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Resumen:

Estudios previos han propuesto el cerco vivo Pyracantha coccinea (M. Roem) como un posible
refugio para Aphelinus mali, el parasitoide especifico de Eriosoma lanigerum (Hausmann). En esta
investigacion se aprovechd esta premisa para evaluar al conjunto de los enemigos naturales del pulgon
lanigero del manzano y el posible incentivo en el control biolégico que podrian experimentar debido a la
presencia de P. coccinea. Para ello, se establecio la hip6tesis que los campos de manzanos que contaran con
P. coccinea tendrian una mayor abundancia de enemigos naturales y mayor control biolégico del pulgén
lanigero en las cercanias a esta planta. Con el fin de determinar el mayor control biolégico y presencia de
enemigos naturales cerca de P. coccinea se establecieron tres distancias hacia el interior del huerto de
manzano; donde Om era en el cerco vivo de P. coccinea y para los campos control, la distancia Om era la
primera hilera de manzanos, luego con respecto a ese punto de Om, se fijaba hacia el interior del manzanar los
puntos 20 m, 50 my 250 m.

Los resultados en cuanto a la abundancia de los enemigos naturales en relacion con la dinamica
poblacional de E. lanigerum indica que A. mali tenia una correlacion directa, mientras que el resto de los
depredadores generalistas poseian correlaciones inversas. Se determind que al inicio de la temporada
(noviembre) los sirfidos alcanzan altas abundancias de manera correlacionada con el aumento en diversidad
de flores dentro de los campos de manzanos. El resto de los enemigos naturales se mantienen en abundancias
similares a lo largo de la temporada. De los seis enemigos naturales evaluados, tres fueron vistos depredando
pulgones directamente en las colonias de pulgén lanigero. Esta interaccion se dio en duplas de A mali +
coccinélidos o A. mali + sirfidos. Si bien existieron estas interacciones es importante destacar que lo mas
habitual en el control biolégico del pulgén lanigero era observar colonias parasitadas por A. mali. Este
controlador bioldgico, fue muy eficiente en encontrar al pulgén lanigero y parasitarlo, sobre todo hacia el
final de la temporada (marzo) cuando la abundancia de A. mali era mayor.

En los campos con P. coccinea se observé una tendencia no significativa estadisticamente a
encontrar mas E. lanigerum en el cerco vivo y en las distancias cercanas a este. Esto también hizo que en

campos con P. coccinea hubiera una mayor cantidad de A. mali. Para ambos tipos de tratamientos el momento



de maximo parasitismo ocurre al mismo tiempo, a finales de temporada. Por ello, basado en los resultados, es
posible concluir que cercos vivos de P. coccinea favorecerian el establecimiento en campo de A. mali,
Coccinelidos y Aracnidos, mientras que Sirfidos y Carabidos el efecto P. coccinea le seria indiferente. Para el
caso de la tijereta, la presencia de este cerco vivo la afectaria en su desarrollo, principalmente por la presencia
de aves que nidifican o cazan en esta zona.

Estudios previos han propuesto que un cerco vivo de Pyracantha coccinea podria servir como un
posible refugio para Aphelinus mali, el parasitoide especifico de Eriosoma lanigerum. Debido a que esta
especie es hospedero natural tanto de la plaga, como del parasitoide, ademas de ser una planta comdn en
huertos de manzano de la zona central de Chile. Debido a esto se propuso la hipdtesis de que los campos de
manzanos que contaran con cercos de P. coccinea tendrian una mayor abundancia de enemigos naturales y
mayor control biolégico del pulgén lanigero en sus cercanias. Con el fin de determinar la abundancia de
Eriosoma lanigerum y sus enemigos naturales, se monitoreo las abundancias y tasas de parasitismo en huertos
de manzano comercial con y sin los cercos vivos a los 0, 20, 50 y 250 m del borde/ cerco, segun correspondia.
Los resultados sugieren que la presencia de los cercos vivos de P. coccinea promueven la colonizacién
temprana de A. mali en huertos de manzano. Sin embargo, las tasas de parasitismo no eran diferentes al
principio de la temporada. A medida que progresaba la temporada las tasas de parasitismo eran mayores
dentro del huerto que en borde, independiente de la presencia o no del cerco vivo. Los cercos afectaron de
forma diferente a los diferentes grupos de enemigos naturales, siendo las arafias y A. mali positivamente
afectados, sin embargo, no afectaron las abundancias de coccinelidos, carabidos y sirfidos. Adicionalmente se
observé en los modelos generales de estimacion (de su sigla en ingles GEE) que el descenso de la poblacion
de E. lanigerum era significativamente relacionado a la abundancia combinada de los diferentes enemigos

naturales, en comparacion a modelos con menos grupos de enemigos naturales.



Abstract:

Previous studies have propuse the fence Pyracantha coccinea (M. Roem) as a possible refuge for the
specific parasitoid of Eriosoma lanigerum (Hausmann). In this research, this premise was used to evaluate the
natural enemies of the apple tree and the possible incentive in biological control that may be due to the
presence of P. coccinea. For this, a hypothesis was established, that the apple fields that have presence of P.
coccinea would have a greater abundance of natural enemies and greater biological control of the aphid in the
proximity of this plant. In order to determine the largest biological control and presence of natural enemies
near P. coccinea three distances were established towards the interior of the apple orchard; 0 m was in the P.
coccinea and for the control orchards, the distance 0 m was the first row of apple trees, then according to that
0 m point, the distance selected towards the interior of the apple orchard were 20 m, 50 m and 250 m.

The results regarding the abundance of natural enemies in relation to the population dynamics of E.
lanigerum indicate that A. mali had a direct correlation, while the rest of the generalist predators had inverse
correlations. It was determined that at the beginning of the season (November) syrphids reached high
abundances and they were highly correlated with the increase of the diversity of flowers within the fields of
apple trees. The rest of the natural enemies remain in similar abundances throughout the season. Of the 6
natural enemies evaluated, three were preying on the aphids directly in the colonies of the lanigerous aphid.
This interaction occurred in pairs of A. mali-coccinellidae or A. mali-syrphids. Although these interactions
existed, it is important to emphasize that the usual control in the biological control of E. lanigerum aphid was
to observe colonies parasitized by A. mali. This biological controller, was very efficient in the search of E.
lanigerum aphid and parasitize it, especially towards the end of the season (March) when the abundance of A.
mali was at high abundace.

In the fields with P. coccinea there is a tendency but not statistically significant to find more E.
lanigerum in the live fence and in the distances close to it. This also led to a greater amount of A. mali in the
fields with P. coccinea. For both types of treatments, the moment of maximum parasitism occurs at the same
time, at the end of the season. Therefore, based on the results, it is possible to conclude that the live fences of
P. coccinea would favor the establishment in the field of A. mali, coccinellids and arachnids, while for

syrphids and carabids the live fence effect would be indifferent to them. For the case of the earwig, the



presence of this live fence would affect its development, mainly due to the presence of birds that nest or hunt
in this enviroment.

Previous studies have proposed that a live pyracantha coccinea fence could serve as a possible refuge
for Aphelinus mali, the specific parasitoid of Eriosoma lanigerum. Because this species is a natural host of
both the pest and the parasitoid, as well as being a common plant in apple orchards in the central zone of
Chile. Because of this, the hypothesis was that the apple fields that had fences of P. coccinea would have a
greater abundance of natural enemies and greater biological control of the lanigerous aphid in its vicinity. In
order to determine the abundance of Eriosoma lanigerum and its natural enemies, abundance and parasitism
rates were monitored in commercial apple orchards with and without live fences at 0, 20, 50 and 250 m from
the edge/ fence, according to it corresponded. The results suggest that the presence of live fences of P.
coccinea promote the early colonization of A. mali in apple orchards. However, parasitism rates were not
different at the beginning of the season. As the season progressed, parasitism rates were higher within the
orchard than at the edge, regardless of the presence or not of the live fence. The fences affected the different
groups of natural enemies differently, the spiders and A. mali being positively affected, however, they did not
affect the abundances of coccinelids, carabids and syrphids. Additionally, it was observed in the general
estimation models (GEE) that the population decline of E. lanigerum was significantly related to the
combined abundance of the different natural enemies, in comparison to models with fewer groups of natural

enemies. .



Capitulo 1: Introduccion

La pérdida de diversidad que han experimentado los campos a nivel mundial se encuentra bien
documentada (Landis et al., 2000), en donde un cultivo (monocultivo) es el que se expande facilitando que las
plagas encuentren sus recursos. Por el contrario, los enemigos naturales, que en algunos casos poseen estados
de desarrollo donde requieren alimentarse de otros recursos aparte de las plagas (como polen y néctar), no les
son favorables. Esto produce que los monocultivos sean la combinacion ideal para la proliferacion y
expansion de plagas (Isbell et al., 2017). Han surgido diferentes técnicas para solucionar este problema,
siendo el control bioldgico de conservacién (CBC) el manejo de mayor consenso cientifico por ser el més
completo (Begg et al., 2016).

El CBC plantea reducir los efectos negativos de la intensificacion agricola mediante la reduccién de
las perturbaciones agronémicas (por ejemplo; pesticidas no selectivos, arar dando vuelta el suelo y sobre
fertilizacion) y el establecimiento de hébitats benéficos para compensar las reducciones generales de calidad y
diversidad del ambiente en los paisajes agricolas (Begg et al., 2016). Es asi como existen estudios que han
determinado que la conexion de los campos con el medio natural incentiva el control bioldgico (Duru et al.,
2015; Raymond et al., 2015). Este estimulo viene dado por los ambientes diversos que albergan diversidad de
insectos, entre los cuales estan los enemigos naturales que pueden ingresar al campo y generar el control
bioldgico de las plagas (Begg et al., 2016). Por esta razon, los manejos apuntan a mejorar o facilitar la
conexion que se da con los ambientes naturales que en algunos casos pueden tener una mayor diversidad de
especies de insectos benéficos y asi subsidiar el pobre control biol6gico que se da de forma esponténea en las
superficies de monocultivos extensas (Landis, 2017).

Esta falta de conexion entre el medio natural y los cultivos puede ser solucionada con manejos que
permiten aumentar la diversidad de plantas en los cultivos. Entre estas técnicas se encuentran el
establecimiento de cercos vivos, coberturas vegetales, plantas trampas, islas biodiversas, etc. Estos manejos
permiten albergar gran diversidad de insectos benéficos para el cultivo, generando la cadena de beneficios que
parte por un cultivo mas sano, menor costo en agroquimicos para el productor y alimentos libres de

plaguicidas para los consumidores (Isbell et al., 2017; Kremen y Miles, 2012; Simon et al., 2010). A la fecha,
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ya se pueden citar algunas estrategias de conservacion como; incluir diversidad de plantas (Letourneau et al.,
2011), reducir la intensidad del cultivo (Garratt et al., 2011; Attwood et al., 2008; Sunderland y Samu, 2000)
e incentivar la complejidad del sistema (Chaplin-Kramer et al. 2011; Veres et al, 2013). Sin embargo, estas
estrategias no siempre funcionan y se termina por conseguir el efecto contrario al deseado al bajar la
efectividad en el control de plagas (Chaplin-Kramer et al., 2011; Veres et al., 2013) y disminuir el
rendimiento o la calidad del cultivo (Letourneau et al., 2011). Es por ello que Tscharntke et al., (2016)
elabor6 una lista de 5 hipotesis que deben ser evaluadas por los productores e investigadores antes de
implementar los sistemas de control biolégico de conservacion que planeen llevar a cabo. (1) La plaga no
tiene enemigos naturales eficientes en el control biolégico en la regién, (2) el habitat natural es una fuente
mayor de plaga que de enemigos naturales, (3) el cultivo provee al ambiente natural de mayor cantidad de
enemigos naturales, (4) el ambiente natural es insuficiente en cantidad, proximidad, composicién o la
configuracion no logra promover suficientemente bien a los enemigos naturales para el control de la plaga y
(5) las précticas agricolas impiden el establecimiento de los enemigos naturales y contrarresta el control
bioldgico provisto por las zonas naturales.

En el presente trabajo, se evalu6 a Pyracantha coccinea como una planta candidata para ser parte del
manejo del control del pulgén lanigero (Eriosoma lanigerum) del manzano (Malus pumila). Al ser un arbusto
con espinas, es muy plantado como cerco vivo en el perimetro de los huertos y casas. Ya investigadores como
Lavandero et al., (2011) se habian percatado de la oportunidad que P. coccinea representaba, al conducir
estudios genéticos para determinar el flujo entre P. coccinea y manzanos de poblaciones de E. lanigerum y
Aphelinus mali (su parasitoide especifico). Posteriormente Ortiz-Martinez et al., (2013) realizaron pruebas de
fidelidad de hospedero con pulgones y parasitoides provenientes de P. coccinea y otros de manzano. Los
resultados indicaron que A. mali prefirié parasitar los pulgones provenientes de manzano y adicionalmente, en
pruebas de infestacién los pulgones sobrevivian en una baja proporcién al ser cambiados de ramas de P.
coccinea a ramas de manzano. Ambas investigaciones proponian realizar un estudio en terreno que permita
determinar si Pyracantha coccinea actia como refugio e incentivaba a A. mali en el control del pulgén
lanigero. Este estudio pretendié responder esta pregunta y aprovechar de determinar si P. coccinea servia de

refugio para todos los enemigos naturales del pulgén lanigero del manzano.



Es por ello, que en el presente estudio se plantea la hip6tesis de que P. coccinea como un habitat
adyacente a los huertos de manzanas afectaria positivamente la abundancia de enemigos naturales de E.
lanigerum y el control biolégico ejercido por enemigos naturales contra este pulgén. Se predice: (1) Que la
abundancia de enemigos naturales disminuiria con la distancia a los setos de P. coccinea; (2) Que la llegada y
la acumulacion de las poblaciones de enemigos naturales se verian afectadas positivamente por la presencia
de setos de P. coccinea; y (3) Que el efecto control biol6gico aumentara en las poblaciones de E. lanigerum
por parte de los enemigos naturales en los huertos con setos de P. coccinea.

El objetivo general de la investigacion es determinar el efecto de la distancia desde un cerco vivo de
Pyracantha coccinea con respecto a un huerto de manzano, en el control biol6gico realizado por los enemigos
naturales del pulgén lanigero del manzano. A partir de ello, se desprenden cuatro objetivos especificos: (1)
Determinar la abundancia de las poblaciones de E. lanigerum con respecto a la distancia del cerco de P.
coccinea. (2) Determinar las tasas de parasitismo del parasitoide Aphelinus mali con respecto a la distancia
del cerco de P. coccinea. (3) Determinar las abundancias de las poblaciones de depredadores generalistas y su
tasa de depredacién con respecto a la distancia del cerco de Pyracantha coccinea. (4) Determinar la

diversidad y abundancias de enemigos naturales en relacién con la abundancia de Eriosoma lanigerum.

