Geary et al. 2020) o buscando presas mas ricas en energia (Jenkins y Jackman 1994). Tales
ajustes se han observado en aves, incluidas rapaces y passeriformes, y en murciélagos (Tornberg
1997, Naef-Daenzer et al. 2000, Agosta et al. 2003). Comprender la prevalencia de este
comportamiento es de particular importancia, ya que el cambio climatico y la pérdida y degradacién
del habitat pueden crear condiciones en las que las especies que no se alimentan de manera éptima
se vuelvan vulnerables a los cambios en su suministro de alimentos (McKinney 1997, Clavel et al.
2011, Crowley et al. 2016).

Los insectivoros aéreos tienen dietas diversas y a menudo flexibles, pero también representan
uno de los gremios de aves mas amenazados en América del Norte, en parte debido a la disminucién
a gran escala de las poblaciones de insectos (Spiller y Dettmers 2019, Sauer et al. 2020). Estudios
recientes indican que muchos insectivoros aéreos muestran una especializacién dietética en forma
de seleccién de presas y pueden ser mas sensibles a los cambios en la disponibilidad de presas de lo
gue se pensaba (Trevelline et al. 2018, McClenaghan et al. 2019, Wray et al. 2020). Los insectivoros
aéreos migratorios podrian ser particularmente vulnerables porque las aves individuales deben
obtener presas de una serie de habitats diferentes a lo largo de su ciclo anual.

Las aves migratorias neotropicales-nedrticas pasan la mayor parte de sus ciclos anuales en areas
no reproductivas en América Central y del Sur y viajan a latitudes mas altas para aprovechar los



pulsos de alimento en primavera y verano (Somveille et al. 2018). Aunque el alimento puede ser
abundante en las areas de reproduccidn, los costos energéticos de la reproduccién son distintos de
los costos energéticos que se enfrentan durante los periodos no reproductivos (Cucco y Malacarne
1995). Los reproductores también deben asignar una gran proporcién de presas capturadas a sus
crias, lo que puede aumentar el tiempo que pasan buscando alimento (Schifferli et al. 2014,
Hernandez-Pliego et al. 2017). Fuera del periodo reproductivo, las aves migratorias
neotropicales-nearticas gastan energia mudando y reponiendo las reservas de grasa necesarias para
la migracién de larga distancia (Barta et al. 2008, Kelly et al. 2013). Si bien muchos estudios examinan
la disponibilidad de presas y las dietas de los insectivoros aéreos durante la temporada de
reproduccioén, la informacion comparable de la temporada no reproductiva es escasa. Ademas, la
mayoria de los estudios sobre la dieta se centran en los insectivoros aéreos de cuerpo pequefio que
buscan alimento durante periodos prolongados, como las golondrinas y los murciélagos pequefios,
gue pueden verse menos afectados por los cambios en las comunidades de presas que las especies
de cuerpo grande con ventanas de alimentacion restringidas.

Estudiamos la variacion espaciotemporal en la dieta y la captura de presas de Chordeiles minor
(Anapero Boreal) a lo largo de 2 temporadas de cria en Norteamérica y 2 temporadas no
reproductivas en Sudamérica. Las poblaciones de C. minor, al igual que las de muchos otros
insectivoros aéreos, estan en declive pronunciado, con estimaciones actuales que informan una
tendencia promedio de -1,8 % afio—1 para C. minor en los Estados Unidos y Canada (Sauer et al.
2017). Esta especie ocupa grandes areas de distribucién desde el norte de Canada durante la
temporada de cria hasta el centro de Argentina durante la temporada no reproductiva (Brigham et al.
2020). Los estudios durante la temporada de cria en Canada encontraron que los adultos de C. minor
consumian Coleoptera (escarabajos) e Hymenoptera (hormigas, avispas, abejas y moscas de sierra)
con mas frecuencia de lo esperado por su disponibilidad relativa, mientras que pareciera que
evitaron a Diptera (moscas, mosquitos y jejenes; Brigham 1990, Brigham y Fenton 1991, Todd et al.
1998). En los bosques boreales, los coleopteros constituyeron el 80% de la biomasa de los bolos
alimenticios entregados a los polluelos (Knight et al. 2018). Coledpteros e himendpteros son
comunes en las dietas de otros insectivoros aéreos y proporcionan altas proporciones de grasa bruta
y proteina, mientras que los dipteros aportan menos nutrientes, pero son faciles de digerir (Levin et
al. 2009, Lease y Wolf 2010, Razeng y Watson 2015). Los lepiddpteros (polillas) tienen un alto valor
nutritivo y son comunes en las dietas de Atajacaminos (Evens et al. 2020, Mitchell et al. 2022,
Souza-Cole et al. 2022), pero no fueron preferidos ni evitados por C. minor en estudios previos de
seleccion de presas en Canada (Brigham 1990, Brigham y Fenton 1991, Todd et al. 1998). La seleccidn
de tricopteros (friganeas) como presas es inconsistente entre los estudios de la temporada de
reproduccién, ya que C. minor en un lugar consume mas tricépteros de lo esperado (Brigham 1990) y
los individuos en otros lugares no muestran preferencia (Todd et al. 1998). Se desconoce si C. minor
muestra una preferencia y evitacion similares de estos érdenes fuera de la parte mas septentrional
del area de reproduccion.

Estudiamos la diversidad de la dieta y la seleccién de presas en C. minor que migra entre las zonas
de cria en Florida, EE.UU. (mayo-agosto), y las zonas de no cria en la provincia de Corrientes,
Argentina (diciembre-marzo; Cockle et al. 2023). Nuestros objetivos fueron (1) identificar presas
importantes para C. minor durante estos 2 periodos del ciclo anual y (2) evaluar la flexibilidad de la
dieta entre las estaciones reproductiva y no reproductiva. Nuestra hipdtesis era que, en ambos
lugares, C. minor preferiria presas de gran tamafio y alto contenido en grasa bruta y proteinas a
presas de pequefio tamafio y menor valor energético. En consecuencia, predijimos que los modelos
de seleccién mostrarian una mayor abundancia relativa de presas himendpteros, lepiddpteros y
coledpteros en las muestras fecales de C. minor y una menor abundancia relativa de dipteros de lo



esperado en funcidén de la abundancia relativa de cada orden en el entorno. También planteamos la
hipédtesis de que la dieta de C. minor se volveria mas selectiva en las zonas de cria que en las que no
lo son, debido a los elevados requisitos energéticos asociados a la reproduccién y la cria. Segun esta
hipétesis, predijimos que las dietas de C. minor serian menos diversas y los modelos de seleccion de
presas mostrarian preferencia por menos drdenes en las zonas de cria que en las de no cria.
METODOS

Areas de estudio

Citrus Wildlife Management Area (en adelante Citrus) es una extensién de 200 km? en el centro
de Florida dominada por pinos de hoja larga (Pinus palustris) nativos (28,778°N, 82,406°0). Se
realizan quemas prescritas cada 2 a 5 afios en parcelas de ~260 ha, creando un mosaico de zonas
forestales quemadas y no quemadas con sotobosques herbaceos y parches de suelo desnudo donde
anida C. minor. Una hembra adulta marcada con GPS en la Reserva Natural Rincdn de Santa Maria
(ver mas abajo) pasd una temporada de cria en Citrus y parecia tener 2 nidos, cada uno en una
parcela quemada <6 meses antes (Cockle et al. 2023). C. minor se encuentra en Citrus desde
mediados de abril hasta finales de septiembre, aunque los individuos mas precoces y los mas tardios
pueden criar en otros lugares (eBird 2024). Encontramos nidos tempranos en la primera semana de
junio y crias con plumadn natal hasta el 21 de julio.

