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RESUMEN

En la actualidad existen variados estudios sobre el control biolégico que otorgan los enemigos
naturales para la supresién de plagas, aunque muchas veces estos son afectados por el
ecosistema que los rodea, del cual necesitan multiples recursos para que ejerzan su accién como
controladores biol6gicos. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud la relevancia de como
paisajes mas complejos que rodeaban a los huertos de manzano (Malus domestica Borkh),
tendrian mayor frecuencia de depredacién del pulgén lanigero del manzano (Erisoma lanigerum,

Hausmann) y accion sobre el control biolégico.

Entonces, el estudio se realizé en 13 campos de manzano ubicados desde la zona
precordillerana al Valle Central, entre la Region de O’Higgins y del Maule. Cada uno de estos
campos estaba caracterizado segun el porcentaje de area natural y semi-natural (ASN) que lo
rodeaba. Por consiguiente, se observé 10 arboles de manzano y se recolecto a depredadores
aledafos a la colonia de Eriosoma lanigerum o sobre ella. En seguida, los individuos recolectados
se sometieron a técnicas de extraccion de ADN, técnicas de PCR simple y mdltiple, para analizar
el contenido intestinal de los depredadores. Las principales especies de depredadores que se
observaron fueron: Eupeodes rojasi (Diptera:Syrphidae), larvas de Chrysoperla sp.
(Neuroptera:Chryopidae), coccinélidos adultos (Coleoptera:Coccinellidae) y Aphelinus mali,

Haldeman (Hymenoptera:Aphelinidae).

Finalmente, se establecio la accion de enemigos naturales sobre la plaga, medidos en diferentes
variables como: abundancia de depredadores, depredacion intragremio (DIG), depredacion
intragremio coincidente (DIGc), proporcién de parasitismo, proporcién de E. lanigerum entre otras,
en relacién al porcentaje de ASN de cada campo. Sin embargo, no se encontro relacién entre
paisajes que estaban rodeados por mayores areas naturales y las variables del estudio. A pesar
de que diversas investigaciones mencionan que un paisaje complejo actuaria en beneficio de las
variables explicadas. Por lo tanto, los resultados obtenidos pueden ser atribuidos a practicas
agricolas que ocasionan un cambio en el entorno circundante a los campos y dentro de ellos,

ocasionado una repercusion negativa sobre el estudio.



ABSTRACT

At present, there are several studies on the biological control provide by natural enemies for the
suppression of pests, although these are often affected by the surrounding ecosystem, of which
multiple resources are necessary for them to exert their action as biological controllers. Therefore,
the present study evaluated the relevance of how more complex landscapes surrounding apple
orchards (Malus domestica Borkh) would have a higher frequency of predation of the woolly apple

aphid (Eriosoma lanigerum, Hausmann) and action on biological control.

The study was conducted in 13 apple orchards located from the foothills to the Central Valley,
between the O'Higgins and Maule Regions. Each of these fields was characterized according to
the percentage of natural and semi-natural area (SNA) that surrounding them. Therefore, 10 apple
trees were observed and predators were collected near or on the Eriosoma lanigerum colony.
Shortly after, the recollected individuals were subjected to DNA extraction techniques, single and
multiplex PCR techniques, to analyze the gut contents of the predators. The main species of
predators observed were: Eupeodes rojasi (Diptera:Syrphidae), larvae of Chrysoperla sp.
(Neuroptera:Chryopidae), adult coccinellids (Coleoptera:Coccinellidae) and Aphelinus mali,

Haldeman (Hymenoptera:Aphelinidae).

Finally, the action of natural enemies over the pest was established, measured in different
variables such as: abundance of predators, intraguild predation (IGP), coincident intraguild
predation (IGP-C), proportion of parasitism, proportion of E. lanigerum, among others, in relation
to the percentage of SNA in each field. However, no relationship was found between landscapes
that were surrounded by most natural areas and the explained variables. In spite of the fact that
several researches mention that a complex landscape would act in benefit of these variables.
Thence, the results obtained can be attributed to agricultural practices that cause a change in the

environment surrounding and inside the fields, causing a negative impact over the study.
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1. INTRODUCCION

La agricultura mundial se enfoca en la produccion de diversos cultivos agricolas para el sustento
de la poblacién. Estos son desarrollados mediante diferentes sistemas productivos, ya sean
intensivos u organicos, los que son adoptados por cada productor segun los recursos que posea

y objetivo comercial del huerto.

El sistema intensivo es el que mas se observa en la actualidad y se estima que fue aumentando
desde 1940 (Ginocchio et al., 2019). Segun FAO (Food and Agriculture Organization), 2004, el
sistema intensivo es catalogado como benefactor para la produccion mundial de alimentos,
siendo necesario implementar en instancias de rapido crecimiento de la poblacién. Sin embargo,
este sistema adopta préacticas intensivas, abarcando grandes superficies (sistemas extensivos) y,
el uso excesivo de insumos (agua y agroquimicos), restringiendo asi, la posibilidad de convivencia

con otras especies vegetales que no son de interés productivo (Ginocchio et al., 2019).

Por otro lado, la agricultura organica se enfoca en la disminucién de la utilizacién de insumos,
mediante reciclaje y manejo eficiente de materiales y energia, estableciendo un equilibrio
ecolégico, y héabitats para organismos benéficos, que mantendran la diversidad del agro-
ecosistema (INIA, 2007).

La zona norte-central de Chile presenta condiciones climaticas que permiten el desarrollo de la
agricultura intensiva y especialmente la fruticultura. Estas condiciones se deben a la presencia
del clima Mediterraneo, caracterizado por una marcada estacionalidad (Ginocchio et al., 2019).
Esta zona presenta una biodiversidad, con elevados porcentajes de especies endémicas (Cox
and Underwood, 2011).

Basado en el estudio de Ortiz-Martinez et al., (2019), el aumento de la diversidad de las plantas
a escala de campo y de paisaje puede proporcionar estabilidad y resistencia al agro-ecosistema.
Esta diversidad de plantas promueve las interacciones bioldgicas entre los enemigos naturales y
las plagas. Por ende, es necesario de originar practicas que se enfoquen en la diversificacion,
conservacion de zonas que sean productivas, y areas de vegetacién espontanea cercanas a
zonas cultivadas. De esta forma se garantizan mayores niveles de biodiversidad funcional y
servicios ecoldgicos que ellas otorgan (Dubrovsky et al., 2017), implementando buenas practicas
agricolas que aporten beneficios eco-sistémicos tanto para los agricultores como para el

medioambiente (Chappell y La Valle, 2011).



El control biol6gico en un ecosistema diversificado, permite que los enemigos naturales de las
poblaciones de insectos fit6fagos, sean reducidas, para minimizar el dafio a los cultivos de
importancia agricola. El paisaje que rodea a los cultivos es un factor importante que puede influir
en el servicio eco-sistémico de control biolégico. Varios estudios indican que el control biolégico
se ve afectado por el entorno del paisaje y la composicion de este, perturbando la dispersién de
insectos en los campos agricolas (Bianchi et al., 2006; Chaplin-Kramer et al., 2011). Estudios de
Thies (1999), Bianchi et al., (2006) y Clemente-Orta y Alvarez, (2019) afirman que en paisajes
complejos existen plantas que proporcionaran refugio a enemigos naturales, recursos y fuentes
alternativas que ayudan a incrementar su poblacion. De esta forma los habitats seminaturales
proporcionan recursos para que los enemigos naturales ejerzan la accién de control biolégico y
otros insectos también favorezcan la polinizacién. Estos recursos incluyen el refugio para la
hibernacion, lugares de cria, alimentos y un entorno protegido de los laboreos agricolas (Landis
et al., 2000; Bianchi et al., 2006; Holland et al., 2017; Clemente-Orta y Alvarez, 2019).

En Chile el pulgén lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum) es una plaga importante de este
cultivo (Rojas, 2005). Esta plaga forma colonias en raices, tronco, cuello, ramas y frutos del
manzano, causando dafio principalmente por la succién de la savia del arbol. Ademas, el pulgén
lanigero del manzano se considera como plaga cuarentenaria en varios paises, produciendo
rechazos de exportaciones (INIA, 2017). Para realizar el control biologico de esta plaga en 1921
se introdujo en forma exitosa la avispa parasitoide Aphelinus mali (Rojas, 2005). Asimismo,
existen depredadores de la familia Coccinellidae que actiian como controladores bioldgicos de E.
lanigerum (Aguilera, 2013). También se han detectado especies de Syrphidae (Gontijo et al.,
2012) y larvas de Chrysoperla sp. (Chacén-Fuente et al., 2018) depredando a pulgones. Por
consiguiente, los depredadores y parasitoides podran contribuir al control bioldgico de E.

lanigerum en manzano, aportando beneficios econdémicos a los productores (Cross et al., 2015).