Capitulo 2: Estado del arte

2.1. Manejo Integrado de Plaga (MIP):

Los patrones de consumo de las personas estan cambiando hacia un planteamiento que desafia a la
sustentabilidad (Reisch et al., 2013). Este cambio de conducta del consumidor a nivel mundial esta
impulsando nuevas exigencias a la produccion de alimentos, ya que, por ejemplo, el consumidor esta
demandando una fruta que contenga menos pesticidas (Boccaletti y Nardella, 2000; Yiridoe, 2005; Moser et
al., 2011). En respuesta a estos cambios, en los afios 90° comenzo la implementacion del Manejo Integrado de
Plagas (MIP), promovido por la FAO (Food and Agriculture Organization) (Huis et al., 1990). El MIP es un

concepto que acufia a diferentes componentes importantes para lograr el control de las plagas agricolas,



disminuyendo el impacto sobre el ambiente y resguarda la salud humana. Estos componentes son (1)
monitoreo de enfermedades y plagas, (2) aplicaciones de pesticidas cuando ya se fijo un umbral de dafio
econémico, (3) utilizacién de control bioldgico, (4) practicas culturales que alteran o manipulan el ambiente
para que sea menos favorable para la plaga y (5) la utilizacién de especies o cultivares resistentes a
enfermedades o plagas (Blake et al., 2007; Kennedy, 2008).

Si bien todos estos componentes tienen un rol clave en el MIP, en esta investigacidn nos centraremos
en el control bioldgico, el cual es un componente fundamental en la agricultura. De hecho, el control
bioldgico como servicio ecosistémico, esta valorado en 4.5 billones de ddlares tan solo para los EEUU, es
decir, tiene una importancia mayor en el control de plagas que la industria de los pesticidas en el mundo

(Pimentel y Burgess, 2014).

2.1.1. Control bioldgico:

El control bioldgico es el uso de organismos para reducir la densidad poblacional de otros
organismos que se consideran plagas (De Bach, 1964). A continuacién, se describen los tres tipos de control
bioldgico que existen: (1) El control biolégico clasico; consiste en la introducciéon de enemigos naturales
(EN) desde las zonas de origen de la plaga blanco y luego liberados en nuevas areas donde la plaga fue
accidentalmente introducida (van Lenteren, 2012). Este tipo de control biol6gico es el mas antiguo y su
practica se remonta incluso al siglo Il D.C. en China (Samways, 1981). Sin embargo, en los registros
modernos la primera introduccién de un EN (Rodolia cardinalis Mulsant) ocurrié en 1880 con el objeto de
controlar a Icerya purchasi (Maskell) en California (Doutt, 1964). En este programa se colectaron EN en la
zona de origen en Australia. Este tipo de control tuvo su auge hasta la invencién y uso masivo del DDT
(dicloro difenil tricloroetano) en los afios 40°. (2) El control aumentativo o inoculativo es la produccién en
masa de biocontroladores por biofabricas para ser liberados en grandes cantidades en la zona donde esta la
plaga. Estas liberaciones masivas buscan obtener un control inmediato de la plaga (Van Lenteren, 2012), muy
similar a lo que serian las aplicaciones de quimicos, salvo que en este tipo de control bioldgico el controlador
no es quimico sino bioldgico. Esta técnica lleva usandose desde comienzos del siglo XIX (Gurr y Wratten,

2000) aumentando la poblacion de EN en el campo y mejorando su habilidad de control de plagas. (3) Y
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finalmente, se encuentra el control biolégico de conservacion (CBC), es la practica que potencia la eficacia
de los EN por medio de la modificacién del ambiente brindando refugio y alimento a los EN, ademas de
aplicaciones selectivas de pesticidas que no dafien a los controladores bioldgicos (Eilenberg et al., 2001).
Ademas, el manejo de CBC busca reemplazar practicas de manejo nocivas para los enemigos naturales por
practicas benéficas (Begg et al., 2016). Es por ello, que uno de los componentes del CBC es el reemplazo de
productos quimicos que afecten a los EN por productos menos nocivos o inocuos, asi como la aplicacion
retrasada de estos para evitar la mortalidad asociada de los EN (Gurr y Wratten, 2000). Continuando con la
manipulacion del ambiente; esta consiste en modificar el entorno para aumentar la supervivencia, fecundidad,
longevidad, eficacia y estimular el comportamiento de los EN (Landis et al., 2000). Este tipo de control
bioldgico posee tres técnicas no excluyentes entre si: (1) Aumentar la disponibilidad de fuentes alimenticias
tales como el polen y néctar para favorecer el desarrollo del estadio adulto de los EN; (2) uso de refugios para
los EN cuando estos se ven enfrentados a las perturbaciones de los plaguicidas y a las inclemencias del clima;
(3) ademas de servir como sitios de hibernacion o como fuentes alternativas de hospederos (Landis et al.,

2000; Wéckers, 2004; Gontijo et al., 2013).

2.1.2. Control Biol6gico de Conservacion (CBC):

Después de la segunda mitad del siglo XX, la intensificacion y simplificacion del paisaje llevo a los
agricultores a depender de los agroquimicos causando una desestabilizacion en los agroecosistemas y
aumentando la frecuencia y severidad de las plagas. A pesar de lo anterior, ya se comentaba como Pimentel y
Burgess (2014) valorizaban el servicio ecosistémico del control bioldgico en 4.5 billones de délares solo para
EEUU. Es por ello, que actualmente la conservacion de los EN es fundamental para la produccién sustentable
de los cultivos (Begg et al., 2016).

Dentro de las estrategias del CBC se pretende reducir los efectos negativos de la intensificacion
agricola mediante la reduccion de las perturbaciones agronémicas (pesticidas, arado e intervenciones
agronémicas) y el establecimiento de habitats benéficos para compensar las reducciones generales de calidad
y diversidad del ambiente en los paisajes agricolas (Begg et al., 2016). A la fecha ya se pueden citar algunas

estrategias de conservacion como; incluir diversidad de plantas (Letorneau et al., 2011), reducir la intensidad
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del cultivo (Attwood et al., 2008; Garrat et al., 2011; Sunderland y Samu, 2000) e incentivar la complejidad
del sistema (Chaplin-Kramer et al., 2011; Veres et al., 2013). Sin embargo, estas estrategias no siempre
funcionan y se termina por conseguir el efecto contrario al deseado al bajar la efectividad en el control de
plagas (Chaplin-Kramer et al., 2011; Veres et al., 2013) y disminuir el rendimiento del cultivo o la calidad
(Letorneau et al., 2011).

De lo anterior se logra dimensionar lo complejo que puede ser aplicar de forma eficiente el CBC.
Esto porque opera a diferentes escalas, su accion puede afectar a un amplio nimero de especies plaga y su
asociacion con los EN (Begg et al., 2016). Como sefiala Begg et al., (2016) los esfuerzos se siguen
concentrando en el manejo de hébitat, este enfoque siempre lleva acompafiada una amplia perspectiva de
reconocer los maltiples recursos, escalas, servicios ecosistémicos, enemigos naturales y especies de plagas del
ecosistema (Gillespie et al., 2016; Phillips et al., 2014). CBC, también aborda temas relativos a la nutricion
(Labruyere et al., 2016; Tena et al., 2016), quimica ecolégica (Rodriguez-Saona et al., 2012), acercamientos
en genética molecular (Gurr y You, 2016), dispersion de EN y conectividad de ambientes (Schellhorn et al.,
2014), interaccion tréfica (Chailleux et al., 2014), efectos del paisaje (Chaplin-Kramer et al., 2011; Veres et
al., 2013), evaluacion de impacto (Macfadyen et al., 2015), y sociedad y aspectos econémicos (Naranjo et al.,
2015; Tracy, 2014; Uyttenbroeck et al., 2016).

Por todo lo anterior, Begg et al., (2016) considera que hace falta definir una vision sistematica del
CBC que logre proporcionar un marco dentro del cual se pueden ubicar las intervenciones de gestion. Asi se
propone un simple modelo conceptual que organiza la funcionalidad de los elementos del CBC en un marco
unificado y comun.

El concepto consiste en diferenciar (1) las escalas de trabajo en donde existe una escala local, que
corresponde a un campo Y el habitat que lo rodea y otra escala regional o el paisaje, que compromete varios
campos, areas sin cultivo y habitat seminatural. (2) El segundo concepto recae en los procesos que opera
cada escala, en donde una aporta en el proceso de conservacion de los EN (escala regional) versus la otra
entrega el control biolégico (escala local). De esta manera se genera complementariedad entre ambas escalas.
Desde el plano teérico se podria decir que la escala local puede estar aislada de otros campos o parches, pero
al juntar la escala regional y local los procesos apuntan a la conservacion de las poblaciones de enemigos

naturales (Begg et al., 2016).
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2.2. Manzano y sus plagas:

Uno de los frutales mas cultivados en el mundo es el manzano, Malus sp. (Rosales: Rosaceae) del
cual, se producen 64 millones de toneladas a nivel mundial, siendo Chile el principal exportador del
hemisferio sur (FAO, 2013) con casi 1,5 millones de toneladas producidas. En cuanto a la situacion actual del
manzano en Chile es bastante complicada, porque los huertos de manzano datan de los afios 90 con
variedades antiguas que hoy en dia son poco apetecidas a nivel mundial, se requiere urgentemente un
recambio varietal y el inicio de un programa varietal para las caracteristicas edafoclimaticas de Chile
(Conversacion personal con presidente de Pomanova Vicente Vargas, 2017).

En el agroecosistema del manzano, existen un gran nimero de plagas como lo son Proeulia auraria,
Tettigades chilensis, Cydia molesta, Aphis spiraecola, Tetranichus urticae, Panonychus ulmi, Cydia
pomonella, Edwarsiana crateagi, Diaspidiotus perniciosus, Eriosoma lanigerum, entre otras (Gonzalez
1984). Si bien parecen ser muchas las plagas, en Chile los programas fitosanitarios de las exportadoras buscan
principalmente, con el uso de pesticidas, el control de Cydia pomonella (Gonzélez y Estay, 2003; Reyes et al.,
2015) dado que ésta, resulta ser la principal plaga del manzano (Fuentes-Contreras et al., 2008).

La Universidad de Talca (2017), por medio de su boletin técnico de poméaceas, comenta que el
control de las plagas primarias y secundarias del manzano (escamas, polillas de la fruta, chanchitos blancos,
arafiitas y pulgon lanigero) han sido bien controladas con los insecticidas de varios grupos quimicos de
reciente desarrollo. Sin embargo, también destaca que hay nuevas plagas como el gusano del tebo
Chilecomadia valdiviana (Lepidoptera: Cossidae) y Polilla del dlamo Leucoptera sinuella (Lepidoptera:
Lyonetiidae) que deben ser consideradas dentro de los programas de monitoreo para evitar rechazos

cuarentenarios.

2.2.1. Plaga foco a estudiar: Pulgén lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum (Hausmann) (Hemiptera:

Aphididae))

El pulgon lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum Hausm.) (Hem., Aphididae) es nativo del este

de Norteamérica. Originalmente su ciclo bioldgico era holociclico (ciclo completo, con fase sexual y fase
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asexual por partenogénesis), donde los pulgones usaban el olmo americano (Ulmus americana L.) como
hospedero de invierno y otros hospederos (Crataegus o Sorbus) en verano (Gontijo et al., 2012). En Chile y el
resto del mundo, este pulgén es anholociclico (ciclo incompleto, solo ciclo asexual), esto ocasiona que E.
lanigerum permanezca todo el afio en el manzano (Blackman y Eastop, 2000). En Chile, esta plaga ya tiene
una amplia distribucién que abarca desde la IV hasta la X Regién (Cuadro 1), estando dentro de las cuatro
principales plagas del manzano en la zona central de Chile (Klein y Waterhouse, 2000). Adicionalmente, hoy
en dia, el pulgon lanigero es un problema comdn en los huertos de manzanos; sobre todo al final de la
temporada (entre febrero y abril para hemisferio sur) cuando hay un riesgo por la carencia del producto y su
periodo de cosecha. Por ello, précticas de control alternativas al uso de insecticidas podrian ayudar a
solucionar este problema del sector manzanero (conversacion personal con asesor de manzanos Matias
Kulczewski y productores de manzanos).

A continuacion, se describen las caracteristicas que convierten al pulgdn lanigero en una plaga tan
dificil de controlar.

El pulgdn lanigero del manzano (de ahora en adelante “PLM”) pertenece al orden Hemiptera, que
incluye entre 50.000 y 80.000 especies de insectos, que los une su aparato bucal modificado que les permite
succionar liquidos de sus hospederos (Schuh y Slater, 1995). El cuerpo de la hembra ptera es de color pardo
rojizo, cubierta de cera pulverulenta y lanosidades blancas que ocultan el color propio del cuerpo; sin
embargo, el cuerpo de la hembra alada tiene la cabeza y térax negros, abdomen pardo rojizo. Por otra parte, la
hembra &ptera tiene antenas de 6 segmentos mientras que la alada tiene antenas de 5 segmentos (Wagner et
al., 2004).

Este pulgén para alimentarse se ubica preferentemente sobre heridas, axilas de la hoja y las raices
(Mueller et al., 1992). Tanto en las colonias superficiales como las que se encuentran en las raices se puede
facilmente distinguir sus cubiertas blancas, cerosas y filamentosas (Shaw y Walker, 1996). Esta actividad de
alimentacion causa hipertrofia (agallas) en raices y en la parte aérea (Brown et al., 1991), lo cual puede causar
restriccion en el paso de la savia y ruptura de los tejidos de la planta, facilitando asi sitios de alimentacién y

entrada para hongos fitopatégenos (Weber y Brown, 1988).
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Como se ha mencionado con anterioridad, el PLM se desarrolla tanto en raices como en la parte
aérea del manzano, por ello, estudios del ciclo el pulgdn lanigero han determinado que a partir de primavera y
verano las poblaciones de ninfas de estadio uno (crawlers) comienzan a migrar desde las raices hacia el tronco
del &rbol, ramas y ramillas para quedarse en gran nimero en la superficie hasta otofio (Schoene y Underhill,
1935; Hoyt y Madsen, 1960; Heunis y Pringle, 2006; Damavandian y Pringle, 2007). Este movimiento puede
ser especialmente importante cuando la canopia esta expuesta a inviernos muy frios (Walker, 1985), pero este
efecto del frio en zonas mediterraneas no ocurre, por lo que, tanto la canopia como las raices son fuentes de
crawlers (Lordan et al., 2015a).

Una vez PLM esté en la parte aérea del &rbol puede formar colonias en ramas o troncos donde habia
heridas previas y también pueden colonizar ramillas del afio que no posean dafios, estas ramillas le resultan
ideales para el desarrollo de las futuras generaciones de pulgones (Childs, 1929; Weber y Brown, 1988;
Brown et al., 1991; Asante et al., 1993; Pringle y Heunis, 2001; Beers et al., 2010). Varios estudios se han
realizado del nimero de generaciones durante el afio que puede llegar a realizar PLM, por ejemplo,
Bonnemaison (1965) establece que para Israel y la India el pulgdn lanigero puede realizar entre 14 y 15
generaciones al afio, Mols y Boers (2001) hablan de 10 a 11 generaciones en Alemania. Como el clima de la
zona central de Chile es mediterraneo, se comparé con una zona de igual clima como lo es Western Cape
(Cabo Oeste, Sudafrica) donde se llegan a tener 18 generaciones en al afio (Damavandian y Pringle, 2007).