La Reserva Natural Rincén de Santa Maria (en adelante Santa Maria) es una reserva natural de 35
km? de proteccidn provincial ubicada en la margen sur del embalse de Yacyretd, Corrientes,
Argentina (27.530°S, 56.600°0). Las comunidades vegetales actuales de la reserva incluyen pastizales
nativos, pantanos de agua dulce, remanentes dispersos de bosques riberefios secundarios y rodales
de eucaliptos (Eucalyptus spp.) y pinos exéticos (Pinus spp.; Bauni et al. 2015). Santa Maria es un sitio
importante para la conservacion de Atajacaminos (Caprimulgidae), alberga 9 especies, incluyendo C.
minor, de diciembre a marzo. C. minor forrajea principalmente en lo alto de un mosaico de pastizales
y rodales de pinos y eucaliptos.

Disponibilidad de presas

Cuantificamos la disponibilidad de presas muestreando las comunidades de insectos aéreos al
atardecer en ambas areas de estudio. Los C. minor son crepusculares y tienen periodos cortos de
busqueda de alimento (<2 horas) al amanecer y al anochecer (Cockle et al. 2023). Al igual que en
otros estudios de insectivoros aéreos, utilizamos trampas ligeras malaise para insectos (Bioquip
Products, Rancho Dominguez, CA) para interceptar insectos diurnos y nocturnos que vuelan cerca del
suelo (p. ej., Diptera, Trichoptera, Blattodea, Orthoptera e Hymenoptera). Utilizamos trampas de luz
ultravioleta con bombillas de 20 vatios para capturar insectos nocturnos que vuelan hasta 30 m por
encima del suelo y son fototacticos o se sienten atraidos por la luz (p. €j., Coleoptera, Lepidoptera y
Odonata; van Grunsven et al. 2014, Montgomery et al. 2021). Las trampas Malaise y las trampas de
luz ultravioleta se colocaron a mas de 10 m de distancia para minimizar la interferencia entre
trampas. Las trampas se abrieron 1 h antes de la puesta de sol y se cerraron 3 h después. Las trampas
contenian etanol al 95% para matar y preservar los insectos antes de su procesamiento.

Rotamos las trampas de insectos entre las zonas de ambos lugares de estudio donde se observé a
C. minor forrajeando. Las trampas en Citrus se colocaron en 10 puntos a lo largo de 27 km de camino
de tierra que abarcaban las 20.000 ha del area de estudio. Las trampas en Santa Maria se colocaron
en 11 puntos a lo largo de un tramo de 5 km en el borde sur del embalse. En el primer afio (en
adelante 2021), muestreamos cada punto una vez (del 8 de diciembre de 2020 al 25 de febrero de
2021 en Santa Maria y del 7 de junio al 3 de agosto de 2021 en Citrus). En el segundo afio (en



adelante 2022), muestreamos todos los puntos dos veces (del 6 de diciembre de 2021 al 16 de
febrero de 2022, en Santa Maria, y del 24 de mayo al 27 de julio de 2022, en Citrus). El muestreo de
insectos coincidié con los periodos en los que C. minor estaba presente en cada punto. Se
identificaron los insectos por orden y se midié la longitud del cuerpo con una precisiéon de 0,1 mm.
En el caso de morfoespecies muy abundantes (es decir, especies diferenciadas por una morfologia
distintiva), medimos 5 individuos de cada unay aplicamos la longitud media a otros individuos. Todos
los analisis se realizaron por separado para las trampas Malaise y UV.

Dieta Chordeiles minor

Recogimos muestras fecales de C. minor capturado en Citrus (del 7 de junio al 6 de agosto de
2021, y del 26 de mayo al 27 de julio de 2022) y Santa Maria (4 de diciembre de 2020 a 5 de marzo
de 2021, y del 7 de diciembre de 2021 al 15 de febrero de 2022). En Citrus, capturamos
principalmente adultos con redes de niebla y playback, pero también capturamos hembras
incubando o criando con un foco y una red de mano. Instalamos redes de niebla y dispositivos de
reproduccion ~20 min después de la puesta de sol y los hicimos funcionar hasta que cesé toda
actividad de C. minor (normalmente ~45 min después de la puesta de sol). En Santa Maria, donde los
individuos descansan regularmente en caminos de tierra y plataformas rocosas después del
anochecer buscamos C. minor conduciendo por el circuito de caminos de la reserva durante ~2 h a
partir del anochecer, y capturamos individuos con focos y una red de mano. Utilizamos pinzas limpias
o un palito de paleta para recoger una muestra fecal directamente de la cloaca o del interior de una
bolsa de tela blanqueada para pdjaros. Clasificamos una muestra como "limpia" si se recogia de la
cloaca o de la bolsa para pajaros y como "sucia" si la muestra se caia y se recogia de otra superficie.
Las muestras se conservaron en etanol al 95% a 4°C. Se secuenciaron por separado varias muestras
recogidas del mismo individuo por si fallaba la secuenciacion.

Extrajimos ADN de presas de muestras fecales siguiendo a Snider et al. (2022), con la excepcion
de que secamos las muestras en una campana extractora durante la noche para asegurarnos de que
se evaporara todo el etanol. A continuacion, sumergimos la muestra en tampdn de lisis con perlas de
zirconia-silica de 0,1 y 0,5 mm y homogeneizamos la mezcla en un mini-BeadBeater 24 (BioSpec
Products, Bartlesvill, OK, EE.UU.) para romper los exoesqueletos de los insectos y las membranas
celulares. Aislamos el ADN utilizando perlas SPRI y una serie de lavados con etanol antes de eluir el
ADN con Tris-HCI 10 mM. Se cuantificé el ADN de cada muestra utilizando un espectrometro Denovix
y el kit dsDNA High Sensitivity Assay (Denovix, Wilmington, DE, EE.UU.), concentrando cualquier
muestra <0,2 ng uL™ en una centrifuga de vacio. Se realizaron extracciones en grupos de 6 a 16
muestras, y cada grupo incluyé un negativo de extraccién sin material fecal.

La preparacidn de bibliotecas incluyé 2 rondas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
un Mastercycler ProS (Eppendorf North America, Enfield, CT, EE.UU.): (1) amplificacidon de una
secuencia diana (PCR1); y (2) recocido de indices (PCR2). Para la PCR1 amplificamos una seccion de
180 pares de bases (pb) del gen de la subunidad 1 del citocromo ¢ oxidasa (COl) utilizando el
conjunto de cebadores universales ANML (Jusino et al. 2019), que se dirige a una amplia gama de
secuencias de artrépodos que suelen formar parte de la dieta de C. minor (Wray et al. 2020).
Afadimos salientes de lllumina a los cebadores para permitir el recocido de los indices durante la
preparacion de la biblioteca posterior a la PCR (Illumina 2013) y realizamos la PCR1 por triplicado (Vo
y Jedlicka 2014, Alberdi et al. 2019). Incluimos negativos de extracciéon en PCR1 e incluimos un
negativo de PCR en cada placa (agua de grado molecular en lugar de ADN). Las concentraciones de
reactivos y las condiciones del termociclador siguieron las de Jusino et al. (2019; Tabla 1 del material
suplementario). Visualizamos un subconjunto del producto de la PCR1 en un gel de agarosa al 1,2%
para garantizar una amplificacion satisfactoria antes de combinar todos los triplicados. A



continuacién, limpiamos el producto PCR1 agrupado con microesferas SPRI a una concentracién de
microesfera: producto PCR de 1,2x para aislar el amplicon de interés. Por ultimo, confirmamos el
éxito de la limpieza visualizando un subconjunto de productos PCR1 en agarosa.