En la siguiente investigacion se estudié la abundancia de depredadores (coccinélidos y otros)
que se alimentan de E. lanigerum, para establecer el efecto del paisaje sobre el control biolégico
de esta plaga, en cultivos de manzanos de la zona Central de Chile. Se utilizaron técnicas
moleculares como analisis de ADN del contenido intestinal de depredadores del pulgén lanigero
del manzano para determinar la frecuencia de deteccion de eventos de alimentacién sobres esta

plaga, y de interacciones negativas como la depredacion intragremio entre enemigos naturales.



A continuacién, se plantea la hipétesis y objetivos del presente estudio:

1.1 Hipdtesis

Los huertos de manzano insertos en paisajes mas complejos (mayores porcentajes de area
natural) tienen mayor frecuencia de depredacion de Eriosoma lanigerum, medido como frecuencia

de deteccién molecular intestinal de pulgdn lanigero en depredadores generalistas.

1.2  Objetivo general

Determinar la frecuencia de alimentacion mediante detecciéon molecular de contenido estomacal
de depredadores durante dos periodos estivales en campos de manzanos insertos en una

gradiente de complejidad del paisaje en Chile central.

1.2.1 Objetivos especificos

1) Determinar la abundancia de enemigos naturales del pulgén lanigero (E. lanigerum) en

huertos de manzanos insertos en una gradiente de complejidad del paisaje en Chile central.

2) Determinar la frecuencia de alimentacion mediante deteccién molecular de contenido
estomacal de depredadores en campos de manzanos insertos en una gradiente de complejidad

del paisaje en Chile central.



2.1

2.2

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Generalidades del manzano

El manzano (Malus domestica, Borkh), pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Maloideae.
Este cultivo presenta su origen en Asia y Kazakhstan. El manzano es un cultivo que se distribuye
ampliamente en el mundo debido a su facil adaptacion en diferentes climas y suelos (Badilla,
2016).

En Chile, el manzano se encuentra distribuido desde Valparaiso a la Araucania con 32.313 ha
en total, entre manzanarojay verde, las que disminuyeron 30.967 en el Gltimo censo agropecuario
(ODEPA, 2021).

En la actualidad, la region con mayor superficie de manzano es la region del Maule con 16.870
ha de manzana roja y 2.766 ha de manzana verde (ODEPA, 2022). Este cultivo tiene gran
importancia a nivel mundial, ya que, junto con el platano y los citricos, es uno de los frutos mas
consumidos. Por ende, la gran diversidad de variedades que existen hace que el consumo de la

manzana se lleve a cabo durante todo el afio (Badilla, 2016).

Segun un estudio realizado por el Centro de Pomaceas de la Universidad de Talca (Yuri et al.,
2020), indica que Chile es un exportador lider en el hemisferio sur e importante exportador de
manzanas frescas a nivel mundial, exportando méas de 750 mil toneladas en 2019. No obstante,
este escenario podria cambiar, ya que este frutal esta siendo desplazado por el cerezo, debido a
que se ha vuelto mas rentable en estos Ultimos afios, y ademas las condiciones climaticas estan
siendo cada vez mas desfavorables para el cultivo del manzano. Por consiguiente, es afirmado
lo anteriormente mencionado, ya que las exportaciones disminuyeron a 636.145 ton para el afio
2021 (ASOEX, 2021).

Plagas del manzano

Las principales plagas que atacan al cultivo del manzano son: polilla de la manzana (Cydia
pomonella), escama de San José (Diaspidiotus perniciosus), pulgdén lanigero (E. lanigeum
(Hausmann)), chanchito blanco (Pseudococcus viburni), arafiita roja europea (Panonychus ulmi)
y arafiita bimaculada (Tetranychus urticae) (Gonzéalez, 1989). Sin embargo, el boletin técnico de

la Universidad de Talca (2017), sefiala que existen nuevas plagas emergentes en el manzano,



una de ellas es el Gusano del tebo (Chilecomadia valdiviana) (Lepidoptera: Cossidae), que es
nativa de Chile. Similarmente, otra especie que desde las temporadas 2015-2016 ha registrado
rechazos cuarentenarios en manzano es la polilla de dlamo (Leucoptera sinuella) (Lepidoptera:

Lyonetiidae).

2.2.1 Pulg6n lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum)

El pulgén lanigero del manzano, Eriosoma lanigerum, Hausmman,1802 (Hemiptera: Aphididae)
es nativo de América del norte, donde usa a la especie Ulmus americana como huésped primario.
Sin embargo, cuando se introdujo el manzano (Malus domestica), el pulgdn inicio la colonizacion
del manzano como huésped secundario. Luego, esta plaga se adapté para sobrevivir en el
manzano todo el afio y se propago en todo el mundo (Gontijo et al., 2012). Actualmente esta
plaga presenta una amplia distribucién mundial, y en Chile se presenta desde la | a la XI Region
(Artigas, 1994).

En nuestro pais, los ataques del pulgén lanigero se produjeron antes de 1920, provocando la
muerte de arboles de manzanos, ocasionando que muchos productores se inclinaran por cultivar
otras especies de frutales que no fueran susceptibles al pulgén lanigero. Sin embargo, en el afio
1921 se introdujo un controlador biol6gico para el pulgén lanigero, la avispa parasitoide Aphelinus

mali, que en corto tiempo mostro su eficacia en el control de esta plaga (Rojas, 2005).

Los pulgones son insectos de tamafio pequefio de 3 mm de largo, que se alimentan de las
plantas con su aparato bucal picador-chupador, succionando de la savia de la planta. Su
reproduccién es asexual (partenogénesis), donde una hembra de pulgon es capaz de parir
individuos vivos sin necesidad de fecundacién (Mifiarro, 2011; Devotto, 2017). Esta plaga es
identificada como plaga primaria en el manzano, produciendo la disminucion en la disponibilidad
de nutrientes como nitrégeno, fésforo y potasio en el tejido vegetal, y, por lo tanto, alteraciones

en formacion de ramas, hojas y frutos, debilitando a la planta (Vigueras, 2016).

La caracteristica distintiva de E. lanigerum es que puede formar colonias con gran lanosidad
de color blanquecino, esto permite que se puedan alimentar conjuntamente de su hospedero,
provocando la deformacion de tipo tumorosa en ramillas del arbol (Aguilera y Rebolledo, 2013).
La localizacién de esta plaga es principalmente en colonias bajo el suelo durante el invierno y

también en el cuello (produciendo agallas) o bien en grietas profundas en el arbol.

Una de las dltimas caracteristicas de la especie es que posee individuos sin alas (apteros), y

también individuos alados (Devotto, 2017). Luego, al comenzar la primavera suben a través del



arbol, llegando hasta los brotes mas nuevos, alimentandose de ellos. Finalmente, en el periodo
de crecimiento del fruto se puede producir un dafio cosmético ya que, en laboreos del huerto al
mover el follaje del arbol se caen las colonias de pulgones sobre el fruto y se adhieren a este

produciendo como dafio secundario hongos sapréfitos que manchan los frutos.

2.3 Manejo inteqgrado de plagas (MIP)

En la actualidad los consumidores y otras organizaciones han adoptado mayor conciencia
ambiental, con el fin de contribuir a una produccion agricola que beneficie al medio ambiente y al
ecosistema (Ginocchio et al., 2019). Pero, los productores convencionales optan por practicas
agricolas de rapida accion, como el uso de plaguicidas, puesto que, pueden manejar rapidamente
grandes superficies cultivadas. Sin embargo, diversos autores sefialan que el uso de los
plaguicidas ocasiona graves conflictos socio-ambientales (Souza, 2007; Fortunato, 2015).
Ademas, la aplicacion de insecticidas, puede tener un impacto negativo en los enemigos
naturales, debido a que los enemigos naturales poseen un menor grado de resistencia a estos
productos (Biddinger y Hull 1995; Jonsson, 2012; Krauss, 2011; Markd, 2009, 2017).