El incremento de poblacion coincide con el aumento de las temperaturas en el mes de noviembre en
Chile, comenzando el incremento poblacional del pulgon lanigero (Gonzalez, 1989). Esto causa presencia de
manchas de mielecilla en la fruta causando segun Essig (1942) y Nicholas (2005) uno de los principales
problemas al dejar la fruta sucia para la cosecha y asi generando problemas operacionales y estéticos que
impiden o dificultan su comercializacion.

En Chile, se encuentran dos representantes de la familia de Eriosomatidae; estas son Eriosoma
lanigerum y Eriosoma pyricola, los cuales no comparten hospederos, ya que los hospederos de E. lanigerum
son el manzano donde es una importante plaga y también se puede encontrar en Crataegus, Cotoneaster y
mas raro y sin tanto dafio a Cydonia, Pyrus y Sorbus (Blackman y Eastop, 2000). Por otro lado, los
hospederos de E. pyricola son el membrillo, peral y olmo americano. Es en este Gltimo hospedero donde el

pulgon realiza su ciclo sexual desde septiembre hasta mediados de diciembre (hemisferios sur), ya que por el
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aumento de las temperaturas migra hacia las raices del peral y desarrolla generaciones partenogenéticas para
luego a finales de otofio, desarrollar hembras sexudparas, aladas, que volveran al olmo a poner huevos de

invierno (Gonzélez, 1989).

2.2.2. Situacion del pulgén lanigero:

El pulgdn lanigero del manzano (PLM) es una importante plaga en Chile y también en muchas otras
regiones productoras de manzanos (Blackman y Eastop, 2000). Como es en el caso de Washington (EEUU)
donde se prohibieron los pesticidas organofosforados alrededor del afio 2000, ocasionando que la incidencia y
severidad de esta plaga aumentara (Gontijo et al., 2013). Esto se explica porque estos insecticidas de amplio
espectro buscaban controlar a Cydia pomonella, pero a la vez, estaban eliminando el resto de los insectos
presentes en el huerto, ya sean plaga o insectos benéficos. Segin Gonzalez et al., (1989) el pulgén lanigero
del manzano esta dentro de las plagas agricolas de mayor importancia en Chile. Es mas, a inicios del siglo XX
este pulgén llegd a causar la muerte de muchos arboles de manzano, motivando el total abandono de los
huertos o su tala para reemplazarlos por otras especies frutales (Rojas, 2005). Si bien en Chile los
organofosforados no estan prohibidos (Mufioz-Quezada, 2011), su uso ha venido disminuyendo por las
exigencias de los mercados internacionales a los cuales se exporta la fruta (Jones et al., 2009; Weddle et al.,
2009). Esto ha generado en Chile una situacién similar a la ya vivida en EEUU y como se sefialaba
anteriormente, es un problema para el sector manzanero.

Para el manejo de las plagas, también existen los llamados “manejos culturales”, los cuales consisten
en la utilizacion de técnicas no quimicas ni biolégicas para controlar una plaga. En el caso del PLM, el
manejo cultural méas utilizado es la utilizacién de portainjertos resistentes a PLM donde se encuentran las
series MM101, MM106, MM111 y los portainjertos KA 313 y Pi80. Esta técnica ha tenido un gran éxito en el
control de E. lanigerum. Sin embargo, en Australia, EEUU y Sudafrica, se ha reportado que el PLM ha
superado las barreras de resistencia que poseian varios de estos portainjertos (Dozier et al., 1974; Rock y
Zeiger, 1974; Young et al., 1982; Bai et al., 2004; Giliomee et al., 1968; Sen Gupta y Miles, 1975; Giliomee
et al., 1968, Stoke y Malan, 2016). En Chile por la utilizacién de portainjerto resistente a PLM como MM1086,

se desincentivo el uso de los portainjertos de semilla. Estos conferian resistencia a enfermedades en el suelo
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como Phytophthora spp. (Jeffers y Wilcox, 1990), la cual habitualmente, aumenta su incidencia en huertos
con alta retencion de humedad y en suelos que permanecen muchas horas anegados (Latorre et al., 2001).

El control natural de las poblaciones de pulgones atacando las raices, resulta ser un problema, ya
que, no exiten EN salvo el sirfido Heringia calcarata (Diptera: Syrphidae), que sea capaz de llegar a controlar
a PLM bajo el suelo (Short y Bergh, 2004). Frente a esta situacidn pareciera ser que los pesticidas son la Gnica
alternativa para disminuir las poblaciones de pulgones. Es asi como Nicholas et al., (2003) luego de probar 4
pesticidas distintos en el suelo, determind que Imidacloprid (Confidor® SC, Bayer CropSciences) resultd ser

la mejor opciodn al controlar las colonias hasta por 4 temporadas.

2.3. Enemigos naturales del pulgoén lanigero:

El pulgén lanigero del manzano posee un parasitoide y mdaltiples depredadores. El principal
parasitoide y altamente especifico es Aphelinus mali (Hymenoptera: Aphelinidae) y los depredadores tijereta
(Dermaptera: Forficulidae), sirfidos (Diptera: Syrphidae), chinitas o mariquitas (Coleoptera: Coccinellidae),
crisépidos (Neuroptera: Chrysopidae) y arafias (Araneae), son los depredadores y parasitoide descritos para
controlar biolégicamente al PLM en Chile. Ademas, entre los organismos reportados como enemigos
naturales de E. lanigerum, se encuentran especies pertenecientes a las familias Nabidae y Miridae del orden

Hemiptera (Nicholas et al., 2005, Gontijo et al., 2012, Lordan et al., 2015a).

2.3.1 Aphelinus mali:

Fue introducido a Chile en 1921 en un programa de control biol6gico clasico para controlar al
pulgén lanigero (Rojas, 2005). Si bien hasta entonces A. mali era capaz de reducir la poblacion de PLM a
niveles que permitieron seguir produciendo manzanas (Isla, 1959), luego de la segunda guerra mundial se
empez0 a utilizar insecticidas para el control de la polilla del manzano. Esto generé como efecto secundario la
muerte de varios insectos, entre plagas secundarias e insectos benéficos. Posteriormente en los afios 70, el
problema de PLM se agravd debido a la implementacion de huertos de alta densidad con portainjertos
enanizantes que no eran resistentes al PLM en las raices (Gonzalez, 1989). Dado el panorama anterior, A. mali

no era capaz de controlar el pulgon en su totalidad obligando a los productores a tener que realizar
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aplicaciones de insecticidas especificos contra el PLM. Hoy ya es sabido que existen productos quimicos que
son téxicos para A. mali (Rogers et al., 2011).

Este parasitoide es solitario y haplodiploide con partenogénesis arrenotéquica (machos son
partenogenéticos) (Mols y Boers, 2001). Es decir, la hembra ovipone su huevo dentro del pulgén y si el huevo
estd fecundado dard origen a una hembra, pero si el huevo no estd fecundado, dard origen a un macho
(Mueller et al. 1992; Asante y Danthanarayana, 1993). A. mali es capaz de oviponer entre 50 a 140 huevos
(Lundie, 1924). La proporcion sexual en el campo dependerd de la abundancia y estado fisiologico del
hospedero (Mueller et al., 1992), pero en condiciones 6ptimas fluctlia cercano al 0,5 (mitad machos y mitad
hembras) (Asante y Danthanarayana 1993).

Aphelinus mali ha sido introducido en casi todos los lugares donde hay presencia de PLM, sin
embargo, su éxito en el control biolégico ha sido muy variable. Esto puede ser debido a que PLM tiene entre
10 a 11 generaciones al afio (en promedio), mientras que el parasitoide solo 4 a 5 (Mols y Boers 2001) o entre
6 a 7 generaciones (Lundie, 1924). Cada generacién puede tomar de entre 19 a 43 dias de huevo a adulto y su
longevidad podria llegar a ser de 42 dias, por lo que, no se descarta un traslape entre generaciones. Lundie
(1924) determiné la duracién para cada estadio del parasitoide en condiciones normales de verano; el huevo
tarda entre 3 a 4 dias, la larva entre 10 a 12 dias, la pupa va de 6 a 7 dias. En estas condiciones el ciclo
completo es de 20 a 25 dias. El desarrollo de A. mali es termodependiente, al igual que para muchos
artrépodos, por ello, dentro de la especie de A. mali existen razas con distintos umbrales de desarrollo. Por
ejemplo, en Holanda la raza de A. mali, tiene un umbral de desarrollo de 9,4°C y llega a acumular 136,4
grados dia (Trimble et al., 1990). Mientras que la raza canadiense, tiene un umbral de desarrollo de 8,6°C y
acumula 123,5 grados dias, por lo cual, la raza canadiense realiza ciclos mas cortos alcanzando un mayor
nimero de generaciones en el afio (Mols y Boer 2001). El que A. mali alcance poblaciones altas antes de
comenzar el invierno resulta clave, porque temperaturas muy bajas matan parte de la poblaciéon (Mols y Boer,
2001). Es asi como por ejemplo en Brasil, no se necesita aplicar pesticidas contra PLM, ya que las altas
temperaturas permiten un alto nimero del parasitoide todo el tiempo (Monteiro et al., 2004). A. mali inverna
como larva de cuarto estadio dentro del pulgén negro momificado (Mueller, 1992).

La alimentacion de este parasitoide es un poco diferente a la de otros parasitoides, si bien en su

estado adulto también se alimenta de recursos azucarados y agua, Lundie (1924) comenta que un parasitoide
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adulto necesita entre 5 a 10 pulgones para depredar y que éste no se alimenta de la mielecilla excretada por
los pulgones. Sin embargo, en investigaciones recientes, se ha demostrado que A. mali es capaz de aumentar
su longevidad alimentandose de la melaza excretada por su principal hospedero (Pefialver-Cruz y Lavandero,
en proceso de publicacion).

En cuanto a la preferencia por el PLM, A.mali es koinobionte! y parasita todos los estadios de PLM,
prefiriendo parasitar las ninfas de tercer estadio (Asante y Danthanarayana, 1993). Al parasitar ninfas de
estadios mas juveniles y por ende mas pequefias, es mas probable que la larva muera o que de ahi salgan
parasitoides machos, pero a medida que el pulgén es mas grande, mayor es la probabilidad de que sean
ovipuestos huevos hembra (Mueller, 1992; Asante y Danthanarayana, 1993). Aphelinus mali muestra
preferencia a parasitar aquellas colonias de crecimiento nuevo antes que colonias ubicadas en madera antigua.
Ademas, tiende a parasitar en primer lugar los bordes de las colonias siendo asi, mas facil parasitar colonias
alargadas en lugar de colonias anchas y de forma circular, donde el centro de la colonia le resulta de dificil
acceso (recordar que es una microavispa) (Mueller, 1992).

En cuanto a la efectividad del control bioldgico que realiza A. mali, la informacion resulta ser
bastante contradictoria (Lordan et al., 2015a). Por un lado, posee un ciclo mas largo entre generaciones que el
PLM (Asante y Danthanarayana, 1992) produciendo una desincronizacion entre A. mali y PLM producto de
las diferencias de umbrales térmicos entre ambos (A. mali: 8,6°C y E. lanigerum: 4,2°C) (Bonnemaison,
1965). Esto ultimo podria afectar el control temprano de PLM dado que las poblaciones de PLM tendrian
ciclos generacionales mas cortos que los de su parasitoide (grados dias a acumlar, A. mali: 256 y E.
lanigerum: 227) (Bonnemaison, 1965). Ademas, es sensible al frio por lo que en invierno disminuye mucho
su poblacion (Mols y Boer, 2001). El poseer ciclos mas largos que PLM vy su alta sensibilidad al frio hacen
que A. mali comience con poblaciones muy bajas a inicios de temporada. Sin embargo, a mediados de verano

las tasas de parasitismo aumentan significativamente (Lordan, 2015a).

1 Termino empleado a los parasitoides que no matan a su hospdero rapidamente (Fisher, et al., 1999).
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2.3.2. Tijereta (Orden: Dermaptera, Familia: Forficulidae))

En Australia de todos los depredadores de E. lanigerum, la tijereta ha sido citada como uno de los
principales EN. De hecho, Nicholas et al., (2005), consideraron que la tijereta (Forficula spp.) en conjunto
con A. mali eran capaces de llevar el control de PLM a niveles bajo el umbral de dafio econdmico. Otro
estudio realizado en Europa (Lordan et al., 2015a) destacé el aporte realizado por Forficula auricularia en el
control temprano del PLM para mas tarde en la temporada controlar en forma conjunta con A. mali (diciembre
en adelante en el hemisferio sur). La gran mayoria de la investigacion sobre la tijereta ha sido realizada en
climas distintos al clima mediterrdneo (Lordan et al., 2015a) y adicionalmente en Chile, s6lo existen reportes
de presencia de Forficula spp. pero no se sabe qué especie esta presente o qué rol estan cumpliendo en los
huertos de manzano.

El ciclo de Forficula auricularia fue determinado para el hemisferio norte. Este comienza en
septiembre (marzo para hemisferio sur) cuando una hembra y un macho de tijereta copulan y buscan refugio
para pasar juntos otofio e invierno en el suelo a unos 2,5 a 10 cm de profundidad. Luego de la cépula, el
esperma permanece dentro de la hembra por algunos meses antes de fecundar los huevos. A fines de invierno
e inicios de primavera, el macho se va o es expulsado del refugio por la hembra, la cual ovipone 90 huevos
(Fountain y Harris, 2015). La hembra se encarga de proteger y alimentar a las ninfas de primer estadio
(Staerkle y Kolliker, 2008). Durante este periodo la hembra también puede irse de ese nido en el suelo para
comenzar un segundo nido. En ese caso existen dos migraciones de tijeretas a los arboles, segun el nido del
que provengan. Esa hembra invernante morir4 a mediados del verano. Mientras tanto, las ninfas de tercer
estadio se mueven hacia el follaje desde mayo (octubre en el hemisferio sur) hasta julio - agosto (diciembre -
enero hemisferio sur) para luego del cuarto estadio de ninfas, pasar a adulto (Phillips 1981; Moerkens et al.
2009). El ciclo se cierra, cuando al final de la temporada un macho y una hembra de tijereta vuelven a formar
un nido en el suelo.

Este cuidado parental sigue dos tipos de estrategias; una donde la hembra deja el nido luego que las
ninfas alcanzan el segundo estadio para formar un segundo nido y una segunda estrategia; donde la hembra
tiene un solo nido, ya que permanece con sus ninfas mas alla del segundo estadio ninfal. Estudios moleculares

han determinado que F. auricularia es un complejo de dos razas (sibling) con historias de vidas distintas lo
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cual podria explicar la estrategia de cuidado parental que la hembra siga (Wirth et al., 1998; Guillet et al.,
20004, b; Moerkens et al., 2009).

Hembras y machos son cominmente encontrados en huertos de noche dado que, estos depredan de
forma nocturna y durante el dia, buscan refugio en zonas secas y frescas (Albouy y Caussanel, 1990).

De las dos especies de Forficula; (F. auricularia L. y F. pubescens Gené.) normalmente se estudia F.
auricularia por ser ésta la que controla poblaciones de pulgones, llegando a depredar 106 pulgones/arbol en
una noche (Nicholas et al. 2005) y la que se encuentra en mayor abundancia (Lordan et al. 2015b).