En la PCR2 (recocido de indices), utilizamos el Nextera XT Index Kit v2 y seguimos el protocolo de
preparacion de bibliotecas de secuenciacion metagendmica 16S de Illlumina (lllumina 2013) para la
secuenciacién por pares (para mas detalles, véase la Tabla 2 del material suplementario). Tras
visualizar un subconjunto de productos de PCR2 para confirmar que los indices se habian recocido
correctamente, limpiamos el producto de PCR2 con microesferas SPRI a una de microesfera:
producto de PCR de 0,9x para eliminar el dimero adaptador residual. Normalizamos las bibliotecas
limpiadas a 4 nM combinando los volumenes calculados de producto PCR2 limpiado y Tris-HCI.
Utilizamos una centrifuga de vacio para concentrar las muestras <4 nM en un volumen final de 5 pl.
Por ultimo, combinamos 5 pl de cada biblioteca normalizada para crear una Unica biblioteca
agrupada que se envio al Pennington Biomedical Research Center (Baton Rouge, LA, EE.UU.) para su
secuenciacion. La biblioteca agrupada se cuantificé en un bio-analizador Agilent, se le afiadié un 15%
de PhiX (Alberdi et al. 2017, Trevelline et al. 2018), se ejecutd en una plataforma Illumina MiSeq con
un kit de reactivos v2 (Illumina 2013) utilizando secuenciacién de extremo pareado y se demultiplexd
en el centro. Las secuencias sin procesar se pueden encontrar en https://www. ncbi.nlm.nih.gov/sra,
BioProject: RINA1120945, nimeros de acceso SAMN41721490SAMNA41721561 (Citrus) y
SAMN41739139-SAMN41739234 (Santa Maria).

Biblioteca de referencia personalizada

Desarrollamos una biblioteca de referencia para asignar identidades taxondmicas a las secuencias
de cddigo de barras de Santa Maria porque las bibliotecas de referencia publicas como la base de
datos Barcode of Life (BOLD; https://boldsystems.org/) y el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) carecian de entradas para muchos
insectos encontrados en el norte de Argentina. Seleccionamos 175 de nuestros insectos capturados
con mayor frecuencia e identificamos 129 por género, 3 por familia y 43 por orden. Luego extrajimos
ADN de 1 a 4 patas de un espécimen de referencia utilizando un kit Quick-DNA™ Miniprep Plus
(Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.) y realizamos PCR para apuntar al gen COI con los mismos
cebadores y condiciones utilizados para PCR1 fecal descritos anteriormente. Limpiamos el producto
de PCR con un protocolo Exo-SAP (Tabla 3 del Material complementario) y realizamos la
secuenciacion ciclica en el producto limpio en direccidn directa e inversa (Tabla 4 del Material
complementario). El producto de la secuenciacion ciclica se limpio con Sephadex G50 (Cytiva,
Marlborough, MA, EE. UU.) y luego se realizd la secuenciacidn de Sanger en un Analizador Genético
ABI 3130xl en la Instalacidn de Gendmica de la Universidad Estatal de Louisiana.

Se utilizd Geneious 2022.1 para recortar las secuencias y excluir las lecturas de baja calidad, y se
alinearon las lecturas directa e inversa mediante el método de consenso. Los insectos de muestra se
depositaron en la coleccidon de entomologia del Museo de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia
de Buenos Aires, Argentina. Todas las secuencias de cddigos de barras estan a disposicion del publico
en http:// boldsystems.org, Sequence Pages CAI001-24-CAl128-24. Las secuencias de codigos de
barras de mas de 200 pb también estan disponibles en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank,
numeros de acceso PQ299157-PQ299179.

Aprovisionamiento de nidos

Recolectamos de manera oportunista bolos alimenticios de C. minor adultos que fueron
capturados en redes de niebla mientras intentaban entregar comida a los polluelos. Recolectamos



cada bolo que se cayo al ser capturados y almacenamos el contenido en etanol al 95% a 4°C.
Identificamos visualmente los insectos en los bolos alimenticios hasta el orden.

Analisis estadistico
Bioinformatica

Importamos las secuencias de ADN demultiplexadas a Qiime2 2023.5 (Bolyen et al. 2019) y
recortamos los cebadores utilizando la funcidn Cutadapt (Martin 2011), que también eliminé las
lecturas que no contenian secuencias de cebadores. Realizamos la eliminacién de ruido y el control
de calidad utilizando DADAZ2 (Callahan et al. 2016), que filtrd las lecturas con puntuaciones Phred
<30, elimind las quimeras (método de consenso), unié las lecturas de extremo pareado y colapsé las
lecturas en variantes de secuencia de amplicon (ASV; Alberdi et al. 2017, Snider et al. 2022).
Eliminamos las lecturas que aparecian <10 veces en total para minimizar las posibilidades de incluir
contaminantes o fauna simbidtica no diana (p. ej., acaros en insectos aéreos; Leray y Knowlton 2017).
Clasificamos las ASVs restantes mediante un clasificador Naive Bayes, que entrenamos con todas las
secuencias de artrépodos del NCBI (Robeson Il et al. 2020), todas las secuencias de metazoos de
BOLD (O'Rourke et al. 2020) y nuestra biblioteca de referencia personalizada.

Revisamos manualmente el conjunto de datos clasificados para asegurarnos de que las
asignaciones taxondmicas alcanzaban los niveles de confianza adecuados y resolvimos cualquier
conflicto entre las bibliotecas de referencia. Asignamos una ASV a una especie si coincidia con una
confianza >99%, a un género si la confianza estaba entre 97% y 99%, a una familia si la confianza
estaba entre 95% y 97% y a un orden si la confianza estaba entre 90% y 95%. Se eliminaron todas las
ASV con una confianza <90%. Este enfoque representa un compromiso entre los métodos menos
conservadores utilizados por Jusino et al. (2019) para clasificar presas y los métodos mas
conservadores utilizados por Evens et al. (2020). Cuando una ASV coincidié con multiples bibliotecas
de referencia, seleccionamos la entrada de la biblioteca con la mayor confianza. Si una asignacién
taxondmica entraba en conflicto entre bibliotecas, seleccionamos la asignacion taxondmica comun
mas baja. No se sabe que C. minor se alimente de taxones que no sean insectos (Brigham et al.
2020), por lo que eliminamos las ASV para Araneae (arafias; n=2), Ixodida (garrapatas; n=1) y
Tromidiformes (acaros; n= 4). Se trataba probablemente de ectoparasitos de insectos consumidos
(Ixodida y Tromidiformes) o de contaminacion de la muestra (Araneae).

Composicidn y diversidad de la dieta

Presentamos la composicion de la dieta como abundancia de lectura relativa (RRA, una métrica
basada en la abundancia) y frecuencia de ocurrencia (FOO, una métrica basada en la incidencia). La
RRA refleja la proporcién de secuencias dentro de una muestra individual que pertenecen a una
presa determinada y aumenta proporcionalmente con la abundancia del taxdn en la dieta (Deagle et
al. 2019, Verkuil et al. 2022). Sin embargo, el RRA puede cuantificar las presas de forma inexacta
porque no todos los insectos se digieren por igual, la cantidad de ADN mitocondrial varia entre
especies y los cebadores pueden amplificar el ADN de algunas especies mas facilmente que otras
(Elbrecht y Leese 2015, Jusino et al. 2019). También presentamos FOO, que es la proporcion de
muestras fecales individuales que contienen cada elemento de presa. La FOO tiene sesgos que
incluyen dar el mismo peso a las especies de presas raras y comunes, ignorar las contribuciones
relacionales de las presas dentro de una misma muestra y, a menudo, requerir un mayor esfuerzo de
muestreo para sacar conclusiones (Cuff et al. 2022). La FOO sélo puede calcularse a nivel poblacional,
mientras que la RRA puede calcularse a nivel poblacional y para muestras individuales.