Desde hace algunos afios se ha promovido el uso de diferentes métodos para el control de
plagas, como el control cultural, fisico, mecanico, quimico, biol6gico y genético (Jiménez, 2009),
que se consolidan y llevan a cabo con el Manejo Integrado de Plagas (MIP), que data desde los
afos 90’, impulsado por la FAO (Huis et al., 1990).

El MIP busca enfocarse en el control de las plagas agricolas, haciendo que el impacto sobre el
medio ambiente sea menor, beneficiando la salud humana. Por consiguiente, mediante el MIP es
necesario recurrir a nuevas herramientas, que otorguen un buen manejo de plagas, tales como:
practicas culturales que desfavorezcan la propagacion de esta, interviniendo en el manejo
ambiental, empleo de especies de cultivos resistentes a las plagas, utilizacién de control biol6gico
(uso de enemigos naturales para disminuir el umbral de dafio de la plaga), monitoreo de plagas
y enfermedades. Por Ultimo, sera necesario recurrir al uso de productos quimicos cuando la plaga
sobrepase el umbral de dafio econdémico (Beers et al., 1993; Blake et al., 2007; Kennedy, 2008).

2.4 Control biolégico (CB) y Control biolégico de conservacion (CBC)

El control biologico en Chile ha sido desarrollado desde la introduccién de la avispa Aphelinus
mali (Haldeman) (Hymenoptera: Aphilinidae) en control del pulgén lanigero del manzano, en el
afio 1921, obteniendo un exitoso resultado (Rojas, 2005).



El control biol6gico es el efecto positivo de los agentes de control bioldgico sobre las labores
humanas, alcanzada por medio de efectos negativos de manera directa o indirecta de estos
controladores biol6gicos sobre las poblaciones de una o varias especies de plagas y/o
enfermedades de las plantas (Heimpel y Mills, 2017). Entonces, el objetivo de los enemigos
naturales es combatir plagas que ocasionan pérdidas econdémicas en el nivel de produccion de

los cultivos.

Segun Mifarro y Dapena, (2008) el control biolégico se puede llevar a cabo de tres formas; el
control biolégico clasico, control biolégico aumentativo y por ultimo el control biolégico de
conservacion. El control bioldgico clasico consiste en introducir enemigos naturales exdéticos
desde el sitio de origen de la plaga. El control biol6gico aumentativo puede ser inundativo e
inoculativo, el primero consiste en proporcionar cantidades elevadas del enemigo natural,
mientras que el segundo se basa en introducir cantidades bajas de enemigos naturales,
esperando que estas se multipliquen en el cultivo. Por tltimo, el control biolégico de conservacion
consiste en proporcionar refugios naturales para favorecer la accion de enemigos naturales sobre
las plagas.

El control biolégico de conservacion se basa en principios que contribuyen a la preservacion de
enemigos naturales por medio de conductas que modifiquen el medio ambiente para favorecer la
fecundidad, supervivencia y longevidad, facilitando el control biolégico (Landis et al., 2000; Begg
et al., 2016). Asi, el objetivo de este control biolégico es reducir aspectos negativos como las
practicas de la intensificacion agricola (arado, quema de rastrojos, aplicacion de insecticidas,
perturbaciones agricolas), diversificando el ambiente en paisajes agricolas y establecimiento de
habitats benéficos (Begg et al., 2016).

Por tanto, variados estudios se enfocan en la entrega de recursos a través de la diversificacion
de areas cultivadas, entre ellos, el abastecimiento de la alimentacion de enemigos naturales,
mediante recursos como azucar y néctar floral (Wilkinson y Landis, 2005). También, aumentar la
diversidad de cultivos en diversas escalas espaciales, provocando un aumento de enemigos
naturales (depredadores y parasitoides) y trayendo consigo un ascenso del parasitismo como

también la depredacion (Chaplin-Kramer et al., 2012).

2.5 Enemigos naturales de E. lanigerum

Entre los artrépodos que ejercen su accion como enemigos naturales de los pulgones se
encuentran las larvas y adultos de coccinélidos (Coleoptera:Coccinellidae) y de crisopas

(Neuroptera:Chrysopidae), larvas de sirfidos (Diptera:  Syrphidae), cecidémidos



(Diptera:Cecidomyiidae) y arafias (Araneae), entre otros depredadores, y diversos taxones de

parasitoides del orden Hymenoptera (Berta et al., 2002; Mifiarro, 2011; Gontijo et al., 2012).

La diferencia entre depredadores y parasitoides radica principalmente en que los depredadores
comen y matan a su presa o consumen alguna parte de ella. En cambio, los parasitoides ponen
sus huevos dentro del insecto plaga y dan lugar a las larvas que se desarrollaran alimentandose
del hospedador, causando la muerte del hospedador cuando este emerja del interior del pulgén
(Mifiaro y Dapena, 2008).

El principal parasitoide que actda como controlador biol6gico del pulgén lanigero del manzano
es A. mali, el cual es una micro-avispa que deposita uno o mas huevos en el abdomen del pulgén
donde se desarrolla solo una larva del parasitoide. Luego de un tiempo el pulgbn muere
torndndose de color negro, emergiendo de este un adulto del parasitoide, ocasionado un orificio
circular en el dorso de la momia de pulgén (FDF, 2004). Cada hembra de A. mali es capaz de
parasitar 300 afidos, los que alrededor de 20 a 25 dias estaran como “momias” y se ocasiona la

emergencia del parasitoide adulto (Rojas, 2005).

2.5.1 Coccinélidos (Orden: Coleéptera, Familia: Coccinellidae)

Los Coccinélidos pertenecen al orden Coleodptera y son identificados cominmente por las
personas como chinitas, mariquitas, catarinas y muchos otros nombres. Estos son utilizados
exitosamente como controladores biolégicos, resaltando su importancia econémica tanto en Chile

como a nivel mundial (Zudiga, 1985; Gonzalez, 2008).

En Chile las especies de la familia Coccinellidae son activas depredadoras de &fidos, y también
de otros insectos pequefios (Aguilera et al., 1970; Gonzéalez, 2008; Aguilera y Rebolledo, 2013;
Gonzalez, 2019). Aunque, referente a su dieta, en tiempos de escasez de alimentos (&fidos),

pueden completar su alimentacion con polen, &caros fit6fagos, entre otros.

Segun Gonzalez, (2008) se reconocen a 93 especies de Coccinélidos en Chile. En la actualidad,
se informa de 121 especies existentes (Gonzéalez, 2021). Sin embargo, del total de especies
descritas, solo un pequefio nimero se ha reportado alimentandose del pulgén lanigero del
manzano, como es el caso de Coccinella transversoguttata, Hippodamia convergens y Adalia
bipunctata (Walker, 1985), mientras que otros estudios han registrado a Eriopis chilensis y Adalia
angulifera como depredadores de la misma plaga (Aguilera y Rebolledo, 2013). También se ha
observado adultos y larvas de Eriopis chilensis, Adalia deficiens y Hippodamia variegata

depredando de forma activa las colonias de la plaga (Rojas, 2005).



2.5.2 Sirfido (Orden: Diptera, Familia: Syrphidae)

La familia Syrphidae incluye a las “moscas de las flores”, ya que los adultos visitan las flores
para realizar la polinizaciéon. Sin embargo, en estado larval son fitéfagas, sapréfagas y
depredadores de plagas como los pulgones (Pineda y Marcos-Garcia, 2008; Gonzalez-Moreno
etal., 2011; Ricarte et al., 2012). La familia Syrphidae acta como agente de control biol6gico de
pulgones reduciendo las densidades de las especies plaga (Adams et al., 1987; Vockeroth y
Thompson, 1987)

Segun un reciente estudio de Barahona-Segovia et al., (2021), afirma que en Chile existen 132
especies de Syrphidae, correspondiente a cuatro subfamilias; Eristalinae, Microdontinae,
Pipizinae y Syrphinae, de las cuales existe poca informacion de la totalidad de las especies que
se alimentan de é&fidos. Sin embargo, Lépez et al., (2012), descubrieron a la especie Allograpta
pulchra y Carposcalis edwarsi en estadios de larva y pupa en el cultivo de alfalfa en donde se

deduce que para realizar su ciclo completo recurren a la alimentacion de afidos en la alfalfa.