Al monitorear a Forficula spp. se revisa por presencia de alas en los adultos, dado que F. pubescens
no las posee. También es posible diferenciar entre los sexos, dado el marcado dimorfismo sexual en las
tenazas de machos y hembras (Figura 1). El estado ninfal se define por medio de la revision del nimero de
segmentos en las antenas y la aparicion de primordios de alas en el tercer segmento del térax (Albouy y
Caussanel, 1990). Adultos de F. auricularia pueden volar, pero raramente lo hacen (Phillip, 1981).

Su ciclo univoltino, Unico ciclo reproductivo a lo largo de su vida, las convierte en especies
vulnerables a los manejos e intervenciones que se realizan en los campos, por lo que, un solo evento

desastroso tiene repercusiones a largo plazo (Gobin et al., 2006).

Figura 1: Dimorfismo sexual en las tenazas. C: hembras, D: machos.

Fuente: Crumb et al., (1941).
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En terreno, las tijeretas se encuentran normalmente agrupadas porque poseen una feromona de
agregacion que le sirve para encontrar otras tijeretas a 0,5 metros de distancia (Sauphanor y Sureau, 1993;
Lordan et al., 2014). Este comportamiento de agregacion le confiere proteccion contra otros depredadores,
aumenta probabilidad de encuentro para cépula y potencia el desarrollo de ninfas (Antony et al., 1985; Fuchs
et al., 1985; Sauphanor y Sureau, 1993; Walker et al., 1993). Al igual que para otros insectos esta feromona
puede ser usada para MIP. Al ser Forficula sp. un insecto omnivoro, en frutales de cuesco o carozo se puede
encontrar como plaga; en esos casos se puede ocupar esta feromona para atraerlo a las trampas y asi,
eliminarla o en el caso de los frutales de pepita, donde no es plaga, la feromona puede ser usada para atraerla
al cultivo (Lordan et al., 2014). Pero uno de los principales motivos por el cual no se ha podido implementar a
la tijereta dentro de los cultivos, al igual que A. mali, es que varios pesticidas han sido reportados como
toxicos para la tijereta (Fountain y Harris, 2015), siendo en general azinphos-methyl (familia:

Organofosforados) toxico para todos los EN de Eriosoma lanigerum (Nicholas et al., 2005).

2.3.3. Sirfido (Orden: Diptera, Familia: Syrphidae)

Otro de los depredadores de gran importancia del PLM son los sirfidos, los cuales en EEUU se
consideran como los EN mas abundantes del pulgon lanigero (Gontijo et al., 2012). Sin embargo, se ha
concluido que A. mali y F. auricularia son los agentes de disminucion de la poblacion de PLM en varias
partes del mundo (Zhou et al. 2013, Lordan et al. 2015a, Stokwe y Malan 2016). Con esto no se esti
menospreciando el aporte de los sirfidos en el control bioldgico del PLM, de hecho, Gontijo et al., (2015)
denota que los sirfidos, A. mali y chinitas son los EN que depredan al PLM de dia y la tijereta lo hace durante
la noche, lo cual genera una alta presion biolégica sobre el pulgén. Existen varias especies de sirfidos
(Diptera: Syrphidae) en EEUU, entre las cuales hay dos generalistas Eupeodes spp. y Syrphus opinator (Osten
Sacken), y una especialista, Heringia calcarata (Loew). Al alimentarse preferentemente de E. lanigerum
(Short y Bergh, 2004; Gontijo et al., 2012) H. calcarata puede llegar a depredar 105 pulgones en su ciclo
larval. Una de las grandes particularidades de H. calcarata es que es uno de los pocos EN (ademés del
nematodo Steinernema carpocapsae (Weiser)) que es capaz de depredar las colonias de PLM en las raices

(Brown et al., 1992; Short y Bergh, 2004).
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De acuerdo con lo realizado por Gontijo et al., (2012) las poblaciones de sirfidos comienzan a
aumentar desde junio (diciembre hemisferio sur), para alcanzar su maxima abundancia en julio y empezar a
disminuir en agosto y ya casi ser imperceptible en septiembre (Grafico 1).

En Chile, los esfuerzos por controlar al pulgén lanigero principalmente han estado puestos sobre
Aphelinus mali, dejando sin investigacién a cualquier otro EN. Sin embargo, Thompson (1999) describe que
en Chile Eupeodes rojasi (Diptera: Syrphidae) podria ejercer un importante control sobre PLM, a pesar de la
revision bibliogréafica realizada por Prado (1991) que sugiere que los tnicos EN del pulgén lanigero en Chile

son Syrphus reedi Shan. (Dipera: Syrphidae) y A. mali.
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Gréfico 1: Abundancia depredadores E. lanigerum de abril a octubre del hemisferio norte.

Fuente: Gontijo et al., 2012

2.3.4. Chinita (Orden: Coleoptera, Familia: Coccinellidae)

Las especies mas abundantes que se han encontrado en el mismo estudio de Gontijo et al., (2012)
son Coccinella transversoguttata (Brown) y Hippodamia convergens (Guérin-Méneville). Ambas especies
son generalistas y se alimentan de pulgones. Las especies de coccinelidos que se han reportado como
depredadores de E. lanigerum son C. transversoguttata, H. convergens y Adalia bipunctata (Walker, 1985).

Gontijo et al., (2012), en una investigacion de 3 afios, indicé que s6lo del 6 al 24% del total de EN
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encontrados, pertenecia a la familia Coccinellidae y orden Neuroptera. En la misma investigacion, pudieron
concluir que en Washington (EEUU), los coccinélidos aumentaban su poblacion a partir de mayo (noviembre
hemisferio sur) hasta agosto. Asante (1995) propone la utilizacién de F. auricularia junto a Harmonia
conformis (Boisduval) (Coleoptera: Coccinellidae) en programas de MIP para un mejor control de E.
lanigerum a mediados de la primavera, pudiendo asi, disminuir el nGmero de ninfas y adultos de PLM,
seguido de un control por A. mali en verano.

En Chile muchas especies de coccinélidos han sido introducidas desde otras partes del mundo para el
control biologico: solo tres se han establecido, de los géneros Hippodamia y Adonia. A su vez, dos especies
chilenas, Adalia angulifera (Mulsant) y (Germar) han sido reportadas como depredadoras del PLM (Aguilera

y Rebolledo, 2013; Gonzalez, 2014).

2.3.5. Crisoperla (Orden: Neuroptera, Familia: Chrysopidae)

La crisoperla es un depredador importante de pulgones y otros insectos de cuerpo blando (Tauber et
al., 2000). En una investigacion realizada en México que buscaba comprobar la presencia de EN asociados a
las colonias de PLM en huertos con y sin aplicaciones de pesticidas, se encontraron un total de 10 especies
distintas, de las cuales 5 correspondian a Chrysopidae (Ordofiez et al., 2017). El orden Neuroptera fue el
segundo o tercer depredador més abundante en los ensayos de Gontijo et al., (2012) en EEUU. Se detectaba
presencia desde julio (enero para el hemisferio sur) hasta septiembre (marzo hemisferio sur) de tres especies
de Neuroptera (Chrysopa nigricornis (Burmeister), Chrysoperla plorabunda (Fitch) y Hemorobius sp.).
Grandes avances se han realizado en el area de los semioquimicos y volatiles de plantas en los Chrysopidae
(Flint et al., 1979; Zhu et al., 1999, 2005; Hooper et al., 2002). En pruebas de campo Zhang et al., (2006)
encontraron feromonas del macho de Chrysopidae que son capaces de atraer a los machos y las hembras.
Ademas, estas feromonas combinadas con volatiles de plantas son capaces de atraer también a otros insectos
benéficos como sirfidos, chinitas y escarabajos depredadores (James y Price, 2004; Zhang et al., 2006).

Los insectos de la familia Chrysopidae son parte de programas de control biol6gico aumentativo, por

lo cual, es posible encontrarlas en gran abundancia en algunos agroecosistemas (Aldrich, 1999). En Chile
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existen biofabricas dedicadas al control aumentativo, y reproduccién de crisoperlas, entre ellas se encuentran:

Xilema®, Biobichos®, Biofuturo®, entre otros.

2.4. i Interacciones negativas entre enemigos naturales?

En ambientes diversos, como algunos agroecosistemas, se pueden dar relaciones entre parasitoides y
depredadores no arménicas (Gontijo et al., 2015). La depredacion intragremio es una interaccion ecoldgica
que puede afectar seriamente el control de plagas (Tylianakis y Romo, 2010). EI aumento de la diversidad de
enemigos naturales puede tener consecuencias negativas o positivas (Ortiz-Martinez y Lavandero, 2017). En
particular para este sistema de estudio, podria suceder que mientras A. mali se encuentra en estado larval
dentro del pulgén lanigero, otros depredadores generalistas podrian alimentarse del pulgon parasitado
(Gontijo et al., 2012). Esto podria ocurrir dado que algunos depredadores no son capaces de diferenciar entre
presas parasitadas de las no parasitadas, lo cual implicaria comer a la presa y al parasitoide, afectando asi al
control bioldgico (Colfer y Rosenheim, 2001). Gresham et al., (2013) en trabajos de laboratorio demostré que
ese efecto podria ser mitigado dada la alta capacidad reproductiva de A. mali comparado con el sirfido H.
calcarata. Ademas, en otro estudio se concluyé que a pesar de la existencia de competencia por E. lanigerum
entre A. mali y los otros depredadores, el porcentaje de parasitismo no disminuy6 (Gontijo et al., 2015). Asi
mismo, existen mas estudios donde se avala la complementariedad de nichos de los EN para controlar las
plagas, tal como Schmid et al., (2003) quien experimentalmente excluyd grupos de EN voladores y otros que
habitaban el suelo para ver el aumento en la poblacién de un pulgén, el mayor incremento en la poblacién del
pulgdn ocurrié cuando ambos grupos de EN eran removidos.

Cardinale et al., (2003) en un experimento donde manipulo la presencia o ausencia de EN del pulgon
de la alfalfa (Acyrthosiphon pisum) obtuvo que el mejor control bioldgico era logrado cuando los dos
depredadores (Harmonia axyridis y Nabis sp.) y el parasitoide (Aphidius ervi) estaban compartiendo nichos.
Esto porque en este ambiente al estar presente otro pulgén, Aphis craccivora, dificultaba el parasitismo de A.
pisum. Pero Cardinale et al., (2003) encontraron que, si en el ecosistema se encontraban presentes los dos
depredadores generalistas previamente mencionados, estos hacian disminuir la poblacion de A. craccivora y

asi permitiendo que A. ervi parasitara a A. pisum. Por otro lado, Snyder et al., (2004) realizaron pruebas de
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laboratorio donde buscaban comparar la preferencia de H. oxyridis (coledptero depredador) por pulgones
parasitados o no por el parasitoide Aphelinus asychis. Si bien el depredador no era capaz de discriminar entre
los pulgones parasitados de los no parasitados, se determiné que H. oxyridis no afectaba la proporcién de
parasitismo de A. asychis, por lo que, esta combinacion de especies si contribuia al control bioldgico total sin
generar interrupcion por depredacién intragremio. En otra investigacion, Costamagna et al., (2007)
determinaron si habia depredacion intragremio entre coccinélidos depredando pulgones en soja y en una
especie de parasitoide. Si bien ambos realizaban control biologico sobre los pulgones, el parasitoide realizaba
menos control bioldgico al estar compartiendo nicho con los coccinélidos, por ende, no habia efecto aditivo
de control biolégico al juntar a ambos EN. Si bien habia sefiales de que podia haber depredacion intragremio

se concluye que esta no existia porque el porcentaje de parasitismo era similar con coccinélidos o sin estos.

2.5. Capacidad de dispersion de los enemigos naturales

Los diferentes tipos de usos del habitat y la habilidad de los EN para dispersarse, son factores que
influencian en la composicidn de especies, sus interacciones y en el control de plagas que se realice a
diferentes escalas (Bianchi et al., 2006). En la matriz del ecosistema, que esta compuesta por zonas naturales,
semi-naturales y antropogénicas (ej: campos), se dan dindmicas de movimiento de insectos (Begg et al.,
2016). La conexion y las interacciones entre los componentes de la matriz permiten que se desarrolle la teoria
del movimiento borde en los paisajes agricolas. Esta teoria consiste en la subsidiariedad de entregar un
servicio ecosistémico (ej: control bioldgico, polinizacion, entre otros) que provee un ambiente natural cuando
se encuentran cerca de un cultivo (Rand et al., 2006). Por ello, el factor distancias a la cual se encuentran
estos ambientes naturales resulta clave para el control bioldgico. Chaplin-Kramer et al., (2011) indica que, a
nivel de campo, son los especialistas o parasitoides, los que mejor realizan el control bioldgico dada su baja
capacidad de dispersién. Sin embargo, esto puede variar dependiendo del enemigo natural. Existen especies
de arafia globo que pueden responder a escalas de varios kilometros versus los parasitoides que pueden
dispersarse de 200 metros a 2 km (Schmidt y Tscharntke, 2005; Kruess y Tscharntke, 1994; Thies et al.,

2005).
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2.6. Uso de planta acompafiante, en un sistema de control biologico de conservacion (CBC)

El seto Pyracantha coccinea (Rosales: Rosaceae) es un ejemplo de cerco vivo que se utiliza en la
presente tesis. Es una planta lefiosa que en el presente trabajo esta situada en la periferia del campo formando
un cerco o pared de plantas. Estas plantas han sido plantadas en los margenes de varios campos en la region
porque poseen grandes espinas. De esta manera, los productores de manzana sin saberlo establecieron una
planta con posibles beneficios para el CBC a nivel local e incluso permiten mejorar la conexion con la escala
regional. El cerco vivo P. coccinea podria proporcionar resguardo a los EN en los bordes de los campos de
manzanos para desde ahi, salir a brindar el servicio ecosistémico de control biol6gico (Dainese et al., 2017).

El cerco vivo P. coccinea fue seleccionada para los ensayos ya que es hospedero del pulgén lanigero,
esta condicion la vuelve un reservorio de pulgones que le provee a los enemigos naturales del E. lanigerum
cuando este no se encuentre presente en los huertos de manzanos por algin tipo de perturbacion (Ortiz-
Martinez et al., 2013). Investigaciones previas que se han realizado con este cerco vivo, han permitido
determinar que P. coccinea no seria un inoculo de pulgones hacia el manzano, pero si un punto de dispersion
de Aphelinus mali hacia el cultivo (Lavandero et al., 2011).

Al existir esta planta en la periferia les permite a los insectos protegerse de las perturbaciones que se
pudieran dar en el interior del campo (pesticidas, arado, cosecha, entre otros) actuando como refugio (Landis
et al., 2000). De esta manera, los EN son capaces de volver al cultivo y controlar al pulgén lanigero desde el
refugio hacia el interior del cultivo (Varchola et al., 2001, Lavandero et al., 2011).

De cumplirse lo anterior se predice que mientras mas cerca se encuentren los manzanos del cerco
vivo P. coccinea, mayor seria el control bioldgico del pulgdn lanigero en estos arboles. En un experimento de
Brassica oleracea L. intercalada con Lobularia maritima, Ribeiro y Gontijo (2017), encontraron mayor
control biolégico de las plagas en las zonas del cultivo mas cercanas al corredor bioloégico. En nuestro trabajo
ese corredor bioldgico estaria formado por P. coccinea, la cual estard brindando refugio para los EN del
pulgén lanigero frente a las perturbaciones del campo y actuando como centro de dispersion de los EN desde
el cerco vivo hacia el interior del huerto.