Para evaluar la composicion de la dieta, evaluamos la riqueza (el nimero total de taxones Unicos
en una comunidad; no considera la abundancia relativa) junto con la diversidad de Shannon (una
medida de incertidumbre sobre la identidad de los individuos muestreados; considera la abundancia
relativa; Shannon 1948) y la diversidad de Simpson (la probabilidad de que 2 individuos muestreados
sean del mismo taxdn; considera la abundancia relativa; Simpson 1949). Utilizamos métodos
descritos en Hill (1973) para estimar indices (conocidos como numeros de Hill) para la riqueza de la
comunidad (q0), la diversidad de Shannon (q1) y la diversidad de Simpson (g2) obteniendo asi
valores escalados con magnitudes que los investigadores pueden comparar facilmente (Hill 1973, Jost
2006). Los numeros de Hill concuerdan con las definiciones tradicionales de riqueza, diversidad de
Shannon y diversidad de Simpson, aunque no son idénticas. Los indices de Hill para la riqueza
proporcionan medidas de la composicién de la comunidad que solo tienen en cuenta el niUmero de
taxones en un ensamble, mientras que los indices de Hill para la diversidad de Shannony la
diversidad de Simpson tienen en cuenta las abundancias relativas de los taxones presentes (Alberdiy
Gilbert 2019).

Realizamos todos los andlisis utilizando R 4.3.2 (R Core Team 2023) y consideramos que las
métricas eran significativamente diferentes si los intervalos de confianza (ICs) del 95% no se
superponian. En primer lugar, comparamos la diversidad y riqueza de las muestras fecales limpias y
sucias para evaluar si la contaminacién del campo aumentaba las estimaciones de diversidad de las
muestras sucias. Se utilizé el paquete iINEXT. beta3D (Chao et al. 2023) para calcular los nimeros de
Hill para la riqueza, la diversidad de Shannon y la diversidad de Simpson a nivel alfa (diversidad
dentro de la muestra; Da) y a nivel beta (diversidad entre muestras; D).

diversidad de la muestra; Dfi) utilizando datos dietéticos basados en la abundancia, y a nivel
gamma (diversidad de toda la poblacidn; Dy) utilizando datos dietéticos basados tanto en la
abundancia como en la incidencia. Convertimos

Realizamos todos los andlisis utilizando R 4.3.2 (R Core Team 2023) y consideramos que las
métricas eran significativamente diferentes si los intervalos de confianza (ICs) del 95% no se
superponian. Primero, comparamos la diversidad y la riqueza de muestras fecales limpias y sucias
para evaluar si la contaminacidon de campo aumentaba las estimaciones de diversidad para las
muestras no limpias. Utilizamos el paquete iNEXT.beta3D (Chao et al. 2023) para calcular los
numeros de Hill para la riqueza, la diversidad de Shannon y la diversidad de Simpson a nivel alfa
(diversidad dentro de la muestra; D) y nivel beta (diversidad entre muestras; Dg) utilizando datos de
dieta basados en la abundancia, y a nivel gamma (diversidad de toda la poblacién; D,) utilizando
datos de dieta basados tanto en la abundancia como en la incidencia.

Convertimos las abundancias ASV brutas se convirtieron en RRA para tener en cuenta las
diferencias en la profundidad de secuenciacion (McMurdie y Holmes, 2014); los RRA representaban
la proporcion del total de lecturas de una muestra fecal que pertenecian a cada orden de insectos.
Para calcular D, y Dg, construimos 2 matrices (limpia y sucia) que contenian los RRA de los érdenes
de insectos (filas) detectados en las muestras fecales (columnas). Utilizamos la funcién iNEXTbeta3D
para calcular la diversidad taxondmica usando datatype = abundance, y aumentamos las réplicas de
bootstrap del valor predeterminado (10) a 50 para mejorar la precision. Para calcular D,, repetimos
este procedimiento utilizando tanto ARR como FOO. Para el analisis de FOO, convertimos todos los
ARR a presencia (1) o ausencia (0) en cada muestra fecal y ejecutamos la funcién iNEXTbeta3D con
50 bootstraps y datatype = incidence. Evaluamos la salida para la integridad de la muestra utilizando
una cobertura uniforme, en lugar de tamafios de muestra uniformes, para rarefactar los datos (Chao
et al. 2020, Roswell et al. 2021).



Esta técnica requirid identificar la cobertura maxima de la muestra (es decir, la proporcion
estimada de la comunidad verdadera detectada mediante muestreo) que podria alcanzarse en Citrus
y Santa Maria creando una curva de rarefaccion que fuera <2x el tamafio real de la muestra recogida
en cada sitio. A continuacion, utilizamos el valor de cobertura de la muestra del sitio con la cobertura
mas baja para obtener estimaciones de diversidad e ICs del 95% para ambos sitios.

Las estimaciones de diversidad y riqueza fueron mayores en las muestras limpias que en las sucias
(Tabla 5 del Material Suplementario), lo que sugiere que la contaminacidn potencial no condujo a
estimaciones de diversidad mayores en las muestras sucias. En consecuencia, combinamos los datos
de las muestras limpias y sucias para calcular los nimeros finales de Hill para la riqueza, la diversidad
de Shannon y la diversidad de Simpson. Aplicamos los procedimientos descritos anteriormente para
comparar D, Dg y D, entre Citrus y Santa Maria. Medimos la similitud en la riqueza de la dieta entre
sitios y afios utilizando los indices de Jaccard y de Sgrensen desarrollados por Chao et al. (2019). Para
visualizar la riqueza de la dieta y la superposicidn entre sitios y afios, utilizamos el escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS), que traza muestras en un espacio bidimensional basado en
distancias de similitud ordenadas por rango (Shepard 1962).

Disponibilidad y seleccion de presas

Calculamos la media y el error estandar (ut SE) para los recuentos brutos de insectos capturados
en las trampas Malaise y UV, y calculamos la diversidad de las comunidades de presas por separado
para cada tipo de trampa. Se estimaron los numeros de Hill para la riqueza, las diversidades de
Shannon y Simpson, la similitud de Sgrensen y la similitud de Jaccard, asegurando una muestra
completa igual entre Citrus y Santa Maria para cada afio.

Para evaluar si C. minor consumia presas en proporcion a su disponibilidad en cada sitio,
modelamos la seleccidon de presas utilizando el paquete R econullnetr (Vaughan et al. 2018). Este
paquete utiliza datos de disponibilidad de presas para crear un modelo nulo para la abundancia
esperada de cada elemento de presa en las dietas de los depredadores, asumiendo que no hay
seleccidon de presas. Debido a que los métodos utilizados para estimar la disponibilidad de presas
pueden afectar a los modelos nulos (Cuff et al. 2024) creamos 2 modelos nulos para cada sitio, uno
utilizando datos de trampas Malaise y el otro utilizando datos de trampas UV. A continuacion,
utilizamos la funcién generate_null_net para determinar si la abundancia relativa observada de
presas en las muestras fecales de C. minor recogidas en ese lugar se encontraba dentro del intervalo
de confianza (IC) del 95% de la abundancia relativa esperada predicha por cada uno de los modelos
nulos (simulaciones= 500, tipo de datos= cantidades). Dado que la cantidad de ADN recuperado en
las muestras fecales puede aumentar con el tamafio de la presa, dimos mas peso a los insectos mas
grandes en nuestros modelos nulos (1) incorporando la longitud del cuerpo a las estimaciones de la
abundancia relativa esperada y (2) utilizando datos RRA en lugar de datos FOO para estimar la
abundancia relativa observada. Especificamente, para (1), la abundancia relativa esperada se estimé
sumando las longitudes corporales de todos los individuos de cada orden capturados en cada tipo de
trampa y dividiendo las longitudes sumadas de cada orden (una aproximacién a la biomasa) por el
total de todos los érdenes (véase Verkuil et al. 2022, que muestra que los RRA en el ADN fecal de las
aves estan altamente correlacionados con las longitudes corporales de los insectos presa).
Especificamente, para (2), la abundancia relativa observada se estimé sumando la RRA para cada
orden (calculada durante el andlisis de la diversidad de la dieta) en todas las muestras fecales. Sélo
los érdenes de insectos detectados en las dietas de C. minor se incluyeron en los modelos de
seleccidon de presas, aunque algunos érdenes consumidos por C. minor no se capturaron en trampas
para insectos y, por tanto, no pudieron evaluarse.