Por tanto, a pesar de que existe insuficiente informacion sobre las familias de Syrphidae que
depredan a pulgon lanigero del manzano en Chile, se ha observado en estudios del pasado a
ejemplares de Eupeodes rojasi (Marnef) controlando al pulgén lanigero del manzano
(Thompson,1999). Mientras que en Estados Unidos se ha encontrado alimentando a especies
como Eupeodes spp., Syrphus opinator (Osten Sacken) y Heringia calcarata (Loew) (Gontijo et
al., 2012).

2.5.3 Chrysoperla (Orden: Neuréptera, Familia: Chrysopidae)

La Chrysoperla sp. (Neuroptera: Chrysopidae) es un depredador generalista que posee alta
efectividad como agente de control biol6gico tanto como en cultivos de campo abierto como en
invernadero (Hagley y Miles, 1987; Menon et al., 2015). Los adultos de esta especie poseen una
elevada movilidad y tasa reproductiva (Gamboa et al., 2016), y su preferencia por el alimento se
enfoca en miel, polen y agua (Borah et al., 2012; Nadeem et al., 2014).

Otras especies como la Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) y Chrysoperla externa (Hagen,
1861) son depredadores generalistas en su estado larval (estado mas voraz) presentando una
alta movilidad, lo que le facilita el consumo de muchas presas (preferibles el consumo de presas
blandas) como el pulgén, mosca blanca, cochinillas, &caros, trips, huevos de insectos y, también
coccinélidos (Souza y Carvalho, 2002; Ulhag et al., 2006; Sarwar, 2014). Estudios de Chacon-

Fuente et al., (2018), han determinado que solo una larva de crisopa consume 200 afidos en una



semana, por lo cual son importantes para el control de plagas y su afinidad a los cultivos es

importante.

Un estudio realizado por Gontijo et al., (2012) se enfoc6 en encontrar enemigos naturales para
el pulgén lanigero del manzano, determinando que NeurOptera fue el tercer grupo de
depredadores que se encontraban en mayor abundancia en los huertos de Manzano, mientras
que en segundo lugar estaban los Coccinélidos, y en primer lugar los Syrphidae. Las especies
mas frecuentes que se encontraron eran Chysopa nigricornis (Burmeister), Chrysoperla

plorabunda (Fich) y Hemerobius sp.

En sintesis, los neurdpteros pueden ser enemigos naturales muy eficientes de la plaga en
estudio. En Chile existe muy poca informacidn sobre las especies de crisopas que controlan las
plagas. Sin embargo, segun Pulgar, (2020), menciona a Chrysoperla defreitasi (Brooks, 1994)
como la especie mas utilizada como depredador por empresas chilenas (Xilema ®, BioBee®,
Biobichos®, Control best ® y Koppert Chile®), dedicadas a proveer de insectos benéficos para la

agricultura.

2.6 Incidencia de paisajes simples y complejos en control biolégico

El control biolégico actlia principalmente cuando existen abundantes enemigos naturales para
las plagas. Esta abundancia puede depender de factores ambientales, fisicos, mecanicos u otros,
donde estaran sujetos al agro-ecosistema que rodea el lugar del establecimiento de los cultivos.
También, el laboreo de suelos e intervencion del ser humano influird en el control biolégico de
depredadores y/o parasitoides que desean cumplir su rol bioldgico, a su vez, afectando a la

biodiversidad de especies.

Entre los factores negativos que afectan a la biodiversidad se han interconectado con el cambio
de uso de suelo, la dispersion e introduccion de especies exoticas invasoras, el desarrollo
intensivo de los sectores productivos primarios, los incendios forestales y el cambio climatico
global (Ginocchio et al., 2019). Otro estudio sefiala que alusivo al cambio de los agro-
ecosistemas, la intensificacion agricola, los monocultivos, el uso continuo uso de productos
fitosanitarios y la fragmentacion de los hébitats naturales, ha concluido en la pérdida de uno de
los servicios eco-sistémicos mas importantes para la produccion agricola: el control biolégico
(Clemente-Orta y Alvarez, 2019).

Por otro lado, referente a la composicion del paisaje, algunos resultados de la expansion e

intensificacion agricola han ocasionado la simplificacion de este con pérdida de biodiversidad a
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costa de los ecosistemas naturales, resultando en pequefios fragmentos de habitat naturales
(Bianchi et al., 2006; Landis, 2017). Por lo cual, la composicién del paisaje también desempefia
un papel crucial en la determinacién de la dispersion de insectos en los paisajes agricolas (Bianchi
et al., 2006; Chaplin-Kramer et al., 2011).

Estudios, han determinado que en paisajes complejos que poseen elevados porcentajes de
habitat natural y altos indices de diversidad, proporcionan fuentes alternativas y refugios para la
supervivencia de los enemigos naturales, incluyendo plantas banqueras que otorgan refugio y un
incremento en poblaciones de enemigos naturales (Thies,1999; Bianchi et al., 2006; Clemente-
Orta y Alvarez, 2019). En resumen, la abundancia y la diversidad de los enemigos naturales
tendera a aumentar en los paisajes complejos, aunque dependera de la abundancia vegetal
diversificada al interior y entorno de los cultivos (Landis et al., 2000; Bianchi et al., 2006; Chaplin-
Kramer et al., 2011).

2.7 Depredacion intragremio (DIG) y depredacidn intragremio coincidente (DIGc)

Existen interacciones negativas, que ocasionan una competencia y depredacion entre los
enemigos naturales de las plagas, como por ejemplo la depredacién intragremio, el hiper-
parasitismo facultativo o la interferencia de comportamiento, pueden tener efectos negativos en

la supresién de plagas (Letourneau et al., 2009).

La depredacioén intragremio (DIG) se produce cuando dos especies de depredadores existentes,
competirdn por una misma presa, alimentandose al mismo tiempo de su competidor (Rosenheim
et al., 1993; Miller and Brodeur 2002), mientras que referido a los coccinélidos la DIG se
determina como el consumo de otra especie de coccinélido en estadios de huevos, larvas o

adultos.

Por su parte, la depredacion intragremio coincidente (DIG-C) existe cuando se ingiere un afido
que ya se encuentra parasitado (Traugott et al., 2012; Ortiz-Martinez et al., 2019). Sin embargo,
referente a DIG-C, son bajas las posibilidades de que los depredadores generalistas presenten
una alimentacién aleatoria de sus presas (Agusti et al., 2003; Juen and Traugott, 2007). Ya que,
si los depredadores eligiesen a sus presas, la interaccidn entre el parasitoide y el pulgdn se verian

alteradas (Traugott et al., 2012).

2.8 Anadlisis moleculares

11



Frecuentemente es necesaria la utilizacion de métodos moleculares para estudiar las
interacciones entre depredadores y sus presas, puesto que mediciones directamente en el campo
como observacion directa pueden resultar poco efectivas, ya que los depredadores son pequefios
y también cripticos (Gémez, 2014). De esta forma se han desarrollado métodos de identificacion
de ADN y andlisis del contenido intestinal de depredadores, los cuales son aplicados tanto con el
fin de detectar ADN de la presa ingerida por el depredador, determinando la eficacia de
depredacion y la potencial accion del control biolégico (Harwood and Obrycki, 2005; Sheppard
and Harwood, 2005; Gariepy et al., 2007; Symondson y Harwood, 2014; Ortiz-Martinez et al.,
2019).

De esta forma se utilizod el método de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la cual se
divide en PCR simple y PCR multiple. En la primera se utilizan pares de cebadores que
amplificaran un fragmento especifico, mientras que la PCR multiplex se utilizan mas de un par de
cebadores para amplificar conjuntamente en una misma reaccién varios fragmentos de ADN
(Traugott et al., 2013).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del ensayo

La zona de estudio se ubico entre las Regiones de O’Higgins y del Maule. Basado en un andlisis
previo del paisaje se generaron tres cuadrantes que corresponden a las comunas de Codegua,
Chimbarongo y Molina respectivamente. En cada cuadrante se calificaron a los campos en tres
categorias segun su porcentaje de area natural y semi-natural (ASN) circundante a 1 km a la
redonda (incluyendo cultivos perennes, anuales y construcciones). De este modo los campos

seleccionados constituyen una gradiente de complejidad del paisaje.

El entorno a los campos seleccionados presentaba porcentajes de area natural y semi-natural
que abarcaron desde los 9% hasta un 79% de ASN basado en el mapa de cobertura de Suelos
de Chile 2014 (zZhao et al., 2016; Hernandez et al., 2016).