Algunos estudios relativos a plantas acomparfiantes presentes en distintos cultivos se presentan en el

siguiente cuadro.
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Autores Planta Atrae Control Cultivo
Nicholls et al. | Foeniculum Chrysoperla carnea, Orius | Erythroneura Vifiedo
(2001) vulgare, Achillea | sp., Nabis sp., Geocoris sp. | elegantula
millefolium, y familia Coccinellidae,
Erigeron  annus, | Syrphidae, Mordellidae y
Buddleja spp. arafias de la familia
Thomisidae.
Gontijo et  al. | Lobularia maritima | Aphelinus mali, Deraecoris | Eriosoma Mazano
(2012) sp., Sirfidae, Chysopidae, | lanigerum
Coccinelidae,
Tedders (1983) Vicia spp. Hipodamia convergens Melanocallis Pecano
caryaefoliae

Cuadro 2: Especies de enemigos naturales qué se ven potenciadas mediante el uso de plantas acompafiantes.
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Abstract

The provision of refuges for natural enemies could be a key aspect for the management of the woolly
apple aphid (Eriosoma lanigerum) in apple orchards. The present study assesses the effects of Pyracantha
coccinea adjacent to apple orchards as a management tool for the early colonization and enhancement of
natural enemies against E. lanigerum. We hypothesized that P. coccinea as an adjacent habitat to the apple
orchards would positively affect the abundance of natural enemies and control of E. lanigerum. Abundance

and population dynamics were evaluated for the pest, for Aphelinus mali and for generalist predators at
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different distances from P. coccinea located at the edge of apple orchards during two seasons. Additionally,
parasitism rates by A. mali were examined using a categorical and two quantitative methods. Results indicate
that P. coccinea hedges promoted an early colonization of E. lanigerum and of A. mali. However, parasitism
rates by A. mali were not affected at the beginning of the season, but as the season progressed, parasitism
rates increased inside the apple orchards in comparison to the hedges. In terms of the relation between the
abundance of natural enemies and the pest, natural enemies had a greater effect on the population suppression
of E. lanigerum in orchards with P. coccinea compared to control orchards. Based on these results, P.
coccinea hedges promote the early colonization of A. mali in the orchards, and has a positive effect on the

abundance of spiders, however had no effect on coccinelid, carabids and syrphids.

Keywords

Woolly apple aphid; Aphelinus mali; Eriosoma lanigerum; generalist predators; parasitism; apple orchards

Key Message

° Pyracantha coccinea hedges promote the early colonization of A. mali in apple orchards.
° Pyracantha coccinea promotes spider population increase.
° Colonies of E. lanigerum at P. coccinea produce more females of Aphelinus mali at the middle of the

season, whereas at harvest they produce only males.

) Parasitism is greater at the centre of the apple orchards at harvest as aphid populations increased

compared to the hedges with P. coccinea.
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Introduction

Landscape simplification and agricultural intensification, this is the increased use of the same area or
resources for agricultural production (Giller et al. 1997), have reduced the biodiversity at the agroecosystem
scale (Altieri, 1999; Landis et al., 2000; Tscharntke, Klein, Kruess, Steffan-Dewenter, & Thies, 2005),
affecting natural enemy populations and pest suppression (Letourneau, Allen, Kula, Sharkey, & Stireman I,
2015). Evidence of natural enemy movement between crops and surrounding natural or naturalized
ecosystems is needed to understand the role of landscape on the biological control of a particular crop-pest
system. Literature suggests that heterogeneous landscapes with greater biodiversity should offer host,
alternative food sources and refuge, which could improve the fecundity, longevity and survival of natural
enemies (F. J. J. a Bianchi, Booij, & Tscharntke, 2006; Duarte, Santos, Cornelissen, Ribeiro, & Paglia, 2018;
Rega et al., 2018). However, there are also examples were increased biodiversity does not increase the
biological control function of the organisms (Cardinale et al., 2012; Letourneau, Jedlicka, Bothwell, &
Moreno, 2009). As a response, conservation biological control (CBC), which is the intentional provision of
favourable conditions, such as refugia and alternative hosts for natural enemies with reduced pesticide
mortality, has emerged as an important strategy for pest control (Begg et al., 2017; Eilenberg, Hajek, &
Lomer, 2001; Gillespie, Gurr, & Wratten, 2016; Landis et al., 2000). Natural enemy activity is affected by the
landscape structure and composition (Grez, Torres, Zaviezo, Lavandero, & Ramirez, 2010; Gurr et al., 2011,
Lavandero, Wratten, Shishehbor, & Worner, 2005; Raymond et al., 2015; Tylianakis, Didham, & Wratten,
2004; Veres et al., 2013; Woltz, Isaacs, & Landis, 2012) and to implement conservation biological control,
one must evaluate each system and identify non-crop resources which could potentially enhance natural
enemy function. Therefore, landscape composition and not only structural complexity is key for the success of
CBC. Evidence of natural enemies migrating to the target crop systems from these extracrop refuges and then
foraging and consuming prey is required, to ensure a proper herbivore population control (Lavandero,
Wratten, Hagler, & Jervis, 2004). Source and sink dynamics of natural enemies have to be resolved to fully
address the consequences of compositional effects of landscapes surrounding agricultural activities.

The role of adjacent vegetation to annual crops or orchards has been studied in diverse

agroecological settings (Altieri & Schmidt, 1986; Corbett & Rosenheim, 1996; Gurr et al., 2011; Horton &
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Lewis, 2000; Lavandero et al., 2005; E. R. Miliczky & Horton, 2005; Tylianakis et al., 2004; Veres et al.,
2013) showing that these could affect the abundance, persistence and reproduction of natural enemies. As
examples, parasitoids such as Anagrus sp. are strongly affected by adjacent habitats with non-rice vegetation
(Corbett & Rosenheim, 1996; Gurr et al., 2011), Diadegma semiclausum decrease its parasitism in absence of
flower treated plots and its abundance as distance increased from the flowers (Lavandero et al., 2005), and
Aphidius rhopalosiphi decreased parasitism on Metopolophium dirhodum with distance to the floral patches
adjacent to cultivated wheat (Tylianakis et al., 2004). In the same way, the main generalist predators
(carabids, coccinellids, spiders and hoverflies) present in agroecosystems are known to migrate to woodland
and herbaceous habitats surrounding crops for alternative hosts (Rand, Tylianakis, & Tscharntke, 2006;
Symondson, Sunderland, & Greenstone, 2002), then the absence of these habitats may affect the presence of
these predators in the crops. Abundance of coccinellids, for instance, was increased with increasing habitat
quantity, measured as the proportions of semi-natural vegetation surrounding crops (Raymond et al., 2015;
Woltz et al., 2012), although this could depend upon the species of coccinellid, and on the orientation and
height of the adjacent vegetation (Grez et al., 2010). Shrubs as adjacent non-orchards habitats, gather large
populations of important predators (Horton & Lewis, 2000) and these are usually less disrupted, allowing
natural enemies to build up their populations when food or host are not available in the crop (E. Miliczky &
Horton, 2007). Additionally, these non-cultivated habitats allow natural enemies to overwinter and to colonize
the crops earlier in the season to control newly emerged pests, compared to those crops in more homogenous
landscapes (Geiger, Wackers, & Bianchi, 2009; Raymond et al., 2015). However, there are also studies in
particular systems that show no connectivity between parasitoids from crop and non-crop resources (Derocles
et al., 2014). Therefore, the knowledge on the specific needs of natural enemies and the effect of the
composition of the surrounding landscapes is of great interest to enhance the biological control service that is
provided by these insects.

Apple orchards as woody and non-annual crops may be considered as more temporally stable,
resilient and complex environment for natural enemies (Letourneau et al., 2015; Sylvaine Simon, Bouvier,
Debras, & Sauphanor, 2010). However, fruit orchard management is characterized by disturbances which
could reduce natural enemies that can protect the crop from pest outbreaks (Brown & Welker, 1992; Sylvaine

Simon et al., 2010). Pyracantha coccinea is a hedgerow commonly planted around orchard areas in Chile and
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has been shown to host the aphid E. lanigerum and its natural enemies such as the parasitoid Aphelinus mali
and several other generalist predators (Howard, 1929; Rojas, 2005). In addition, studies have demonstrated
that P. coccinea may be a suitable refuge for A. mali in apple orchards given its preference to parasitize
aphids from apple trees of this parasitoid species irrespective of its origin (Lavandero et al., 2011; Ortiz-
Martinez et al., 2013). In the present study, apple orchards with P. coccinea at the edge were selected to
evaluate the effects of this hedgerow on the natural enemies against the pest E. lanigerum. We hypothesized
that P. coccinea as an adjacent habitat to the apple orchards would positively affect abundance of natural
enemies of E. lanigerum and the biological control exercised by natural enemies against this aphid. We
predict: 1) that the abundance of natural enemies would decrease with the distance to P. coccinea hedges; 2)
that the arrival and build-up of the populations of natural enemies would be positively affected by the
presence of P. coccinea hedges; and 3) that the negative effect on E. lanigerum populations by the natural
enemies would increase in orchards with P. coccinea hedges. Additionally, the parasitism rates of A. mali
were evaluated using different methodologies to understand temporal and spatial effects on its parasitism

against E. lanigerum.

Materials and Methods

Study System

Pyracantha coccinea is a common hedgerow planted all over the world (De Villalobos, Vazquez, &
Martin, 2010) and is commonly infested by the aphid Eriosoma lanigerum (Blackman & Eastop, 2006;
Lavandero et al., 2011; Ortiz-Martinez et al., 2013). This shrub has been shown to host many natural enemies,
including the parasitoid Aphelinus mali, which was introduced to control E. lanigerum in Chile in 1920
(Howard, 1929; Rojas, 2005). This introduced aphid from North America provoked huge economic losses in
apple orchards, forcing farmers to cut apple trees during the beginning of the XIX century. Prior to the
introduction of its natural enemy, Chile was considered a country were apple production was not possible,
constituting the first case of successful classical biocontrol for Chile (Greathead & Greathead, 1992; Rojas,
2005). Although A. mali is one of the most important natural enemies of E. lanigerum worldwide (S. K.

Asante & Danthanarayana, 1993; Howard, 1929), this parasitoid has the disadvantage of having fewer
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generations (4-5 generations per year) compared to those of its host (10-11 generations per year) (Mols &
Boers, 2001) and it is highly susceptible to insecticide applications (Cohen, Horowitz, Nestel, & Rosen,
1996). As well as A. mali, there are generalist predators of different insect groups such as syrphids,
coccinellids, carabids, earwigs and spiders that may feed on E. lanigerum (Asante 1995; Short and Bergh
2004; Nicholas et al. 2005; Gontijol et al. 2012; Lordan et al. 2015b). These natural enemies frequent apple
orchards, but the knowledge on their distribution, abundance and effect on the biological control of E.
lanigerum is limited to a few studies. However, the effect of P. coccinea on the abundances of these natural

enemies has never been studied.

Field sites

All apple orchards used were located in the Maule region of central Chile. The experiments were
conducted during two seasons, 2016-2017 and 2017-2018 from November to April (from tight cluster to
harvest). In the first season, nine apple orchards were selected with P. coccinea at the side of the field and
during the second season, 12 orchards were selected (six with P. coccinea and six without). Only orchards
with P. coccinea higher than two meters and longer than ten meters with established E. lanigerum colonies
were selected for the experiments. The experiments were conducted on the Granny Smith apple variety with
seed-germinated root-stocks. Controls were selected based on a 500 meters wide buffer area without P.

coccinea hedges.

Populations of Eriosoma lanigerum and of its natural enemies

The population dynamics of E. lanigerum and its parasitoid were evaluated at four apple trees for
each of the distances to the P. coccinea hedge (20, 50 and 250 meters) during the first year and at three apple
trees for each of the distances to the P. coccinea during the second year of sampling. Colonies of E.
lanigerum on P. coccinea were evaluated at six points, corresponding to a 50 cm? area of branches. At control
orchards without P. coccinea three apple trees were evaluated for each of the distances from the edge (0, 20,
50 and 250 meters). For each tree, five branches of approximately 50 cm long and 1.5 cm of diameter for
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standardization were selected from the whole tree. Sampling distances were selected based on the assumption
that parasitoid activity declines in the first 100 m from the adjacent non-crop habitats (Lavandero et al., 2005;
E. R. Miliczky & Horton, 2005; Tylianakis et al., 2004) being the 250 m from P. coccinea treatment, the
distance at which no effect from the hedge is expected. Sampling was performed every 15 days in all
orchards. For every branch of the apple trees and every selected point of the P. coccinea hedge, the size of the
colonies (colony length) was evaluated, as a proxy of the population size. Additionally, the number of aphids
per colony was estimated by counting the number of aphids in six 1 cm long colonies and the mean was used
to estimate the abundance of E. lanigerum at different distances from the P. coccinea.

The abundance of the predators was determined by using different traps and sampling methods
during the second season in 12 apple orchards (six controls and six with P. coccinea). Terrestrial insects
(especially from the insect groups of carabids and spiders) were monitored with pitfall traps (26 cm of
diameter and 20 cm deep) dug into the soil with water containing preservatives and soap to avoid predation
among predators (Raymond et al., 2015). The abundance of syrphids and coccinellids were evaluated using
yellow pan traps (placed at 20 cm above the ground with preservatives and soap to reduce surface tension) per
each distance. Additionally, corrugated cardboard placed at base of the apple trunks was used to evaluate the
abundance of earwigs and spiders in apple orchards, and the abundance of A. mali for each treatment was
evaluated a visu foraging around E. lanigerum colonies. All these traps were placed at each of the before

mentioned evaluation distances (0, 20, 50, 250 meter) from the P. coccinea hedge.

Parasitism rates by Aphelinus mali and adult performance

Parasitism by A. mali was assess using three different methods to improve the understanding of the
spatial-temporal effect on the control of E. lanigerum.

Qualitative parasitism (categorical scale)

Every two weeks, the percentage of parasitism by A. mali and its population dynamics in each of the
colonies found in the selected branches and P. coccinea points (see above) was assessed visually using a

qualitative scale (0=0%; 1=<10%; 2=10-50%; 3=51-90%; 4=>90%) as described by (Lordan, Alegre, Gatius,
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SarasUa, & Alins, 2015). The number of mummies per colonies was then estimated with the estimated number
of aphids calculated from above. This variable represents the number of adult A. mali that possibly emerge
from the mummies since we have found that there is a mean of 94% of emergence from the mummies in the

evaluated orchards.

Quantitative parasitism

The parasitism rates of field colonies were evaluated by sampling colonies at the centre of the
orchards and at the P. coccinea hedges in eight apple orchards to compare with the parasitism rate results of
the sentinel plant trap method (see below). Three colonies from each of three apple trees of the centre and
three colonies from each of three points of the P. coccinea were collected and placed in -20°C to determine
the number of aphids and mummies under a stereomicroscope (Olympus-SZ61, Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) in the laboratory. This sampling was performed two times in the season of 2016-2017, at fruit
development time and at harvest during the season of 2017.