También se utilizé la funcidn generate_null_net para calcular el tamafo del efecto estandar (SES)
entre la abundancia de presas observada y la esperada. Identificamos una diferencia significativa
entre las abundancias relativas observadas y esperadas cuando se cumplian 2 criterios: (1) la
abundancia observada caia fuera del IC del 95% para la abundancia esperada; y (2) SES > | 2] (es
decir, SES era estadisticamente diferente de 0; Gotelli y McCabe 2002). Una presa era "preferida" si
se consumia significativamente mas de lo esperado y "evitada" si se consumia significativamente
menos de lo esperado. Durante la época de cria, "evitado" también puede reflejar elementos
capturados por adultos y entregados a las crias, ya que no se encontrarian en una muestra fecal de
adultos.

RESULTADOS
Disponibilidad de presas

Para evaluar la dieta y la seleccién de presas de C. minor en funcidn de la disponibilidad de presas,
evaluamos la abundancia, riqueza y diversidad de insectos aéreos en ambos lugares. Nuestras
trampas aéreas capturaron 14 érdenes de insectos en Citrus y 13 érdenes en Santa Maria (Tabla 6 del
Material Suplementario). Las trampas en ambos sitios contenian Blattodea, Coleoptera, Diptera,
Ephemeroptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Mantodea, Neuroptera, Odonata,
Orthoptera, Psocodea y Trichoptera. Las trampas de Citrus también contenian Dermaptera. La
abundancia media de insectos fue mas de 6 veces mayor en las trampas Malaise de Santa Maria que
en las de Citrus (345% 78 frente a 55+ 13, respectivamente) y mas de 20 veces mayor en las trampas
UV de Santa Maria que en las de Citrus (11.938 + 3.193 frente a 505 * 4, respectivamente). Los
dipteros dominaron las trampas Malaise, constituyendo mas del 50% de la biomasa en ambos sitios;
los coledpteros dominaron las trampas UV, constituyendo el 52% de la biomasa en Citrus y el 74% en
Santa Maria. Los lepiddpteros representaron mas del 20% de la biomasa de Malaise y UV en Citrus,
pero representaron <5% de la biomasa en Santa Maria.

Las estimaciones de diversidad para las presas disponibles fueron mayormente consistentes entre
los tipos de trampas (Figura 1). Tanto las trampas Malaise como las UV estimaron una mayor riqueza
D, y D, en Santa Maria en comparacion con Citrus, pero los indices de Shannon y Simpson D, y D,
fueron menores en Santa Maria. En otras palabras, las trampas capturaron mds érdenes con
biomasas menos uniformes en Santa Maria en comparacién con Citrus. Los indices de Shannon 'y
Simpson Dg fueron ambos mayores en Santa Maria, lo que indica una mayor variacion de biomasa
entre trampas que en Citrus. Las trampas UV tuvieron mayores similitudes de Sgrensen y Jaccard
entre trampas en Citrus que en Santa Maria (Sgrensen: Citrus = 0.02 + 0.00, Santa Maria = 0.01 £
0.00; Jaccard: Citrus = 0.37 £ 0.01, Santa Maria = 0.27 + 0.00), pero los indices de similitud para las
trampas Malaise no mostraron diferencias (Sérensen: Citrus = 0.03 + 0.00, Santa Maria = 0.03 + 0.01;
Jaccard: Citrus = 0.50 + 0.03, Santa Maria = 0.52 + 0.05).

Metabarcoding y clasificacion de presas

Obtuvimos 9.949.645 secuencias de 167 muestras fecales: 71 de Citrus y 96 de Santa Maria (Tabla
7 del material suplementario). Tuvimos 8 individuos en Santa Maria para los que 22 muestras fecales
secuenciaron con éxito, por lo que seleccionamos una muestra fecal de cada individuo para el
analisis. Tras eliminar las muestras duplicadas (n= 19) y las muestras que solo contenian ADN de C.
minor (n= 85), nuestras muestras finales incluian 13 individuos de Citrus en 2021, 15 de Citrus en
2022, 25 de Santa Maria en 2021 y 10 de Santa Maria en 2022. Eliminamos 73 ASV de todas las
muestras porque estaban presentes en los negativos de extraccion.



Un total de 174 ASV coincidieron con al menos un insecto de referencia a nivel de orden (todos
los insectos clasificados se enumeran en la Tabla 8 de material suplementario). La profundidad de
secuenciacion media total fue significativamente mayor en las muestras de Citrus (100.230+ 11.865
lecturas) que en las muestras de Santa Maria (29.514+ 4.256 lecturas; prueba de rango con signo de
Wilcoxon; P <0,001), a pesar de que Santa Maria tenia mas del doble de ASV de insectos (126 en
Santa Maria frente a 51 en Citrus). A pesar de la mayor cobertura media, hubo un nimero
significativamente menor de ASV por muestra en Citrus en comparacion con Santa Maria para todas
las combinaciones de afios excepto entre Citrus 2021 y Santa Maria 2022, para la cual P= 0.05; no
hubo diferencia dentro de cada sitio entre afios (prueba de rangos con signo de Wilcoxon por pares;
Tabla 9 del Material Suplementario). Aunque detectamos un nimero total similar de drdenes y
familias en los 2 sitios (Citrus= 17 familias y 9 érdenes, Santa Maria= 19 familias y 9 érdenes), las
muestras fecales individuales de Santa Maria promediaron aproximadamente el doble de érdenesy
familias que las muestras fecales de Citrus (Citrus= 1.40+ 0.17 familias y 1,32+ 0,12 pedidos, Santa
Maria= 3,09+ 0,42 familias y 2,49+ 0,28 drdenes; Material suplementario Tabla 10).

Composicidn y Diversidad de la Dieta

La proporcion de cada orden que contribuye a la dieta general difirié segiin el modo de calculo
(FOO o RRA), pero la importancia relativa de cada orden (es decir, qué érdenes tenian la
frecuencia/abundancia mas alta versus la frecuencia/abundancia mas baja) solo difiri6 para
Orthoptera, que tuvo mayor FOO pero menor RRA que otros ordenes en Santa Maria (Figura 2).

Cuando se combinaron las muestras limpias y no limpias, Citrus mostré una Dg significativamente
mayor que Santa Maria (es decir, los contenidos de la dieta diferian mas entre las muestras dentro de
Citrus que entre las muestras dentro de Santa Maria), mientras que Da y Dy fueron similares entre
los sitios (Figura 3, Tabla 11 del Material Suplementario). En ambos sitios, Dg varié entre las
diversidades de riqueza, Shannon y Simpson, lo que indica una desigualdad en la dieta entre las
muestras (es decir, los 6rdenes de presas estaban presentes en diferentes cantidades entre las
muestras). Dentro de cada sitio, D, y D, fueron similares para las diversidades de riqueza, Shannony
Simpson, lo que indica una uniformidad en la dieta a estos niveles (es decir, los 6rdenes de presas
estaban presentes en cantidades similares dentro de las muestras y dentro de la poblacién).
Nuevamente, la integridad de la muestra D, fue mayor cuando se calcul6 utilizando datos basados en
la abundancia (RRA; 100% de integridad) que cuando se calculé utilizando datos basados en la
incidencia (FOO; 92% de integridad).