3.1.1 Disefno experimental

Para la categorizacion de los huertos de manzano y determinacion de la complejidad del paisaje,
se utilizaron gradientes desde campos rodeados en la mayoria por explotaciones agricolas a
campos rodeados por vegetacion natural. Los huertos fueron divididos en tres cuadrantes
geograficos en el Valle Central; el cuadrante N°1 corresponde a huertos agricolas establecidos
en la provincia de San Fernando, el cuadrante N°2 a predios ubicados en la comuna de Romeral,
y finalmente el cuadrante N°3 a predios ubicados en la comuna de Molina. A su vez, cada
cuadrante se subdividié en tres categorias basado en el porcentaje de vegetacién natural que lo
rodeaba, siendo la categoria 1 campos rodeados por porcentajes de vegetacion natural que van
desde 0-35%, categoria 2 entre 35-70%, y la categoria 3 que corresponde a campos rodeados
por mas de 70% de vegetacion natural.

Por consiguiente, el area que se considerd para estimar los porcentajes de vegetacién natural
estuvo basada en un buffer de 1 km de diametro alrededor del punto de muestreo dentro de cada
predio.

3.1.2 Especificaciéon de la composicion del paisaje en torno alos campos de estudio
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Los huertos seleccionados estaban aledafios a parches de cultivos permanentes y/o anuales,
como también presencia de ambientes naturales y elementos fabricados, como lo son

construcciones.

Cada campo se geo-referencid y los datos fueron almacenados en el software QGIS. Este
software es un sistema de informacién geografica para la obtencion y analisis de datos
geoespaciales, definiéndose como el conjunto de datos, metodologias, hardware, entre otros, que

hacen posible el andlisis de datos geograficos (Duarte et al., 2021).

Se utilizaron mapas de Google Earth y se estudiaron buffers de 1000 m de diametro alrededor
de los campos seleccionados. También se dibujo cada campo, calculando el centroide para cada
uno de estos. Finalmente, con las visitas que se sostuvieron en terreno se complementé la

informacion de las fotos satelitales (obtenidas de Google Earth) del entorno a los campos.

A continuacién, se muestra la clasificacion de los parches y matriz del paisaje, que se
clasificaron en las siguientes categorias:

a) Semi-natural: a toda aquella superficie que presentard frutales, cultivos permanentes,

praderas naturales, bosques, bordes, rios, cerros y areas sin cultivar.

b) Cultivos anuales: a toda zona que posee cultivos anuales, correspondiendo a trigo, papa y
leguminosas.

c) Construccion: a todo lugar que presente alguna estructura artificial, como casas, galpones,
edificios, etc.
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Cuadrante 1
. Cat 1 {0%-35%)
Cat 2 (35%-70%)

Cat 3 (70%-100%)

L . Campo de
recoleccidon

Figura 1. Mapa de QGIS incluyendo al cuadrante N° 1. *Cat: categoria, que es el porcentaje
de vegetacion natural que rodea el huerto, *Cuadrante 1: campos pertenecientes a la provincia

de San Fernando, *Campo de recoleccién (toma de muestras).

3.1.3 Evaluaciones en el campo

Las evaluaciones se llevaron a cabo en la zona centro-sur de Chile, época de primavera
(septiembre-diciembre), dado que emergen las primeras hembras apteras del pulgén lanigero del
manzano, que han invernado en las grietas de la planta, corteza o en el cuello del arbol (Brown
et al., 1994). Puesto que las poblaciones de la plaga continlGan activas hasta el otofio, se tomé
muestras en intervalos de 7 dias de los depredadores en el mes de diciembre y marzo de la
temporada 2020-2021. Ademas, la abundancia de coccinélidos se incrementa desde diciembre,
produciéndose los maximos en los meses de febrero y marzo (Pefialver-Cruz et al., 2019). Las
evaluaciones se basaron en la colecta de coccinélidos, pero también larvas de sirfidos

(Diptera:Syrphidae), y otros depredadores secundarios que se encontraron.

3.2 Colectadirecta de las muestras

Los métodos que se requirieron para recolectar depredadores fueron de colecta directa. Esta
consistié en colectar de forma activa a los insectos con ayuda de instrumentos o herramientas

(Marquez, 2005). Por lo tanto, para obtener la abundancia de depredadores del pulgén lanigero
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del manzano se requiri6 de la colecta manual y blusqueda de depredadores aledafios a las

colonias de pulg6n lanigero del manzano.

3.2.1 Colecta de depredadores de E. lanigerum

En primera instancia, en cada huerto se seleccionaron 10 arboles al azar, y de cada arbol un
total de 10 brotes. Luego se observé la presencia de coccinélidos que pudieran estar
alimentandose en la colonia de la plaga o cercanos a ella, en el arbol. Una vez identificado los
depredadores en las partes mencionadas del arbol, se realizé la recoleccion manual de estos
usando bandejas entomolégicas. Luego, se introdujo la muestra, con la ayuda de un pincel en
tubos de centrifuga tipo Eppendorf, estériles y secos de 1,5 ml a temperatura de 0°C (en cooler),
durante 6-7 horas antes de ser ingresados a -80°C. Luego cada muestra se identifico
morfolégicamente, se contabilizaron las especies recolectadas y finalmente se sometieron a

analisis molecular.

3.3 Identificaciéon de especies

Este proceso se llevo a cabo en el laboratorio de Control Biolégico, del Instituto de Ciencias
Biolégicas (ICB), perteneciente a la Universidad de Talca. Aca se determind la abundancia y
especie de enemigos naturales del pulgén lanigero del manzano y también, la frecuencia de

alimentacion mediante deteccién molecular de contenido estomacal de depredadores.

Cada muestra de campo fue lavada con solucién de cloro al 10% y luego limpiada con agua
destilada con la ayuda de una micro pipeta. Este proceso de lavado fue realizado para evitar

contaminacion de otras presas en la superficie de cada insecto.

Posteriormente, se realizé la identificacion de las muestras. Este proceso se dividié en dos
partes, en muestras identificadas y no identificadas. Primeramente, las muestras que se
identificaron taxonémicamente fueron las de estado adulto de (Coleoptera:Coccinellidae),
mediante el uso de lupa estereoscdpica, con la ayuda de claves a nivel de especie establecidas
por Gonzalez (2006). Mientras que, las muestras que no eran identificadas taxonémicamente a
nivel de especie, como larvas de Diptera:Syrphidae y de Neuroptera:Chrysopidae, se sometieron
a un corte de pata o seccion lateral del cuerpo, mediante el uso de bisturi estéril. De ahi, a partir
de cada una de las muestras (cuerpos completos y patas, seccion lateral del cuerpo) se realizd
la extraccién de DNA, utilizando “Cell and tissue DNA isolation Kit” (Norgen Biotek Corp, Ontario,

Canadd).
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Las muestras que no fueron identificadas taxonémicamente (larvas de dipteros y crisopas),
fueron sometidas a la técnica de barcoding, para lo cual se realizé un PCR para amplificar la
region conservada de la citocromo oxidasa | (COI), utilizando los partidores LCO1490 5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ y HCO2198 5-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' (Folmer et al, 1994). La verificacion de la
amplificacion fue realizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en Buffer TAE 1X
en un campo eléctrico de 100 V durante 1 hora. Luego, los productos de PCR fueron enviados a
MACROGEN Corea, para su secuenciacién. La secuencia resultante fue sometida a analisis de
bioinformatica utilizando las bases de datos GenBank y Barcode of Life Data Base (BOLD), para
determinar con un grado de certeza los géneros de los insectos recolectados y posiblemente las

especies, si existiera la informacion.

3.4 Andlisis molecular de dietas

Una vez que identificamos todas las muestras, se procedié a la utilizacién de una PCR mudiltiple
diagndstico, administrando pares de cebadores especificos de especie y de grupo en estudio
(Cuadro 1), modificada de Ortiz-Martinez et al., 2019. De tal manera que se organizaron en dos

multiplex; Ay B, segun el tamafio de los productos de PCR.

Para descubrir las interacciones entre especies, se utilizé PCR multiple con el KIT “Multiplex
PCR kit” (Qiagen, Hilden, Alemania) y luego se posiciono la placa con las muestras en el

termociclador.