Sentinel plant traps

Parasitism rates were also examined with sentinel plant traps placed at nine apple orchards. One
month old apple seedlings were transplanted to plastic bag pots of 15 cm of diameter using a 2:1 peat:
vermiculite soil mixture that it is explained above. Two weeks old seedlings were sprayed with fungicides
(first a mix of fluopiram and tebuconazole at 400 cc/400 | and two weeks later, only tebuconazole at 40
¢c/100 1) to avoid fungal infections on the plants during the experiment. Plants were in a growth chamber
(22+2°C; L:D 16:8) for three months, watered daily and a fertilizer rich in free amino acids at 200 ml per 100
| of water was applied. After these months, plants were transferred to a greenhouse (max: 41°C; min: 11°C)
and infested with ten third and fourth instar of E. lanigerum individuals collected from a laboratory colony
free of parasitoids. This source colony is at greenhouse conditions in the University of Talca. Plants were
watered daily and cleaned twice a week to prevent the attack of Tetranychus urticae in the greenhouse. Three
apple plants of four months old and infested with E. lanigerum were exposed in the centre of the apple
orchards (approximately at 200 meters from the P. coccinea) and another three, below the P. coccinea with a
top open mesh cage for five days and three times in the season (beginning: November; middle: January and
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end: March). Each of the apple plants contained a centimetre long colony of E. lanigerum, in order to
standardize the colony size for the parasitism rates estimate. After exposure, plants were caged and placed in a
growth chamber with control temperature (22+2°C) and photoperiod (16:8h-L:D) for ten days to allow
parasitoid larvae to develop inside their aphid host. The parameters evaluated were the number of E.
lanigerum and the number of mummies to calculate the parasitism rates under a stereomicroscope in the

laboratory.

Adult parasitoid performance

Mummies found in the sentinel plants were individually placed in eppendorf tubes (1.5 ml) until
parasitoid emergence. The number of days to emergence and longevity of A. mali was determined. While
alive, parasitoids were kept in eppendorf tubes with a water moisten cotton. Once the adults died, these were
preserved in alcohol 70% and each individual was sexed. The calculation of the sex ratio was not possible,

because only females or males emerged for some of the treatments.

Estimation of biological control

The population growth rates of E. lanigerum was compared with the abundance of each of the
natural enemies species over the season at different distances to the P. coccinea hedge or margin (for
controls), as a proxy of the biological control of E. lanigerum. The population growth rates were calculated as

below, following Raymond et al. (2015) for the whole season.

Aa = (E. lanigerum abundance; - E. lanigerum abundance1)/( E. lanigerum abundance.1 + 1)

The population increase/decrease of E. lanigerum (Aa) was then estimated for each orchard, per
distance and the correlation with the abundance of the natural enemy groups (A. mali, syrphids, earwigs,

coccinellids, carabids and spiders) of the time series studied. The significance and level of correlation was
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then used as a proxy of the effect of the population increase/decrease of natural enemies on the reduction of

the populations of E. lanigerum.

Statistical analysis

To evaluate abundance of E. lanigerum and natural enemies at the different distances to the
hedgerow over the sampling season and also, orchard type (with and without P. coccinea) for the second
season, Generalized Linear Mixed Models (GLMM) with a Poisson distribution were used with dates,
distances and orchards as random factors. Over-dispersion and randomness of the residuals was checked for
all models, and the best suitable models were selected according to the value of the Akaike Information
Criterion (AIC) of each model. To assess the temporal population dynamics for E. lanigerum and for A. mali,
the days until the corresponding 50% of the total accumulated population was determined by the calculated
area under the population dynamic curve for each distance and orchard during the whole sampling period and
by linear interpolation. These values were then, compared between different distances and for the second
season, also between orchards types (with and without P. coccinea). The assumptions of normality and
homoscedasticity were checked and the data were analysed using ANOVAs. The comparison of the means
was performed using the Tukey test. To analyse all three methods of parasitism rates of the sampled colonies,
GLMMs were used with a binomial distribution, with dates and distances as random factors. Over-dispersion
and randomness of the residuals was checked for all models.

The correlation between the abundance of natural enemies and the aphid population growth was
evaluated using Generalized Estimating Equations (GEE) (Liang & Zeger, 1986). For this analysis the
sampled orchards were considered as the grouping factor with an autoregressive correlation (type arl) within-
field observations, as a function of the regular time intervals between the observations have been shown to be
correlated (Zuur, leno, Walker, Saveliev, & Smith, 2009). Separated models were estimated for the
abundance of each of the natural enemy groups (A. mali, syrphids, earwigs, coccinellids, carabids and
spiders). The correlations were analysed for jointed and separated orchard types (control and orchards with P.

coccinea) and for each of the evaluated distances from the hedge/edge.
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All the statistical analyses were carried out in the software R v3.4.1 (R Development Core Team,
2010) using Ime4 package for mixed models, car package to assess the significances between models in AIC

values and geepack package for the GEE function.

Results

Populations of Eriosoma lanigerum and of its natural enemies

During the first season, there were significant differences among sampling dates (y*>= 92.352;
P<0.001) as E. lanigerum abundance increase throughout the season reaching the highest abundance in March
at harvest time (Fig. 1). Additionally, the population of E. lanigerum varied significantly among the different
distances to the P. coccinea (y*>= 281.440; P<0.001) mainly because the populations of E. lanigerum were
significantly and constantly higher in P. coccinea compared to those from apple trees at different distances.
For the first season, interactions between variables were not significant (details of the best suitable chosen
model according to the AIC value are given in the supplementary material). When evaluating the time to
reach 50% of the E. lanigerum population, results indicate that there were no significant differences between

distances (y*>=4.681; P=0.197).
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Fig. 1 Mean number of aphids and mummies in sampled colonies every two weeks for two seasons. In the
first season (2017) were evaluated only orchards with P. coccinea (a, b, ¢, d) while in the second season
(2018) were assessed orchards with and without P. coccinea (e, f, g, h). Sampled colonies were located at 20,
50 and 250 m (D20: dotted grey line, D50: dotdash black line, D250: grey longdash line) from the edge (DO:
black solid line) or from the P. coccinea (P: black solid line). Vertical lines indicate the mean 50%

accumulated population for each of the treatments
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During the second season, results show that there was an interaction between distances and the type
of orchard (with or without P. coccinea) indicated by the decrease of E. lanigerum populations with distances
from the P. coccinea and by the increase of its populations with distance to the edge in orchards without P.
coccinea (y*>= 18.984; P<0.001). Additionally, E. lanigerum abundance also show an interaction between
sampling dates and orchard type (y>= 61.638; P<0.001). However, no significant interactions were found
between sampling dates and distances or in the three-way distances x sampling dates x orchard types
interaction (see supplementary material). For control orchards during the second season, E. lanigerum
populations reached 50% of their accumulated total population earlier at 250 m from the edge, when
compared to the other distances, whereas in orchards with P. coccinea there was a tendency of E. lanigerum
to accumulate the 50% of its population close to the P. coccinea (Fig. 1) (distance x orchard type: x>= 7.833;
P=0.049).

During both seasons, populations of A. mali followed the population dynamics of E. lanigerum
having a peak at the end of the season (Fig. 1) with significant differences among sampling dates (1: %=
37.538; P<0.001; 2: ¥>= 20.034; P=0.045). During the first season there was a significant effect of the
distances to the P. coccinea (1: y*>= 154.065; P<0.001) but no significant interaction between distance and
sampling date was found. During the second season, there was an interaction between distance and orchard
type (3>=35.218; P<0.001), as populations of A. mali in orchards with P. coccinea were greater at the P.
coccinea compared to the constant populations of A. mali over distances at the control orchards. However, no
significant interactions were found between sampling dates and distances, between sampling dates and

orchard types or sampling dates x distances x orchard types (see supplementary material).
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Fig. 2 Results of total abundance encounter in apple orchards with and without P. coccinea over time (a and b:
Aphelinus mali, syrphids, carabids, coccinellids and spiders; ¢ and d: abundance of earwigs without and with

P. coccinea at the apple orchard)

During the first season, A. mali populations reached 50% of the total accumulation significantly
earlier in the P. coccinea and at 20 m from the P. coccinea when compared to 50 and 250 m (y>= 10.345;
P=0.016); however, the time to accumulate the 50% of the A. mali population in the second season showed no
significant differences between distances or between orchard types (see supplementary material).

The abundance of adult A. mali (the observed adults foraging on colonies of E. lanigerum) was
significantly affected by distances and orchard types (y*>= 24.169; P<0.001), with higher abundances of A.

mali in orchards with P. coccinea closer to the hedges, in contrast in control orchards higher abundances of A.
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mali were found further from the edge (at 50 and 250m). Additionally, the abundance of adult A. mali peaked
at the end of the season irrespective of orchard type (March) (y>= 35.623; P<0.001) (Fig. 2 and 3).
The predatory groups responded differently to the presence of P. coccinea and peak of abundance for
each predator varied during the season. Overall syrphids reached their highest abundance early in the
season, followed by spiders and finally, coccinellids and the parasitoid A. mali at the end of the
season (March). Additionally, the total abundance of natural enemies, excluding earwigs, seems to

decrease with the distance to the edge, especially with P. coccinea at the edge of the orchard (Fig. 2

and 3).
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Fig. 3 Results of total abundance encounter in apple orchards with and without P. coccinea at different
distances (D0: 0 m; D20: 20 m; D50: 50 m; D250: 250 m) from the edge (controls) or from the P. coccinea (a
and b: Aphelinus mali, syrphids, carabids, coccinellids and spiders; ¢ and d: abundance of earwigs without and

with P. coccinea at the apple orchard).
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For control orchards, the population of Forficula sp. showed two distinct abundance peaks, compared
to orchards with P. coccinea were the populations were constant, indicated by the significant interaction
between sampling dates and orchard types (with or without P. coccinea) (y*>= 23.393; P= 0.016) (Fig. 2). In
addition, there is an interaction between distances and orchard types (with or without P. coccinea) due largely
to the increase of earwig populations close to the edge in the control orchards which is the opposite to what is
observed in orchards with P. coccinea (= 44.145; P< 0.001) (Fig. 3).

On the other hand, the population of syrphids in the first sampling date in control orchards was lower
compared to orchards with P. coccinea, increasing in the second sampling date (interaction sampling dates x
orchard types: y>= 56.536; P< 0.001) (Fig. 2). There is also a significant effect of the edge/hedge on the
abundance of syrphids as indicated by its increase at 0 and 20 m compared to the 250 m from the edge/hedge
at the beginning of the season (y*>= 73.379; P< 0.001) (Fig. 3). However, there were no interactions between
distances and orchard types or in the three-way distances x sampling dates x orchard types interaction (see
supplementary material).

The population of coccinellids showed an interaction between sampling dates and orchard types (y*=
23.509; P=0.015), as its abundance was generally lower in control orchards compared to orchards with P.
coccinea during the season until February. During the last sampling dates this changed and there were higher
abundances in control orchards when compared to orchards with P. coccinea. In addition, coccinellid
abundance was greater at 0 m compared to the other distances to the edge/hedge (y>= 8.665; P= 0.034) (Fig.
3). There were no interactions between distances and orchard types or in the three-way distances x sampling
dates x orchard types interaction (see supplementary material).

The presence of P. coccinea affected the populations of spiders, with more spiders in the P. coccinea
hedge and at 20 m compared to the other distances, in contrast for control orchards, that the greater abundance
was observed at 250 m from the edge (y>= 10.303; P=0.016) (Fig. 3). Population dynamics of spiders showed
a significant increase between January and February (middle of the season) (= 38.685; P< 0.001) compared
to the other sampling dates. Interactions between sampling dates and orchard types or three-way interaction

were not significant (see supplementary material).
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The population of carabid beetles were rather low, however, significant differences between

distances were found (}?>=8.993; P= 0.029) as its abundance was higher at the hedges/edge compared to the 50

m distance.

Parasitism rates by Aphelinus mali and adult performance

Qualitative parasitism

Qualitative parasitism rates of observed colonies showed significant differences between sampling
dates for the first season (y?>= 40.504; P< 0.001); however, there were no significant differences among
distances from the P. coccinea hedge (y*>= 1.939; P= 0.585). In addition, during the second season, there were
interactions between the orchard types (with or without P. coccinea) and distances (y*>= 17.491; P< 0.001),
due largely to the greater parasitism rates at 0 and 20 meters from the P. coccinea, as compared to the
constant parasitism rates over distances at the control orchards. A significant interaction between the orchard
types and sampling dates was also found (y*= 26.002; P= 0.006), as parasitism rates at the end of the season
were much higher in orchards with P. coccinea than the control orchards. Parasitism showed significant
differences between sampling dates during this season (y*>= 51.411; P< 0.001). Interactions between distance
and sampling dates or sampling dates x distances x orchard types were not found (see supplementary

material).

Quantitative parasitism and sentinel plant traps

Collected colonies as well as sentinel plants showed significantly more parasitism at the centre of the
orchards (approximately 200 meters from the P. coccinea) compared to the P. coccinea hedges (collected
colonies: y*= 160.114; P<0.001; sentinel plants: ¥>= 6.359; P=0.012), however, parasitism of colonies

collected at the centre of the orchards showed a tendency to increase with time, whereas in the colonies
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collected in the P. coccinea hedges, parasitism rates decrease with time showing a significant interaction

between position (centre or P. coccinea hedges) and time of sampling (%>= 10.530; P=0.001).

Adult parasitoid performance

The number of days to emergence and longevity of the adult parasitoids from parasitized aphids from
the sentinel plants, did not differ between sampling dates and distances (days to emerge: sampling dates: y>=
0.016; P=0.900; distances: y*>= 0.643; P= 0.423; longevity: sampling dates: y*>= 2.284; P= 0.131; distances:
yv*= 1.042; P= 0.307). Results indicate that there are differences between sampling dates (y*>= 18.167; P<
0.001) for the abundance of females found per treatment, and between sampling dates (= 29.793; P< 0.001)
and distances (y*>= 10.868; P< 0.001) for the abundance of males (Figure 4), due to the absence of mummy-

emerged-female adults from those plants exposed under the P. coccinea in March.

45



14 60

o
a e b
» c BN Centre
- 12 A S 50
= - [ Pyracantha
. g
a 17 3 4
g £
= 81 K
: 9 30 A
£ (&}
o 67 L
=
) 5 20
B 47 =
©
I ®
3 2 4 = 10
5 = g
=
0 2 0
January March February March
26 10
c d N Centre
25 [ Pyracantha
8
)
4
5 ° °
>
£ = 5
> @ :
- >
» ©
s 22 8,
[=]
21 A
2
20
January March January March
Exposure time Exposure time

300 1
e

I Female
ez wmale

200 A

150 A

100 A

Number of individuals

50 A

0 s -
cen'®
)@

oY
a0y aua¥ W on

ol Exposure time-location
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edge (b). Also, results of fitness parameters (days to emerge (c), days alive (d) and sexed adults (e)) of
Aphelinus mali in exposed apple sentinel plant traps. All apple sentinel plant traps were with a colony of

Eriosoma lanigerum located at the centre (black bar) and under the P. coccinea (white bar), three times in the

season (November, January and March). November showed no results
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Estimation of biological control

The results of the GEE analysis (see Table 1), showed that the estimated number of mummies had a
significant strong negative effect on E. lanigerum growth rates, when P. coccinea hedges were present for
both seasons. Contrary, there is no effect of the number of mummies on the aphid population growth rates for
the control orchards. Additionally, the abundance of A. mali found in control apple orchards showed no effect
on the aphid population growth rate, while in orchards with P. coccinea A. mali abundances negatively
affected the aphid population growth rate.