Los analisis de similitud indicaron mayores similitudes entre afios para las muestras de Santa
Maria que para las muestras de Citrus. Los valores de estrés del analisis NMDS fueron <0,1 para FOO
y RRA, lo que indica un buen ajuste de ordenacion (Shepard 1980). Los graficos NMDS mostraron una
alta superposicion de identidades de presas de muestras en Santa Maria entre afios, con menos
superposicion de muestras en Citrus entre afios (Figura 4A, B). Las muestras de Citrus de 2021 se
superpusieron altamente con las muestras de Santa Maria de ambos afos, lo que indica una alta
similitud, pero las muestras de Citrus de 2022 no lo hicieron. Los indices de similitud de Sgrensen
para la riqueza de la dieta (que evaluaron la similitud entre muestras dentro de cada sitio y afio)
fueron mayores para Citrus en 2021y 2022 que, para Santa Maria en 2021, pero la gran
incertidumbre para Santa Maria en 2022 impidié la deteccién de significancia estadistica para ese
afio (Figura 4C). La similitud de Sgrensen no difiriéd dentro de los sitios, y la similitud de Jaccard no
difirié entre ninguna combinacién de sitio y afio (Figura 4D).

Seleccion de presas



La seleccién de presas por parte de C. minor varié en funciéon del tipo de trampa utilizado para
construir el modelo nulo, pero tanto los modelos Malaise como UV indicaron patrones similares para
Orthoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, y Hemiptera (Figura 5, Material suplementario Tabla 12). En
particular, el analisis con ambos tipos de trampas indica una preferencia por los Lepiddpteros en
Santa Maria por un amplio margen (SES >14), mientras que los Lepiddpteros parecen evitarse (es
decir, no se consumen) en Citrus. Los modelos construidos a partir de ambos tipos de trampas
también sugirieron que C. minor en Citrus preferia Hymenoptera y Hemiptera, mientras que en Santa
Maria preferia Orthoptera, Hemiptera e Hymenoptera. Diptera y Coleoptera presentaron la mayor
disparidad en los resultados de seleccidn entre los tipos de trampas: los datos recogidos utilizando
trampas Malaise indicaron la evitacién de Diptera en ambos sitios, mientras que los datos recogidos
utilizando trampas UV indicaron una preferencia en ambos. Los datos de las trampas Malaise
también indicaban una preferencia por los coledpteros en Citrus y ninguna seleccién en Santa Maria,
mientras que los datos de las trampas UV indicaron la evitacidn de coledpteros en ambos sitios.

Aprovisionamiento de nidos

Recogimos 5 bolos alimenticios de forma oportunista de C. minor capturados con redes de niebla
en Citrus (Tabla 1). Los himendpteros representaron el 84,4% de todas las presas encontradas en los
5 bolos, mientras que los lepiddpteros (el segundo orden mas abundante) representaron el 5,6%, los
coledpteros el 4,7%, los hemipteros el 2,6%, los dipteros el 1,7% y los neurdpteros <0,1%.

DISCUSION

Evaluamos las dietas y las comunidades de presas de C. minor en sitios de reproduccién y no
reproduccién para evaluar sus preferencias de presas y si estas preferencias cambiaron en funcién de
la disponibilidad de presas y la etapa del ciclo anual. Planteamos la hipétesis de que C. minor en
ambos sitios de reproduccién (Citrus, EE. UU.) y no reproduccién (Santa Maria, Argentina) preferiria
presas ricas en nutrientes como Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera. Nuestros resultados
mostraron que C. minor preferia Hemiptera (chinches verdaderos) e Hymenoptera (hormigas) en
ambas estaciones, pero sus preferencias por Lepidoptera y Coleoptera fueron mdas matizadas.
Sorprendentemente, C. minor prefirié Lepidoptera en los terrenos de no reproduccion, pero no en
los de reproduccion. También planteamos la hipdtesis de que C. minor mostraria mas selectividad en
los terrenos de reproduccion que en los de no reproduccién debido a las mayores demandas de
energia. Contrariamente a nuestra prediccién, la diversidad y riqueza de las dietas no difirieron
dentro de las muestras o dentro de las poblaciones entre los terrenos de reproduccidon y no
reproduccién, a pesar de las diferencias en la abundancia, riqueza y diversidad de las presas
disponibles. Estos resultados indican que C. minor no acomoda los cambios en las necesidades
energéticas y la disponibilidad de presas cambiando su selectividad de presas, como predice la teoria
del forrajeo 6ptimo. A continuacidn, presentamos interpretaciones adicionales de nuestros
resultados de diversidad de la dieta y seleccidén de presas, que creemos estdn vinculadas a
diferencias generales en la ecologia de C. minor en reproduccién y no reproduccidn, junto con los
desafios asociados con el muestreo de presas.

Preferencia de Presas Durante Todo el Afio

Chordeiles minor mostro preferencia durante todo el aflo por Hymenoptera y Hemiptera. Esta
preferencia por Hymenoptera concuerda con estudios previos en el area de reproduccidn del norte
(Brigham 1990, Brigham y Fenton 1991), pero nuestro estudio proporciona nueva informacién sobre
una preferencia por Hemiptera. Todos los Hymenoptera consumidos por C. minor en nuestro estudio
pertenecian a la familia Formicidae (hormigas), que son de cuerpo grande y se reproducen en



grandes enjambres voladores al atardecer y al amanecer (Wheeler 1910), presentando a C. minor un
medio para capturar eficientemente grandes cantidades de presas. Otros estudios han encontrado
Hemiptera en muestras de estdmago de C. minor (Caccamise 1974) y bolos alimenticios (Knight et al.
2018) en las areas de reproduccién, pero no evaluaron la disponibilidad de presas. En nuestro
estudio C. minor consumié una variedad de familias dentro del orden Hemiptera: Clastopteridae
(chinches escupidoras), Cydnidae (chinches excavadoras) y Pentatomidae (chinches hediondas) en las
areas de reproduccion; y Cicadidae (cigarras verdaderas), Delphacidae (saltahojas), Notonectidae
(notonectas) y Rhyparochromidae (chinches de semillas) en las areas de no reproduccion.

Contrariamente a nuestra prediccidn, encontramos que los Lepiddpteros eran menos comunes en
las muestras fecales de lo previsto por su disponibilidad en las dreas de reproduccién, pero eran
mucho mas comunes de lo esperado en las areas de no reproduccidn. Sugerimos que C. minor
probablemente capturd Lepiddpteros en las areas de reproduccion, pero entregé las presas a sus
crias. Dos de los 5 bolos alimenticios que recuperamos contenian Lepiddpteros (uno compuesto por
un 69% y otro por un 18% de Lepiddpteros).

TABLA 1. Nimero y porcentaje (%) de individuos de cada orden de insectos encontrados en los bolos alimenticios de C.
minor adultos recolectados durante la temporada de reproduccion en Citrus.