El programa empleado fue el siguiente:

- 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 15 min
- 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 seg; annealing 62°C (columna 1-6), 65°C
(columna 7-12) por 90 seg; extensién a 72°C 90 seg por kb

- 1 ciclo de extensidn final a 72°C por 10 minutos

Por tanto, en el estudio que se realizo se basé en técnicas moleculares de King et al., 2008 y
Staudacher et al., 2015, con modificaciones para el grupo de enemigos naturales en Chile por
Ortiz-Martinez et al., 2019. En conclusion, se utilizé el PCR simple, primero para identificar la
especie depredadora del pulgon lanigero del manzano y luego la aplicacién de la PCR multiple

gue identificé en el intestino del depredador la presa que este ingirio.
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Cuadro 1: Pares de partidores especificos de grupo y de especie con sus respectivas

caracteristicas.

Especie objetivo

Nombre

Secuencia de cebadores

Longitud del

) o, Fuent
y /o cebadores [ del primer 5-3 fragmento uente
S417 CTGTGTCCTACACTGTT
. GGTTCAAT Staudacher
Crisoperla 390
AATGCCCCCATCTGTCC et al., 2016
A420 G
H.axy. CTTTAACTCTTTTAATT _
Harmonia S330  |[TTAAGAACAATC Ortiz-
ridis CCTGCAAGAACTGG 289 Martinez et
axy H.axy. TGCAAGAACTGGT al.. 2019
Mix A A571 AGTGATAGT
E.con- AATTCGAATAGAATTA _
o S108  |GGAACAACTAAT Ortiz-
Eriopis connexa 342 Martinez et
E.con- AGTCTAAAAATTACTA al. 2019
A400 AATCTACTGAAGGA ’
S423 TGGTTCCTTAGATCGTA
CCCAAG
. Staudacher
Afphidly 2 A424 GCCGCGACGGGCC 148/205 et al. 2016
ATGTCTCAGTGCAAGC o
S421 cGC
S414 CCTATCAACTATTGATG
GTAGTRTCKWGGA
. Staudacher
Dipteros 1y 2 I GAAGCACAARWTCAAT | S2V3%2 ot al., 2016
WCGAACG
S413 TCAAATGTCTGCCCTAT
CAACTWTT
H. con-|AACTGTTTACCCTCCT '
i ipodami S382  [TTATCTTCA Ortiz-
Mix B Hipodamia 168 Martinez et
convergens H.con- GGGGTTTTATCTAATC al.. 2019
A499 TCATACCATAG ’
. CGTTTAGAATTAGGGAA Laboratorio
A.mali F1
Aphelinus mali TCCTGG 264 de control
Amali R1 ACCTGTCCCAGTACCA bioldgico (No
' ATTCC publicados)
Hipodamia Hyvar-  |CCCCTGCCTTAACCCTT Ortiz-
. 367 Martinez et
variegata S311 CTAT al. 2019

*aphis 1 y aphis 2: cebadores que detectan &fidos. *dipteros 1 y 2: cebadores que detectan

dipteros.

3.4.1 Analisis de dietas por latécnica de electroforesis
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Este proceso se llevé a cabo luego de la realizacién de la PCR mudltiple, entonces al retirar las
muestras del termociclador se procedio al analisis de ellas mediante el proceso de electroforesis
(separacion de moléculas en un campo eléctrico), en gel de agarosa al 3% en Buffer TAE 1X en
un campo de 120V durante 3 horas, y en algunos casos hasta 3,5 horas. Cada gel contuvo 30 a
60 muestras, las cuales luego de 3 horas se retiraron del gel y se posicionaron en transiluminador,

para la lectura del gel de agarosa con luz ultravioleta mediante fotografia.
El transiluminador se conect6 a un computador, donde se obtuvo la fotografia con las
ampliaciones (producto de PCR de cada muestra que amplifico) de la dieta de cada depredador,

entonces se identificé cada una de las presas que este ingirio.

A continuacion, se muestra la fotografia de un gel de agarosa al 3% a 120v durante 3,5 horas:

Marcador
de peso
molecular

l reac 122 123 124 118d 119d 134 129 1182 150 46 51 e+a (-) reac

Figura 2. Bandas amplificadas en mix A de Chrysoperla sp. En la fotografia anterior se
observé la amplificacion de las bandas correspondientes a la especie Chrysoperla sp. (122-124-
118d-119d), y partidores de otras especies H. axyridis (46), E. chilensis (51), Afidos (150) y
Chrysoperla sp. (118a)), obtenidos a través de PCR mutiple. * Reac: conjunto de primer
sefialados anteriormente. *134 y 129: muestra no reconocida como Chrysoperla sp. *(-): control
negativo. *pb: pares de bases. * Marcador de peso molecular: moléculas de ADN o proteinas de
tamafio conocido.

3.5 Frecuenciade depredacion de E. lanigerum
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La frecuencia de depredacion se obtuvo a partir de 9 campos en estudio, ya que de los 13
campos que se establecieron inicialmente no todos poseian depredadores. Por ejemplo, en cada
campo se capturé de 0 a 13 depredadores (no habia en todos los campos), incluyendo ambos
nameros. Luego para establecer la frecuencia de depredacién por campo, se contabilizaron los
individuos que consumieron pulgdn lanigero del manzano (mediante la lectura del gel de
agarosa), luego se dividi6 por los depredadores totales de cada campo. Por dltimo, se
presentaron resultados mediante graficos de dispersion.

3.6 Frecuenciade depredacidn intragremio (DIG)

Se observé, si existi6 una interaccion negativa entre especies de controladores biolégicos,
mediante la frecuencia de DIG. Esta se estimd con el nUmero de especies que poseian al menos
un ADN diferente del pulgén lanigero del manzano en su dieta, divido por el total de depredadores
colectados en cada campo. Por consiguiente, fue necesario de analisis visual, mediante lectura

de geles de agarosa.
Luego se realiz6 un gréfico para verificar la proporcion de DIG que correspondia a cada campo.
Ademas, se incluyé el nimero de depredadores por campo, ya que los depredadores

recolectados por campo fueron muy escasos.

3.7 Depredacién intragremio coincidente (DIGc).

Se observé el gel de agarosa al 3%. Aca se contabilizaron las sefiales de amplificacién de cada
depredador, que sefialé el consumo de A. mali en la dieta estomacal. Por consiguiente, para
obtener la proporcion de DIGc se estableci6 una relacién entre: los depredadores que
consumieron A. mali con el nUmero total de depredadores por campo. Luego, se establecié si

existié o no correlacién con él %ASN.

3.8 Proporcién de parasitismo

Los datos fueron extraidos de la memoria de titulo de Salgado, (2021), aca se contabiliz6 los
brotes que se encontraban parasitados, estableciendo la cantidad de momias (pulgébn muerto que
presentaba un agujero donde emergio el parasitoide) que existian por colonia, en relacion a los

pulgones que se encontraban vivos, generando la tasa de parasitismo por campo.
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Luego se procedid a comparar con los resultados de proporcién del pulgén lanigero del
manzano que se obtuvieron en este estudio, observando si existié alguna correlaciéon de estos

datos con él % ASN por campo.

3.9 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico R v3.4 (R Core Team 2015). Se
llevé a cabo el coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman segin la distribucién de
normalidad de las siguientes variables: frecuencia de depredacion de E. lanigerum, frecuencia de
depredacion intragremio (DIG), frecuencia de depredacion intragremio coincidente (DIG-c) y
proporcién de parasitismo. Con el fin de establecer la correlacién con el porcentaje de area natural
y semi-natural que presentaban los campos de manzano. Entonces, se verificaron los supuestos
de normalidad, de no haber normalidad se us6 una correlacion de Spearman y de encontrar

normalidad se uso la correlacion de Pearson.
Por otro lado, referente a la dieta de depredadores del pulgén lanigero del manzano, se detecté

con el ADN restante en el estbmago de cada depredador mediante PCR. Por consiguiente, se

seleccioné el depredador que consumié mayor cantidad de especies diferentes, por categoria.
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4. RESULTADOS

4.1 Abundancia de enemigos naturales del pulgén lanigero del manzano

Se recolectaron 52 enemigos naturales del pulgon lanigero del manzano. De los cuales 24
correspondian a coccinélidos adultos, entre los que destacan las especies H. variegata, H.
axyridis, E. chilensis y A. angulifera. Mientras que en relacidn a otras especies en estado larval
se recolectaron 28 individuos, donde 5 correspondieron a la especie de Chrysoperla sp. y 23

individuos a E. rojasi. Ademas, separados por categoria se observan en figura N°3.