For the syrphids, irrespective of the orchard type, we observed a strong negative effect of syrphids on
E. lanigerum population growth in the orchards (D20, D50, and D250) compared to the edge (D0). However,
within the control orchards, we found a stronger negative effect for the distances further from the edge (D50
and D250).

For the earwigs, there was a negative effect of earwig abundance on E. lanigerum population growth
for all distances, considering jointly or separately the orchards with or without P. coccinea. However, in
control orchards the negative effect on E. lanigerum population growth is greater with increasing distance
from the edge, whereas in orchards with P. coccinea, the negative effect is greater close to the P. coccinea
hedge.

The coccinellids showed a negative effect on aphid population growth for all distances in the
orchards, considering orchards with and without P. coccinea jointly. Within control orchards, we observed
stronger negative effects at distances further from the edge, while within orchards with P. coccinea, we
observed the contrary.

Spiders irrespective of the presence of P. coccinea, showed a stronger negative effect further from
the edge and carabids showed stronger negative effect on aphid population growth in orchards with P.

coccinea and at 20 and 50 meters from the hedge/edge (Table 1).
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Discussion

In the present study, P. coccinea was evaluated in terms of its ability to affect the population
abundances of E. lanigerum and its natural enemies such as Aphelinus mali and several other generalist
predators. We hypothesized that P. coccinea at the edge of apple orchards would positively affect abundance
and the biological control exercised by natural enemies against E. lanigerum acting as an early source of these
natural enemies, since they provide alternative prey/hosts during the growing season. We observed that P.
coccinea affects differently the abundances and the dynamics of E. lanigerum and its natural enemies. In
particular for the specialist parasitoid A. mali, we here observed that the build-up of its populations followed
the populations of its host E. lanigerum independent of the presence of P. coccinea. However, the population
growth of the aphids on P. coccinea was greater, as well as appearing earlier than on apple trees for all
orchards types, having an effect over the populational build-up of A. mali. This was especially true in the first
20 meters from the P. coccinea, were A. mali populations appeared significantly earlier (between 19 and 27
days earlier depending on the treatment). In addition, P. coccinea provided more female adult parasitoids
during the middle of the season, which is coincident with the beginning of the outbreak of E. lanigerum;
although, by the end of the season, the parasitism of E. lanigerum by A. mali was greater at the centre of the
apple orchards, most probably as a consequence of its dispersion into the orchard.

Non-cultivated habitats adjacent to the orchards are known to provide natural enemies of refuge,
food, and shelter from the disturbances encountered inside of the production area (E. Miliczky & Horton,
2007). These refuge sites would also allow the early colonization by natural enemies of the cultivated area,
especially at the beginning of the season (Geiger et al., 2009; Raymond et al., 2015). In the present study, the
abundance of most of the evaluated generalist predators was greater closer to the edge of the fields
irrespective to the presence of P. coccinea. Syrphids, coccinellids and carabids had greater abundances closer
to the edge of the orchards independent on whether the adjacent habitat was structured by P. coccinea or by
spontaneous vegetation. Coccinellids are strongly affected by adjacent vegetation increasing their abundance
with increasing landscape heterogeneity (Woltz et al., 2012); however, some authors have suggested that the
heterogeneity itself is not the only factor that changes the abundance, as the composition, orientation, height

and the permeability of the landscape has been shown to have an effect on some species, irrespective of the
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landscape structure (Grez et al., 2010). In the same way, we have observed that the vegetation surrounding the
orchards had an effect on the abundance of coccinellids independent of the presence of P. coccinea. Similarly,
syrphids are known to increase abundance at the edge of the crops, especially if flowers are present (Cowqill,
Wratten, & Sotherton, 1993; White, Wratten, Berry, & Weigmann, 1995), thus, the increase of syrphids
presented here may correspond with the flowering time of the plants at the edge/hedge of the orchards. Also,
carabid populations are strongly affected by adjacent vegetation, specially wooded habitats (Duflot et al.
2018) and accordingly, we have observed that abundance of carabids increased at the edge/hedge and showed
stronger effect on aphid population growth in orchards with P. coccinea. On the other hand, the abundance of
spiders and earwigs seems to be directly affected by the presence of P. coccinea. Results here indicate that
spider abundance is greater close to the P. coccinea, whereas in control orchards their populations are greater
with increasing distances from the edge. It has been suggested that spiders have an affinity to woody and
perennial vegetation such as shrubs (F. J. J. a Bianchi et al., 2006; E. Miliczky & Horton, 2007; Schmidt &
Tscharntke, 2005) which could explain why in orchard without P. coccinea hedges, spiders migrated to apple
trees, and away from the orchard edge. The earwig population was lower at the P. coccinea hedges with
respect to the rest of the apple orchard. In spite that in the literature it has been suggested that these insects
use shrubs as refuges (F. Bianchi et al., 2005), the P. coccinea may have different microclimatic conditions
that avoid proper earwig development. Some authors have indicated that different types of vegetation create
micro-climatic conditions that influence the development of earwigs (Helsen, Vaal, & Blommers, 1998; Lamb
& Wellington, 1975; Lordan, Alegre, Moerkens, et al., 2015) indicating that the density of the vegetation may
affect their abundance. Therefore, apple trees with a greater canopy may constitute an ideal shelter allowing
greater abundances of earwigs, compared to P. coccinea which could allow less cover. Additionally, other
predators attracted to the P. coccinea hedges may have fed on earwigs, such as birds (Moerkens, Leirs,
Peusens, & Gobin, 2009) or other generalist predators. In general, the results of this study also show that the
abundance of the generalist predators studied was more influenced by the edge than by the aphid population
present in the orchards. Parasitoids are also predicted to benefit from adjacent vegetation (E. R. Miliczky &
Horton, 2005) increasing their abundance close to extra-orchard habitats. In the present study, the abundance
of A. mali showed no significant differences between distances to the P. coccinea. However, there was a

tendency of A. mali populations to be greater at the P. coccinea and at 20 meters from the hedgerow when
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compared to the other distances studied, and a lower abundance of A. mali at apple trees evaluated at the edge
of the control orchards (Fig. 3).

We here present evidence of population dynamics variation during the season, especially for
syrphids, earwigs and A. mali caused by a non-crop resource (P. coccinea hedges). At the beginning of the
season (in the spring) pollen feeders such as syrphids are expected to be more abundant (Cowgill et al., 1993;
White et al., 1995) foraging at the edges of the apple orchards. The presence of flowering P. coccinea during
the first sampling date (at the beginning of November) may have had an effect on the abundance of syrphids
compared to control orchards without P. coccinea; however, two weeks later when flowering of P. coccinea
finished, the abundance of syrphids shifted. On the other hand, earwigs showed completely different
population dynamics in orchards with and without P. coccinea. Earwigs in control orchards followed the
expected seasonal changes with two peaks of great abundances, at the beginning and another one at the end of
the season (Lamb & Wellington, 1975). However, the population of earwigs in apple orchards with P.
coccinea, remained almost constant through the time, without observing the expected rapid decline of the
populations that normally occur when nymphs molt to the adult stage (Lamb & Wellington, 1975; Lordan,
Alegre, Moerkens, et al., 2015; Moerkens et al., 2009). During the middle of the season, the predominant
generalist predators studied here were spiders, independent of the presence of P. coccinea. By the end of the
season however, coccinellids and A. mali increased their abundances. In Raymond et al. (2015) coccinellids
showed seasonal changes in annual crops depending upon the landscape context. Thus, simple landscapes had
coccinellids at the end of the season whereas complex landscapes allowed the early colonization by these
predators in the crop. As shown before, complex landscapes promote the early colonization of coccinellids,
therefore, based on the results presented here, the conditions of conventional apple orchards may be negative
for the establishment, as the coccinellids increased their abundances later in the season. Although P. coccinea
may not promote the establishment of coccinellids, it may be an important resource for the early colonization
of A. mali in apple orchards. Populations of E. lanigerum early in the season developed earlier on P. coccinea
(Fig. 1), which in turn, allowed populations of A. mali to parasitize earlier the colonies of E. lanigerum at the
P. coccinea hedge and in the apple trees at 20 m, when compared to colonies further from the P. coccinea
hedges. This was especially significant during the first field season, presumably influenced by the greater

abundance of E. lanigerum on P. coccinea this year. The increase of the host abundance may have increased
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also the intensity of chemical signals that the parasitoid uses for foraging on its host. Parasitoid foraging may
be affected by different cues from the host and by the plant-host interaction (De Moraes, Lewis, Paré, Alborn,
& Tumlinson, 1998; Erb, Foresti, & Turlings, 2010; Soler et al., 2007). Not only through volatiles (De
Moraes et al., 1998; Erb et al., 2010) but also, through the hosts excretions. Specific information to allow
parasitoids to find their host, as it is the case of the aphidiid primary parasitoids, A. rhopalosiphi, Aphidius
picipes, Aphidius ervi and Praon volucre when exposed to honeydew of cereal aphids that can modulate
foraging (Budenberg, 1990). Further research to understand the cues that A. mali uses to forage for its host
should be considered, such as synomones and kairomones, as it has been found for other herbivore-parasitoid
systems (Leroy, Capella, & Haubruge, 2009; Mehrnejad & Copland, 2006).

The natural enemies in the orchards can vary with the local geographical conditions, the landscape
structure and composition and crop management (Simon et al. 2010). Thus, the main natural enemies of E.
lanigerum may change depending on the studied area. As an example, syrphids have been highlighted as
important natural enemies in the United States of America (Gontijol et al., 2012; Short & Bergh, 2004); as
well as A. mali for China (Zhou, Yu, Tan, Chen, & Feng, 2014) and the earwigs together with A. mali in
Australia and New Zealand (Nicholas et al., 2005; Wearing, Attfield, & Colhoun, 2010). In Chile, A. mali has
been reported as the major natural enemy of E. lanigerum in apple orchards, however, other potential natural
enemies such as syrphids, coccinellids, earwigs, carabids and spiders have a role as well. In the present study,
different methods to estimate the parasitism rates of A. mali were used in the orchards with P. coccinea, with
different results with respect of the effect of the distance to the P. coccinea hedge. No significant effects
between distances were observed when using the qualitative sampling method. In contrast, by the end of the
season, greater parasitism rates were found in the centre of the orchard when compared to colonies on the P.
coccinea hedge using the quantitative methods. The quantitative bioassay using sentinel plants are known to
be useful to compare parasitism rates in field conditions; however, these bioassays are laborious and take only
a snapshot of the parasitoid activity (Letourneau et al., 2015), which will depend on the overall host density
and the duration of the exposure in the orchards. On the other hand, studying the parasitism rates through a
qualitative scale results in less precise estimations, but, it takes into account the host density of the colonies
present in the orchards. In any case, it is recognized that both methods are reasonable for estimating

parasitism rates (Letourneau et al., 2015; Lordan, Alegre, Moerkens, et al., 2015) but caution should be made
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when interpreting the results. In this present study, although only the direct biological control service of A.
mali was measured, the link between the aphid population growth and these generalist predators was assessed.
With these analyses, an indirect estimation of control was obtained, indicating that the increase of the
abundance of these generalist predators negatively affect the E. lanigerum population growth. These links
were stronger in orchards with P. coccinea compared to control orchards for all evaluated natural enemies,
suggesting an effect on the biological control in those orchards with P. coccinea. In addition, we observed
stronger effects for all natural enemies in orchards with P. coccinea, having a dilution of this effect as the
distance from the P. coccinea hedge increased. Future research should include the direct study of the
predation by these generalist predators on E. lanigerum colonies as well as any effects of intraguild predation
on the pest consumption and dynamics using molecular approaches.

In conclusion, the presence of P. coccinea at the edge of the apple orchards can positively affect the
abundance and biological control service by all potential natural enemies of E. lanigerum. Therefore, the use
of this hedgerow adjacent to apple orchards seems to be more beneficial for the control of this pest; however,
further research should be conducted to ensure that P. coccinea does not promote other pests into the orchards

before including a pest management tool for apple orchards.
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Tables

Table 1. Results of GEE for the analysis of the correlation between the growth rates of E. lanigerum and
abundance of natural enemies. For each of the natural enemy was performed a separated model considering
the whole sampling periods for both seasons and the combined orchards (all the orchards as one group) or
separated type of orchards (with or without P. coccinea) and also, for each of the distances (D0: 0 m; D20: 20

m; D50: 50 m; D250: 250 m) from the edge (controls) or from the P. coccinea.

Orchards with
Combined orchards Control orchards Pyracantha

Coef. \Ijalue Coef. \F/)alue Coef. \F;alue

Aphelinus
mali Orchards -0.000312 <0.001
(mummies) DO -0.000105 <0.001
2017 D20 0.000566 <0.001
D50 -0.000370  <0.001
D250 0.000650 <0.001

Aphelinus -

mali Orchards 0.0002852 <0.001 0.00338 <0.001 -0.000965 <0.001
(mummies) DO 0.0000234 <0.001 0.00257 <0.001 -0.000157 <0.001
D20 -0.00193 <0.001 0.00323 <0.001 -0.00565  <0.001
D50 0.00382  <0.001 0.00433 <0.001 0.00135 <0.001
D250 0.000337  <0.001 0.00964 <0.001 0.00000989 <0.001

Aphelinus
mali Orchards 0.421 <0.001 0.167 <0.001 0.456 <0.001
(adults) DO 0.00485  <0.001 0.434 <0.001 -0.171 <0.001
D20 0.730 <0.001 0.0982 <0.001 0.182 <0.001
D50 0.788 <0.001 0.0921 <0.001 9.11 <0.001
2018 D250 -0.0928  <0.001 0613 <0.001  0.164  <0.001
Syrphids Orchards -0.345 <0.001 -0.0047 <0.001 -0.781 <0.001
DO -0.00337 <0.001 0.00168 <0.001 0.0817 <0.001
D20 -0.518 <0.001 0.0109 <0.001 -1.06 <0.001
D50 -0.835 <0.001  -0.0389 <0.001 -1.44 <0.001
D250 -0.284 <0.001 -1.61 <0.001 -0.0120 <0.001
Earwigs Orchards -0.0171  <0.001 0.000931 <0.001 -0.033 <0.001
DO -0.00441 <0.001 0.000965 <0.001 -0.105 <0.001
D20 -0.0212 <0.001 0.000312 <0.001 -0.0443 <0.001
D50 -0.0324 <0.001 0.00208 <0.001 -0.0626 <0.001
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D250 -0.0104 <0.001  -0.0635 <0.001 -0.000889 <0.001
Coccinellids  Orchards -0.734 <0.001 0.0143 <0.001 -1.73 <0.001
DO -0.131 <0.001 -0.0192 <0.001 -0.237 <0.001
D20 -0.982 <0.001  0.0198  <0.001 -5.15 <0.001
D50 -3.47 <0.001 -0.144  <0.001 -7.03 <0.001
D250 -0.414 <0.001 -5.80 <0.001 -0.0920 <0.001
Spiders Orchards -0.292 <0.001 0.0326  <0.001 -0.757 <0.001
DO -0.155 <0.001 0.00176 <0.001 -0.319 <0.001
D20 0.499 <0.001 -0.0148 <0.001 0.387 <0.001
D50 -2.77 <0.001  0.0723  <0.001 -6.47 <0.001
D250 0.830 <0.001 -5.01 <0.001 -0.105 <0.001
Carabids Orchards -1.090 <0.001 0.05693 <0.001 -2.71 <0.001
DO -0.186 <0.001 0.00476 <0.001 -0.396 <0.001
D20 -2.24 <0.001 0.00184 <0.001 -5.76 <0.001
D50 -1.86 <0.001 -0.0411 <0.001 -3.60 <0.001
D250 -0.294 <0.001 0.217 <0.001 -2.13 <0.001