July 9, 2021 June 13,2022 July 26, 2021 July 1, 2022 July 5, 2022
Insect order (Female) (Female) (Female) (Female) (Male)
Coleoptera 3(18.8%) 7 (60.0%) - 1(9.1%) -
Diptera - 1(10.0%) - 3(27.3%) -
Hemiptera 1(6.3%) 1({10.0%) - 4 (36.4%) -
Hymenoptera - 1(20.0%) 37 (100%) 1(9.1%) 155 (100%)
Lepidoptera 11 (68.8%) - - 2 (18.2%) -
Neuroptera 1(6.3%) - - - -

Los adultos pueden capturar y almacenar selectivamente Lepidépteros y otras presas ricas en
nutrientes al final de sus salidas de forrajeo para entregarlos a sus crias en forma de bolos
alimenticios (los adultos pueden optar por no forrajear selectivamente para si mismos, posiblemente
explicando por qué los Lepiddpteros no eran comunes en las dietas de los adultos en las areas de
reproduccién). Esta interpretacién se basa en la suposicion de que los adultos varian su selectividad
de forrajeo a lo largo de la noche, controlando asi qué presas terminan en los bolos alimenticios.
Otros estudios también han detectado Lepidépteros en las dietas de los polluelos de C. minor (Knight
et al. 2018), asi como en otras aves insectivoras (Hoenig et al. 2021, Verkuil et al. 2022, Nell et al.
2023). En contraste con nuestra inferencia, observamos que Knight et al. (2018) encontraron que los
coledpteros representaban mayores proporciones de las dietas de los polluelos que los lepiddpteros
en el bosque boreal, lo que puede reflejar una menor abundancia relativa de lepiddpteros de cuerpo
grande en ese entorno, en lugar de una seleccidn de coledpteros.

La disponibilidad relativa de Coleoptera varié entre las trampas Malaise y UV, lo que llevé a
predicciones contradictorias sobre la seleccién de presas para este orden. Los datos de la trampa
Malaise de nuestro estudio sugirieron que C. minor consumié mas Coleoptera de lo esperado en
Citrus, mientras que los datos de la trampa UV sugirieron que los coledpteros se consumieron menos
de lo esperado en ambos sitios. Sin embargo, el SES para Coleoptera fue menor en Santa Maria que
en Citrus en ambos modelos, lo que respalda la conclusidon de que C. minor mostré menos
preferencia por Coleoptera en Santa Maria que en Citrus. La escasez de Coleoptera en las dietas de C.
minor en Santa Maria (encontrada en solo 4 de 35 individuos, RRA = 3%) contrastd con las muestras
de dieta de otros Atajacaminos (familia Caprimulgidae) en Santa Maria, donde los coledpteros



representaron el 88% de las presas encontradas en los estdmagos y el 32% en las bocas (Farifia et al.
en revision). Las Coleoptera y Lepidoptera contienen algunas de las mayores cantidades de proteina
cruda y grasa en relacién con el tamano corporal, pero los coledpteros tienen exoesqueletos
quitinosos, mientras que los lepidépteros son facilmente digeribles (Lease y Wolf 2010, Razeng y
Watson 2015).

No pudimos determinar el tamafio de las presas consumidas porque requiere la identificacion a
nivel de especie (esto estaba mas alla de la resolucidn de nuestros datos de metabarcoding de ADN).
Un estudio previo del forrajeo de C. minor observé que los individuos no discriminaban entre presas
grandes y pequefias o entre objetivos voladores comestibles y no comestibles (Brigham y Barclay
1995). En lugar de discriminar entre presas en vuelo, inferimos que C. minor muestra seleccion de
presas buscando areas de forrajeo donde las presas preferidas son abundantes. Determinar los
efectos del tamafo de las presas en la preferencia es un siguiente paso importante para la
investigacion sobre la seleccion de presas por insectivoros aéreos.

Encontramos que las dietas de C. minor tenian diversidades de Shannon y Simpson similares
dentro de los individuos (D) y dentro de la poblacion (D,) entre Citrus y Santa Maria, a pesar de que
las comunidades de insectos en Citrus mostraban diversidades de Shannon y Simpson mas altas que
en Santa Maria dentro de las trampas (D) y dentro del sitio (D,). Aunque los D, y D, de Shannon y
Simpson eran mas altos para las comunidades de insectos de Citrus, la riqueza de la comunidad de
presas era mayor en Santa Maria, mientras que la riqueza de la dieta era similar entre los sitios. En
otras palabras, las comunidades de insectos en Santa Maria contenian mas érdenes (mayor riqueza)
gue las comunidades en Citrus, pero los drdenes estaban presentes en abundancias menos
equitativas (menores diversidades de Shannon y Simpson). Aunque C. minor tenia acceso a
comunidades de presas mas ricas en Santa Maria, no tenian una mayor riqueza de la dieta; de
manera similar, las dietas en Citrus no tenian diversidades de Shannon y Simpson mas altas que en
Santa Maria, a pesar de que las comunidades de insectos eran mds diversas. También encontramos
una mayor riqueza y diversidad de la dieta entre individuos (Dg) en Citrus que, en Santa Maria, a
pesar de que la variacion entre trampas en la diversidad de insectos aéreos era menor en Citrus

Encontramos alguna evidencia que respalda nuestra segunda prediccion de que C. minor preferia
menos 6rdenes de presas en las areas de reproduccién que en las areas de no reproduccion. Los
modelos de seleccién de presas mostraron que los individuos en Citrus preferian Hymenoptera y
Hemiptera, mientras que los individuos en Santa Maria preferian Orthoptera, Lepidoptera,
Hemiptera y Hymenoptera. Sin embargo, los sesgos de muestreo asociados con las trampas Malaise y
UV probablemente enmascararon otros patrones potenciales, particularmente para Coleopteray
Diptera, para los cuales los modelos de seleccién de presas eran contradictorios dependiendo de qué
datos de trampa se utilizaron para construir el modelo nulo. Por ejemplo, las trampas UV solo atraian
insectos después del anochecer y, por lo tanto, no lograron muestrear la disponibilidad de presas
durante la primera hora de actividad del Aiapero Boreal. La efectividad de la captura de luz también
depende de la longitud de onda utilizada, ya que los insectos difieren en las longitudes de onda a las
gue son atraidos, y algunos insectos no muestran fototaxis en absoluto (los bajos niveles de fototaxis
pueden explicar la tendencia de las trampas de luz UV a submuestrear Diptera; Kim et al. 2019). Las
trampas Malaise, por otro lado, no estan limitadas por la hora del dia y utilizan un método de
muestreo pasivo que intercepta una alta diversidad de insectos voladores (Skvarla et al. 2020). Sin
embargo, las trampas Malaise estdn limitadas por su altura de muestreo, ya que solo interceptan
insectos dentro de los 2 m del suelo, y tienden a submuestrear Coleoptera (que caen al suelo en
lugar de subir a la botella de recoleccion; Montgomery et al. 2021).



Evaluacion de la Composicion y Diversidad de la Dieta

El analisis de la composicidn de la dieta utilizando tanto FOO como RRA llevd a conclusiones
similares sobre la prominencia de los érdenes de presas: en general, los érdenes con el FOO mas alto
también tenian el RRA mas alto. Solo Orthoptera en Santa Maria varié entre las dos métricas
(Orthoptera fue el cuarto orden consumido con mayor frecuencia, pero represento el sexto RRA mas
alto). Estos resultados respaldan otros estudios recientes que encontraron fuertes correlaciones
entre FOO y RRA en muestras fecales de insectivoros (Wray et al. 2020, Verkuil et al. 2022). Aunque
los datos cuantitativos obtenidos del metabarcoding de ADN se ven afectados por sesgos de
cebadores y diferencias en la digestidn de las presas y la profundidad de secuenciacion (Alberdi et al.
2019, Jusino et al. 2019), algunos estudios han validado el uso de RRA para cuantificar la biomasa de
invertebrados cuando se utilizan cebadores apropiados (Elbrecht y Leese 2015, Pifiol et al. 2019,
Verkuil et al. 2022). Nuestro modelo de seleccion de presas utilizé la longitud del cuerpo de los
insectos como un proxy de la biomasa en las estimaciones de la disponibilidad de presas, lo que se
traduce mas facilmente a RRA que a FOO en las estimaciones de la composicidn de la dieta (Cuff et
al. 2024).