Referente a la relacion entre diversidad de especies de depredadores y el porcentaje de ASN,
se encontrd 5 especies diferentes tanto en categoria 1 (0-35 %ASN) como la categoria a 2 (35-
70% ASN), mientras que la categoria 3 (70-100 %ASN) solo presentdé 4 especies de
depredadores. Aunque, esto puedo tener relacion con el nimero de campos de recoleccién, ya

que categoria 1 (4 campos), en categoria 2 (3 campos) y en categoria 3 (2 campos).

Especies de depredadores por categoria
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Figura 3. Especies y nimero de depredadores recolectados por categoria.
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4.2 Relacion entre la complejidad del paisaje y el control biolégico

De las 52 especies de depredadores recolectados en los 9 campos de manzano, se muestran
las dietas de la especie mas abundante (“n”) (numero de depredadores) por categoria. (ver figura
N° 4,5y 6).

Para la categoria 1 se observaron 2 especies de depredadores mas frecuentes; H. variegata
(4), H. axyridis (2). La primera especie presento en su dieta H. axyridis y E. lanigerum (ver figura
N° 4). Sin embargo, el segundo depredador mas frecuente (H. axyridis) solo presento 1 especie
en su dieta, que fue E. lanigerum.

Presas consumidas por Hippodamia variegata

n=4

== 60% H.axyridis
mm 40% E. lanigerum

Figura 4. Depredador H. variegata que consumi6 solo dos especies de presas en
categoria 1 (0-35% ASN). *n: nimero de depredadores de H. variegata en categoria 1.

Relativo a la categoria 2 se encontr6 4 depredadores con mayor frecuencia: E. rojasi (15),
Chrysoperla sp. (4), A. angulifera (3) y H. variegata (2). E. rojasi consumio 4 presas diferentes
(ver figura N°5). El segundo depredador que consumid 3 presas fue A. angulifera; E. lanigerum
(40%), A. mali (40%) y H. variegata (20%). Por ultimo, el tercer depredador H. variegata se
alimenté del pulgén lanigero del manzano (50%) y H. axyridis (50%).
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Presas consumidas por Eupeodes rojasi

n=15

mm 45% E. lanigerum 36% A. mali
mm 9% H.axyridis mm 9% Chrysoperla sp.

Figura 5. Depredador E. rojasi que consumio6 cuatro especies de presas en categoria 2

(35-70% ASN). *n: numero de depredadores de larvas de E. rojasi en categoria 2.

Finalmente, en relacién a la categoria 3 se observaron 3 depredadores con mayor frecuencia.
E. rojasi (7), A. angulifera (6) y E. chilensis (2). El depredador que consumié mas presas fue A.
angulifera (ver figura N°6). El siguiente depredador que tenia en su dieta 2 presas fue E. chilensis,
E. lanigerum (50%) y A. mali (50%). Mientras que de los 7 ejemplares de larvas de E. rojasi, solo
1 larva presento en su dieta ADN de A. mali.

Presas consumidas por Adalia angulifera

n=6

mm 44.4% E.lanigerum == 33.3% Chrysoperla sp.
11.1% E.chilensis == 11.1% H.axyridis
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Figura 6. Depredador en estado adulto de A. angulifera, que se alimentd de cuatro
especies de presas en categoria 3 (70-100% ASN). *n: nimero de depredadores de A.

angulifera en categoria 3.

4.3 Frecuenciade depredacién de Eriosoma lanigerum

Se analiz6 la cantidad de pulgén lanigero del manzano consumido por especie de depredador,
en total se registraron 13 campos de manzano, en los que solo 9 (Casa montecillo, Cristian
Osorio, El Carrizal, Claudio Salgado, El Peumal, San Jorge, Santa Barbara, Callejon Ortuzar y
Teno Santa Maria) presentaron depredadores. De todas las muestras recolectadas, la mayor
cantidad de los depredadores correspondian a estado larval, que se encontraban forrajeando
sobre colonias de pulgén lanigero del manzano, mientras que depredadores en estado adulto se
capturaron alrededor del arbol o cercanos a la colonia de pulgén. Del total de las muestras, solo
19 depredadores habian consumido a la plaga, 13 correspondian a coccinélidos adultos (68%),
mientras que, solo 6 individuos pertenecian a larvas (32%).

La media de la proporcién de depredadores con evidencia de depredacién de pulgén lanigero

del manzano por campo se establecid en 36%. Luego se visualizé la proporcion de E. lanigerum
en relacién al %ASN (ver en figura N°7).
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Figura 7: Proporcién de deteccidon de E. lanigerum en relacién a la proporcion de area

natural y semi-natural (ASN) por campo.

Se realiz6 una prueba de correlacién de Spearman entre proporcién de deteccién de E.
lanigerum y proporcién de ASN, en el que arrojé6 una correlacion no significativa (P=0,47)
indicando que no existe una relacion entre proporcién de ASN y proporcién de deteccion de E.

lanigerum.

4.4 Frecuenciade depredacién intragremio (DIG)

La proporcién de depredacién intragremio (DIG) por campo varié entre 0 y 1, mientras que el
promedio de porcentaje de DIG obtenidos por campo fue 38% del DIG. Ademas, se observé una

correlacién no significativa (P=0,67), indicando que no existe correlacién entre las dos variables.

A continuacion, se presento la proporcion de DIG en relacion al porcentaje de ASN por campo.
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Figura 8: Frecuenciade depredacion intragremio (DIG) en relacion alaproporcion de ASN
por campo.

*DIG (n° de especies encontradas en el intestino de los depredadores con al menos una especie
diferente de E. lanigerum).

Cuadro 2: Datos relevantes de cada campo, ordenados por categoria.

N° Frecuencia
Campo Categoria %ASN depredadores de . %DIG

colectados E.Iar.ugerum

en dieta

Claudio Salgado 1 9 3 0,67 0
Cristian Osorio 1 16 3 0,33 67
San Jorge 1 19 3 0,33 33
Santa Barbara 1 27 1 0 100
El carrizal 2 52 6 0,33 33
El Peumal 2 47 12 0,33 25
Teno Sta. Maria 2 41 6 0,33 17
Casas montecillo 3 72 5 0,6 40
Callejon Ortuzar 3 79 13 0,31 23
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Del siguiente cuadro se puede visualizar el escaso numero de depredadores obtenidos por cada
campo, especialmente en campos pertenecientes a categoria 1. Ademas, fue en la misma
categoria donde se observo el mayor porcentaje de DIG, a excepcion del campo Claudio Salgado

donde la DIG fue cero, claramente por el menor nimero de muestras recolectadas.

4.5 Depredacién intragremio coincidente (DIGc)

Solo 11 depredadores del total de 52 muestras recolectadas en los 9 campos de manzano,
presentaron ADN del parasitoide en su dieta. No obstante, de esos 11 depredadores, 4
correspondieron a coccinélidos adultos, 5 ejemplares a larvas de E. rojasiy 2 ejemplares de larva
de Chrysoperla sp. De esos 11 depredadores solo 4 de ellos poseian en su dieta tanto a E.
lanigerum como A. mali, mientras que en los 7 ejemplares restantes solo presentaron A. mali y

no a E. lanigerum en su dieta.

El promedio de DIGc por campo fue solo de un 27%. La correlacién entre proporcion ASN y
proporcién DIGc no fue significativa (P=0,14), lo que indicaria que no existe una relacion entre
las variables. Estos datos fueron visualizados con un grafico de dispersion, donde se observé que
los 3 campos correspondientes a categoria 2 se dispusieron entre 0,2 a 0,4 de proporcion de DIG-
c. Por consiguiente, segun la proporcién de area natural y semi-natural que se observan en el

gréfico, fue en la categoria 2 (35-70% de ASN) que presenté DIGc mas homogéneo (Figura N°9).
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Figura 9. Gréfico de dispersidon segun la proporcion de proporcion de ASN y proporcion

de individuos que presentaron ADN de parasitoide en su dieta (proporcion DIGc).

4.6 Proporcién de parasitismo

Se realizo la correlacion de Spearman, para observar si existe una relacion entre proporcion de
parasitismo y proporcion de pulgén lanigero del manzano, en el cual se obtuvo una correlacion

no significativa (P= 0.61).