Graphs captions

Fig. 1 Mean number of aphids and mummies in sampled colonies every two weeks for two seasons. In the
first season (2017) were evaluated only orchards with P. coccinea (a, b, ¢, d) while in the second season
(2018) were assessed orchards with and without P. coccinea (e, f, g, h). Sampled colonies were located at 20,
50 and 250 m (D20: dotted grey line, D50: dotdash black line, D250: grey longdash line) from the edge (DO:
black solid line) or from the P. coccinea (P: black solid line). Vertical lines indicate the mean 50%
accumulated population for each of the treatments

Fig. 2 Results of total abundance encounter in apple orchards with and without P. coccinea over time (a and
b: Aphelinus mali, syrphids, carabids, coccinellids and spiders; ¢ and d: abundance of earwigs without and
with P. coccinea at the apple orchard)

Fig. 3 Results of total abundance encounter in apple orchards with and without P. coccinea at different
distances (DO: 0 m; D20: 20 m; D50: 50 m; D250: 250 m) from the edge (controls) or from the P. coccinea (a
and b: Aphelinus mali, syrphids, carabids, coccinellids and spiders; ¢ and d: abundance of earwigs without and

with P. coccinea at the apple orchard)
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Fig. 4 Results (mean+SE) of parasitism rates on apple sentinel plant traps (a) and parasitism rates by A. mali
resulted from two samplings of E. lanigerum colonies at eight apple orchards with Pyracantha coccinea at the
edge (b). Also, results of fitness parameters (days to emerge (c), days alive (d) and sexed adults (e)) of
Aphelinus mali in exposed apple sentinel plant traps. All apple sentinel plant traps were with a colony of
Eriosoma lanigerum located at the centre (black bar) and under the P. coccinea (white bar), three times in the

season (November, January and March). November showed no results
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Capitulo 4: Discusion.

En este estudio se evalué la capacidad de P. coccinea para incentivar el control biolégico de
Eriosoma lanigerum, incluyendo el efecto de la distancia desde el borde (o cerco vivo) y su evolucion en el
transcurso de la temporada.

De los 6 enemigos naturales evaluados en campos con y sin P. coccinea, se pudo observar
diferencias en el incentivo a estos enemigos naturales, observando efectos positivos, negativos o neutrales
sobre la abundancia de los diferentes enemigos naturales. Asi, por ejemplo, el principal controlador biologico
del pulgén lanigero, A. mali, realiz6 de manera anticipada el control bioldgico en los campos con cerco vivo.
De hecho, el mayor efecto de control bioldgico sobre E. lanigerum fue realizado por el parasitoide A. mali
porque resultd ser el enemigo natural con mayor presencia en las colonias a lo largo de toda la temporada.
Como destaca Griffin et al., (2013) en la cadena trofica, a la hora de evaluar la importancia de los enemigos
naturales que ejercen el control bioldgico sobre una plaga, existiran algunos que tienen una mayor relevancia
que otros, por ende, la presencia del depredador mas eficiente es clave en los sistemas productivos. Esta
eficiencia en el control del pulgdn lanigero varia segun la zona geografica, por ejemplo, en Estados Unidos
los sirfidos parecieran ser el principal enemigo natural (Gontijo et al., 2012). Mientras que en Australia y
Nueva Zelanda se destaca la reparticion del nicho entre la tijereta y A. mali (Nicholas et al., 2005).
Finalmente, en China, A. mali seria el enemigo natural més eficiente (Zhou et al., 2014).

Luego, en el transcurso de la temporada, cuando empez6 a aumentar la abundancia de A. mali, este
generd una presion tan potente sobre E. lanigerum que fue el Gnico enemigo natural presente en las colonias
de E. lanigerum. Se realiz6 un experimento preliminar que intentaba esclarecer el efecto de control biol6gico
sobre las colonias de pulgdn lanigero, realizado por un lado por su parasitoide y por otro, el de los
depredadores (ANEXO 2, “cono de exclusién”). Esto no se pudo evaluar debido a que las colonias recién
establecidas de E. lanigerum eran rapidamente parasitadas por A. mali, sin dejar tiempo para la depredacion.
Esto convierte al parasitoide A. mali, en un excelente competidor por el recurso que es E. lanigerum,
principalmente por su capacidad para encontrar a la plaga por mas pequefia que sea su colonia

La tasa de parasitismo se vio favorecida en los campos con P. coccinea, sobre todo en la distancia 20

m que era la distancia mas proxima al cerco vivo. Mientras que, en los campos sin cerco vivo, no se
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observaron diferencias en las tasas de parasitismo. Si bien no hubo diferencia significativa entre las
abundancias del pulgon lanigero a diferentes distancias se tendia a dar una mayor abundancia de E. lanigerum
cerca del cerco vivo y por ende el rango del parasitismo también lo era.

Luego durante el transcurso de la temporada, fue posible observar que en los campos con P.
coccinea el pulgdn lanigero aparecia en promedio un mes antes que en los campos sin cerco vivo. Esto por
supuesto, que generd un aumento en la poblacién de su parasitoide, lo curioso fue que, si comparamos con los
campos control, el momento de maximo parasitismo ocurre a mediados de marzo, al mismo tiempo para
ambos tratamientos (campos con y sin P. coccinea). Esto nos lleva a pensar que el simple hecho de tener
presente al enemigo natural desde temprano en la temporada, por si solo no es suficiente para generar el
control bioldgico deseado y que de acuerdo con su biologia requiere ciertas condiciones climaticas para
alcanzar cantidades poblacionales suficientes que permitan generar el maximo de parasitismo posible. Esto va
en linea con lo que Trimble et al., (1990) sefialan, ya que se refieren al caso particularmente de la eficiencia
en el parasitismo de A. mali y como ésta aumentaba considerablemente cuando la raza utilizada en el control
bioldgico poseia un umbral térmico més cercano al umbral térmico de E. lanigerum. De esta manera, la
cantidad de generaciones producidas por la plaga no era tan superior a la de su controlador bioldgico.

Esto dificulta enormemente el poder definir el efecto del cerco vivo como potenciador del
controlador biol6gico, dado que realmente lo que P. coccinea esta haciendo es hacer que en los campos de
manzanos con P. coccinea exista una tendencia a tener una mayor abundancia de pulgén lanigero en las
distancias mas proximas al cerco vivo. Si bien Ortiz-Martinez et al., (2013) destaca que esto es poco probable,
ya que existe una baja supervivencia cuando colonias de pulgén eran cambiadas de P. coccinea a manzanos.
Al parecer esta baja supervivencia, alcanza a ser suficiente para generar una migracion de pulgones lanigeros
desde el cerco vivo hacia el manzanar. Esto no seria problema si el control de los enemigos naturales fuera
también a la vez potenciado, pero, asi como para A. mali y aracnidos el efecto de P. coccinea podria ser
potenciador, para tres enemigos naturales su efecto fue neutral, es decir no hubo diferencia en las abundancias
entre campos con o sin cerco vivo. De echo, en el caso de la tijereta, la presencia de P. coccinea fue negativa.

En el caso de la tijereta, se pudo observar como en la distancia 0 m en los campos con P. coccinea la
tijeretea disminuia considerablemente su abundancia. Mientras que en los campos sin P. coccinea, las

poblaciones de tijereta no mostraban diferencias significativas entre distancias. Esto se puede explicar porque
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dentro de la canopia de P. coccinea también se desarrollaban aves, las cuales son conocidas depredadoras de
las tijeretas (Moerkens et al., 2009).

Por otro lado, para otros enemigos naturales como las arafias, la canopia de P. coccinea resultaba
ideal para depredar (Schmidt y Tscharntke, 2005) observandose un efecto positivo en su abundancia. Para el
resto de los enemigos naturales, sirfidos, coccinélidos y carabidos, en general su abundancia fue siempre
mayor en los margenes de los cultivos, independiente de la presencia o ausencia de P. coccinea, por ello su
efecto fue neutro. Esto no debe llamar la atencion, debido a que todos estos depredadores tienen un amplio
rango de presas y gran movilidad, por lo cual, prefieren zonas de alta diversidad (Tscharntke et al., 2005). En
el caso de los sirfidos, esto quedd demostrado con el aumento en la abundancia en todas las distancias al
inicio de la temporada (noviembre y diciembre) coincidiendo con la mayor diversidad de floracién herbacea
presentes en los campos y sus alrededores (ANEXO 1).

Es posible que una de las razones, por la cual, el pulgdn lanigero persista por mas tiempo en P.
coccinea y logra mantener poblaciones en promedio més altas que en el manzanar, es porque al tener esta
planta un uso de cerco vivo se encuentra a la orilla de caminos, los cuales son transitados constantemente por
vehiculos haciendo que la planta quede cubierta de polvo. Como sefiala Ebeling (1971) en esas condiciones de
polvo, el control bioldgico de los enemigos naturales es peor porque estos pasan mas tiempo de su vida en
procesos de higiene para remover las particulas de polvo que en actividades de parasitismo y cupula. Otra
razén complementaria podria ser que el cerco vivo estimula la presencia de aracnidos, por lo cual, eso podria
generar una depredacién intragremio y hacer por consiguiente disminuir el control biol6gico total sobre el
pulgdn lanigero. De hecho, en la distancia 0 m, en los campos con P. coccinea, se observé una menor
abundancia de sirfidos en relacién con las distancias 20 y 50 m en el manzanar. Seria interesante poder
determinar si esta caida en la abundancia de sirfidos en la distancia cero podria estar vinculada con el
aumento de la abundancia de los aracnidos. Es importante destacar que en la cuarta distancia (distancia 250
m) la abundancia de sirfidos fue ain menor, pero como se sefialo anteriormente, los sirfidos se mueven
preferentemente en zonas mas biodiversas porque buscan polen y néctar, por ello, en los campos sin P.
coccinea la mayor abundancia de sirfidos se encontraba en la distancia 0 m.

Queda en evidencia las altas interacciones que nos ofrence el sistema biol6gico asociado al pulgon

lanigero, de hecho, Gontijo et al., (2015) destacan el aporte de varios de los enemigos naturales (tijeretas,
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sirfidos, coccinélidos, aracnidos, neurdpteros, entre otros) en el control del pulgén lanigero, pero en esta
investigacion pudimos constatar la presencia directa en colonias de E. lanigerum a solo 3 enemigos naturales
(A. mali, coccinélidos vy sirfidos). Es importante destacar, que la tijereta también pudo tener un efecto no
medido en esta tesis, debido a que este insecto posee habitos nocturnos y las mediciones en terreno fueron
realizadas de dia.

De todos los enemigos naturales, la tijereta fue el EN con mayor abundancia, seguido muy de lejos
por sirfidos, aracnidos, carabidos, coccinélidos y A. mali. Impresién causan los 10.142 individuos de
forficulas capturados, en contraste con los sirfidos que los siguen con 1.172 individuos. Esto se explica
porque del total de tijeretas, el 95% se concentra en dos campos, los cuales, eran los Unicos manejados de
manera organica. El que estos campos tengan manejos organicos resulta clave para poder explicar las altas
abundancias de las tijeretas, porque como sefiala Gobin et al., (2006) las tijeretas son muy susceptibles
poblacionalmente a cualquier perturbacién dado su ciclo univoltino y que poseen una baja resistencia a
pesticidas (Nicholas et al., 2005).

Debido a lo anterior, la idea es fortalecer los ensamblajes de diferentes tipos de enemigos naturales
para un control mas efectivo de E. lanigerum. Esto podria resultar muy Gtil ya que, A. mali aumenta su
abundancia mas tarde en la temporada (Lordan et al., 2015a; Gresham et al., 2013; Nicholas et al., 2005). Sin
embargo, tal como lo documenta Lordan et al., (2015a) E. lanigerum comienza a aumentar su migracion
recién en noviembre y diciembre (meses transformados en su equivalente para el hemisferio sur); para ir
apareciendo en el cultivo a finales de diciembre y ya a finales de enero, se pueden ver buenos niveles de
parasitismo en los campos con P. coccinea. Esto permite coincidir con lo sefialado por Nicholas et al., (2005),
quien plantea que el control biol6gico al inicio de la temporada seria realizado por sirfidos y coccinélidos
principalmente, luego empieza a aumentar la cantidad de A mali, el cual por su alta capacidad para encontrar a
la plaga terminaria por generar un excelente control de la plaga. Resulta clave considerar, que a inicios de
temporada exista algin tipo de control biolégico o quimico del pulgén lanigero, debido a que a A. mali
comienza en la temporada con abundancias bajas y al ser una microavispa, no es eficiente controlando
colonias grandes que adquieren una forma circular (Mueller, 1992).

En conclusion, la presencia de P. coccinea puede ser vinculada con el aumento en la abundancia de

A. mali y arédcnidos, la neutralidad en el caso de sirfidos, carabidos, coccinélidos y la disminucién de la
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tijereta. Como A. mali es el principal enemigo natural del E. lanigerum podria ser que el establecimiento de P.
coccinea en las periferies y dentro del huerto para formar verdaderos corredores bioldgicos, podria servir para
incrementar el control biolégico. Con respecto a este manejo, se vislumbran dos problematicas por resolver,
una es que este manejo de incorporar P. coccinea por si solo pareciera no ser suficiente para adelantar el
control biolégico del pulgon. Por lo cual, propuestas debiesen ser generadas que busquen evaluar la
factibilidad de mantener una cantidad de plaga en el cerco vivo, para que no alcance umbrales tan elevados
convirtiendo al cerco vivo en una fuente de plaga y a la vez, es necesario evaluar la liberacién temprana de A.
mali con técnicas de control biolégico aumentativo. La segunda problematica, tiene relacién con la falta de
informacién en cuanto a los grados dias que las razas de A. mali poseen en Chile necesitan para desarrollarse,
este factor es clave de determinar, para asi poder evaluar la posibilidad de utilizar aquella raza mas eficiente

en el control bioldgico.
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ANEXOS:

1) Anexo 1: Numero de especies de flores en promedio en los campos.
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2) Anexo 2: Trampas utilizadas en terreno.

B sin P. coccinea

M con P. coccinea

En la parte central de la imagen
se ve un arbol de manzano con
cinco ramas marcadas con cintas
de color naranja para muestrear
abundancia y parasitismo del
pulgon lanigero. En las imagenes
de los costados se muestra en
color azul, la trampa de cartén
corrugada corcheteada a la base
del éarbol / color morado, la
trampa pitfall para ardcnidos y
carabidos que se enterrada en el
suelo / color amarillo; la trampa
himeda para atrapar sirfidos y
color negro, el cono de exclusion
para desarrollar dentro una
colonia de pulgon lanigero
protegida de enemigos naturales.
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