Ya sea que se utilice RRA o FOO para evaluar la riqueza y diversidad de la dieta, es importante
estandarizar los datos en funcidn de la profundidad de secuenciacién (el nimero de lecturas de ADN
por muestra) y la integridad de la muestra (el porcentaje estimado de la verdadera diversidad de la
comunidad capturada en el muestreo; McMurdie y Holmes 2014, Chao et al. 2020, Roswell et al.
2021). En nuestro estudio, los recuentos brutos de riqueza de érdenes a nivel D, implicaban que las
dietas de C. minor en Santa Maria eran al menos dos veces mas ricas que las dietas en Citrus. Sin
embargo, una vez que se estandarizaron las estimaciones, no se observaron diferencias estadisticas.
Del mismo modo, la riqueza y diversidad de la comunidad de insectos aéreos estimadas con trampas
Malaise y UV se estandarizaron para garantizar una integridad uniforme de la muestra: la integridad
de la muestra era menor en Citrus; por lo tanto, las estimaciones se enrarecieron en Santa Maria con
un método que redujo las extrapolaciones. También encontramos que los métodos basados en la
abundancia superaron a los métodos basados en la incidencia en términos de integridad de la
muestra de la dieta y las muestras de la comunidad de insectos y, en algunos casos, produjeron IC
mas pequefios para las estimaciones de D,,

Conclusién

En general, nuestros resultados no respaldan investigaciones previas que muestran que los
insectivoros aéreos ajustan la selectividad de presas para adaptarse a las diferencias en las
necesidades energéticas o la disponibilidad de presas, como predice la teoria del forrajeo 6ptimo. La
discrepancia entre nuestro estudio y la investigacidn previa sobre insectivoros aéreos puede
explicarse por las diferencias en los requisitos de presas entre C. minor (un ave de cuerpo grande
para la cual el forrajeo se restringe al crepusculo y al amanecer) y las aves pequefias que forrajean
durante todo el dia, como las golondrinas y los vencejos. También observamos que nuestro sitio de
reproducciéon estaba en una latitud mas baja que los sitios de reproduccion en otros estudios de C.
minor. Las latitudes bajas tienen periodos crepusculares mas cortos que las latitudes altas y, por lo
tanto, pueden proporcionar a C. minor periodos de forrajeo mas cortos. Los periodos de forrajeo
cortos pueden restringir la selectividad de presas si el aumento asociado en el tiempo de busqueda
de presas significa que los Afapero Boreal no pueden satisfacer sus necesidades energéticas.
Nuestros hallazgos sugieren que C. minor carece de flexibilidad en la dieta en las latitudes estudiadas
y, por lo tanto, podria ser mas vulnerable a los cambios en la abundancia y composicion de las presas
gue otros insectivoros aéreos, o incluso las poblaciones de C. minor que se reproducen en latitudes



mas altas. Este estudio se restringid a un sitio de reproduccion y un sitio de no reproduccion, y la
aplicaciéon de nuestras interpretaciones a C. minor en otras areas debe hacerse con precaucion.

Si las aves migratorias son particularmente vulnerables a los cambios en las comunidades de
presas durante la temporada de reproduccién, cuando las necesidades energéticas son altas,
entonces la disminucidn de las presas preferidas durante la reproduccién puede disminuir la
condicidn corporal, la supervivencia, la productividad y la condicidn y supervivencia de las crias. Los
estudios futuros deberian examinar si los cambios en las comunidades de presas tienen tales efectos
y si estos efectos son mas pronunciados en las aves reproductoras que en las no reproductoras.
Ademas, recomendamos que los estudios futuros examinen la seleccién de presas por parte de C.
minor y otros insectivoros aéreos durante la migracion para determinar su vulnerabilidad a los
cambios en las comunidades de insectos durante este periodo de gran consumo de energia.
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FIGURA 1. Estimaciones de Hill (con IC del 95%) para la diversidad de Shannon y Simpson a nivel alfa (D,) y gamma (D,)
fueron significativamente mayores en Citrus que en Santa Maria, pero las estimaciones a nivel beta (Dg) fueron mayores en
Santa Marfa. Por el contrario, las estimaciones de riqueza a los niveles D, y D, fueron mayores en Santa Maria que en Citrus,
mientras que las estimaciones de riqueza a nivel Dg fueron mayores en Citrus. El color de fondo del grafico indica el sitio
con el valor de diversidad significativamente mayor (naranja = Citrus, azul = Santa Maria). Tenga en cuenta que las escalas
del eje y difieren entre los graficos.
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FIGURA 2. Frecuencias de ocurrencia (izquierda) y ARRs (derecha) para los drdenes de insectos detectados en las
muestras fecales de C. minor difirieron entre Citrus (n = 28) y Santa Maria (n = 35). La FOO se calculé para toda la poblacion
(las sumas son >1 porque algunos érdenes se detectaron en multiples muestras fecales). Para RRA, las barras representan
muestras fecales individuales; el nimero de érdenes detectados en cada muestra aumenta de izquierda a derecha.
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FIGURA 3. Los nimeros de Hill para las muestras fecales de C. minor difieren a nivel beta (Dg) entre Citrus (naranja; n = 28) y
Santa Maria (azul; n = 35), y entre las diversidades de riqueza, Shannon y Simpson a nivel (Dg). Las diversidades no difirieron
a nivel alfa (Da) o gamma (Dy). Las barras de error muestran IC del 95%; los corchetes negros con asteriscos denotan
diferencias significativas entre sitios; y los corchetes de colores con asteriscos denotan diferencias significativas entre los
tipos de diversidad. Los circulos con lineas continuas indican que D, se calculé utilizando datos basados en la abundancia
(RRA), mientras que los tridangulos con lineas discontinuas indican que D, se calculé utilizando datos basados en la
incidencia (FOO).



. 2.
(A) Relative Read Abundance (B) Frequency of Occurrence
2 14
o~ o~
a 8
0 0
= =
= =
-2 -1
-4 .2
4 -2 0 2 4 2 -1 0 1 2
NMDS1 NMDS1
0.5 2.0
(C) Serensen Index (J) Jaccard Index
0.4
1.5
1 &
1.0
0.2 ®
0.5
0.1
0.0 0.0
Citrus 2021  Citrus 2022 Santa Maria Santa Maria Citrus 2021  Citrus 2022 Santa Maria Santa Maria
2021 2022 2021 2022

FIGURA 4. Similitudes en la dieta a través de sitios y afios. Arriba: Ordenacién de la dieta basada en escalamiento
multidimensional no métrico, calculado usando (A) RRAy (B) FOO. Los puntos son muestras Unicas (algunos puntos muy
similares se superponen), y las elipses proporcionan niveles de confianza del 95% para las ordenaciones. Los ejes
proporcionan escalas para la similitud ordenada por rango entre los puntos. Abajo: indices de similitud de Sgrensen y (D)
Jaccard para la riqueza de la dieta entre muestras dentro de cada sitio y afio. Los puntos representan medias de 50 réplicas
bootstrap, y las barras de error representan IC del 95%. Rojo = Citrus 2021 (n = 13), naranja = Citrus 2022 (n = 15), azul claro
= Santa Maria 2021 (n = 25), azul oscuro = Santa Maria 2022 (n = 10).
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FIGURA 5. SES de la abundancia relativa de insectos detectados en muestras fecales de C. minor en comparacién con la
abundancia relativa esperada basada en muestras de insectos recolectadas utilizando trampas Malaise (izquierda) y
trampas UV (derecha). Los puntos rojos y azules indican un valor observado que cae por encima (rojo) o por debajo (azul)
del IC del 95% de la expectativa bajo el modelo nulo, mientras que los puntos blancos caen dentro del IC del 95%. Los
puntos con SES > | 2] (lineas discontinuas) tienen un tamario del efecto significativamente diferente de 0