Por otro lado, referente a la proporcion de parasitismo se observd que existe una pequefia
compatibilidad a favor de los contextos paisajisticos en categoria 1 y 3, puesto que los campos
presentaban baja proporcion de E. lanigerum, y un leve incremento a la proporcién de
parasitismo. De forma diferente, en categoria 2 la proporcion entre E. lanigerum y parasitismo fue

menor en relacion a las otras categorias y solo un campo fue la excepcion en esta categoria.
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5. DISCUSION

El objetivo del presente estudio, fue determinar la frecuencia de alimentacion mediante
deteccion molecular de contenido estomacal de depredadores durante dos periodos estivales en
campos de manzanos insertos en una gradiente de complejidad del paisaje en Chile central. No
obstante, se unieron las muestras recolectadas de las dos épocas estivales (diciembre y marzo),

pues las muestras recolectadas durante el mes de diciembre fueron muy pocas.

En la actualidad diversos estudios se enfocan en laimplicancia de contextos paisajisticos y otros
factores externos que influyen sobre el comportamiento de enemigos naturales (Lavandero et al.,
2008; Chaplin-Kramer et al., 2011; Jonsson et al., 2012; Ortiz- Martinez et al.,2019; Salgado,
2021). Por consiguiente, esta tesis se enfocé en la busqueda de los efectos ocasionados en el
control biolégico, diversidad y abundancia de depredadores, como también las interacciones

negativas en 3 contextos paisajisticos diferentes, mediante el analisis intestinal de depredadores.

Primeramente, cabe sefialar que en literatura en relacién a la abundancia de enemigos
naturales mencionan que en paisajes complejos se incrementa de forma positiva la abundancia
de enemigos naturales (Gardiner et al., 2009; Chaplin-Kramer et al., 2011; Woltz et al., 2012;
Chaplin-Kramer et al., 2013). Sin embargo, los campos que correspondian a la categoria 3
(paisajes complejos), presentaron 18 depredadores, mientras que en categoria 2 y 1 se
encontraron 24 y 10 individuos, respectivamente. Las pocas especies encontradas en los
contextos paisajisticos en este estudio contradicen muchas investigaciones de abundancia de
enemigos naturales. Pero, los datos obtenidos en este ensayo son limitados entonces no se
puede estimar la relacion entre paisajes complejos y numero de depredadores. De igual forma se
puede indicar que la deficiencia de depredadores puede estar siendo ocasionada por la
intensificacion agricola, ya que Bianchi et al., (2006), reporta que la intensificacién agricola ha
provocado cambios en los paisajes agricolas, pudiendo interferir en recursos otorgados como por
ejemplo el alimento de los depredadores. Por tanto, el factor de intensificacion agricola puede

tener relacion con la abundancia de depredadores (Trichard et al., 2013).

Por otra parte, referido a las especies de enemigos naturales encontrados en los huertos de
manzano, fueron: E. rojasi, A. angulifera, E. chilensis, Chrysoperla sp, H. axyridis, H. variegata y
H. convergens, concordante con estudios de Aguilera y Rebolledo, (2013) y Thomson, (1999).
Aunque, alusivo a las especies de depredadores que consumieron a la plaga, mediante el analisis
intestinal se detecté mayor nimero coccinélidos adultos que poseian al pulgén lanigero en su

estomago y menor cantidad en depredadores larvas (E. rojasi y Chrysoperla sp.).
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En segunda instancia, se evalud la diversidad de presas que consumian los depredadores, y se
selecciond al depredador mas comudn por categoria. Entonces, en categoria 2 y 3 (contexto
complejo) se detectd 4 especies de presas consumidas, mientras que en categoria 1 solo se
detectd 2 especies de presa. Al mismo tiempo, se observo en las 3 categorias el consumo de 2
especies en particular H. axyridis y E. lanigerum. Donde se encontré que el porcentaje de los
depredadores que consumieron a H. axyridis fue menor, que el porcentaje de depredadores que
se alimentaron del pulgén lanigero del manzano (40% de los depredadores) de cada categoria.
Estos datos son contrarios al estudio de Roschewitz et al., (2005), en donde analizé que, en
paisajes complejos atribuido a la mayor cantidad de especies alternativas, puede disminuir la
depredacion de la plaga. Por consiguiente, se estima que es necesario de poseer un mayor
ndamero de campos para realizar un andlisis mas completo del control y consumo de la plaga.
Puesto que, los datos analizados demuestran que los depredadores si consumieron a E.
lanigerum, pero la frecuencia de depredacién del pulgdn lanigero del manzano que se obtuvo en

9 de los 13 campos de manzano present6 un promedio solo de 36%.

Por otro lado, en afinidad a las interacciones negativas que se detectaron en este estudio fueron
la depredacion intragremio (DIG) y depredacion intragremio coincidente (DIG-c). La proporcion
de DIG por campo present6é un promedio de 38% entre los 9 campos de manzano, mientras que,
en un estudio realizado por Ortiz-Martinez et al., (2019), presento una depredacién intragremio
de 92%, entre depredadores coccinélidos en trigo. En general en otros estudios estiman que la
DIG en coccinélidos es alta. Sin embargo, existen multiples factores que pueden afectar a la DIG
como: la distribucién de las presas fuera o dentro del gremio, tamafio de la presa, duracién del
ciclo vital, etapas de crecimiento, hibernacién, entre otros (Cabrera et al., 2022). Por lo tanto, los
datos encontrados en el estudio pueden deberse a la escasez de las presas y enemigos naturales
en los campos de investigacion, ya que estos presentaban manejo convencional, en los que se
observaba una alta aplicacion de plaguicidas, reportado en estudios de Lordan et al., (2015) y
Ortofiez et al., (2017) observando que la escasa diversidad de especies de depredadores puede
ser atribuida al manejo de los huertos. Pues, durante la recoleccién de las muestras en los

campos se observaban insectos muertos sobre las hojas, entre ellos coccinélidos.

En adicién, la depredacién intragremio coincidente por campo fue solo de 27%, lo que es
considerado bajo, como en otros estudios (Thomas et al., 2013). Mientras que, del total de los
depredadores que consumieron pulgén lanigero del manzano solo 11 presentaron A. mali en su
ADN estomacal, de ese total solo 4 poseian E. lanigerum y A. mali en su estbmago, mientras que
los 7 restantes solo revelaron A. mali en su dieta, lo que segun Ortiz-Martinez et al., (2019), puede
ser una manifestacion descifrable como la depredacién directa del depredador sobre el

parasitoide. Pero, también pudo ser afectado por la sensibilidad del partidor utilizado para detectar
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el ADN del pulgén lanigero del manzano, ya que este si detecto a la plaga en algunos
depredadores, pero no en todos. Especialmente se esperaba detectar a la plaga en depredadores
en estado de larva (E. rojasi y Chrysoperla sp.), ya que se encontraron consumiendo directamente
de la colonia de los &fidos. Por lo cual en futuros estudios se deben realizar mas ensayos de los
partidores que reconocen especificamente a E. lanigerum, ya que en esta investigacion se utilizd
un partidor generalista de &fidos. En consecuencia, las interacciones negativas, no presentaron
relacién con los contextos paisajisticos, resultando a favor del estudio de Ortiz-Martinez et al.,

(2019), que encontraron pocas pruebas entre el contexto paisajisticos y la DIGc.

Por dltimo, concerniente al parasitismo, este presento un promedio del 37% entre los 9 campos
de manzano, pudiendo ser explicado por Chacon y Heimpel (2010), que mencionan que los
parasitoides prefieren dispersarse donde hay bajas densidades de &fidos cuando las plantas
estan colonizadas por coccinélidos, lo que podria explicar el bajo promedio de parasitismo. No
obstante, en el grafico de dispersiéon que indica la proporcion de parasitismo y proporcion de
pulgoén lanigero del manzano por categoria (ver figura N°10), se observé que la proporcién de
pulgoén lanigero del manzano detectado en el ADN estomacal de los depredadores se mantuvo
entre un 30% a 40% en la mayoria de los campos, mientras que el parasitismo siempre fue mas
elevado. Lo que podria sugerir que los depredadores no estan siendo un impedimento para que

los parasitoides ejerzan el control de la plaga.

En sintesis, este estudio no encontré relacién entre las variables de estudio y el contexto
paisajistico, sin embargo, se encuentran pequefas diferencias entre el nimero de presas
consumidas por los depredadores y, también abundancia de especies depredadoras en estado
de larva mas que en estado adulto (coccinélidos). Sin embargo, los datos adquiridos no pueden
generar resultados concluyentes, pues la recoleccion de las muestras es deficiente para tomar
decisiones a favor de contextos complejos y la relevancia de este tanto en el control biolégico,
como en la diversidad de especies, en campos de manzanos. Se adhiere a lo planteado
anteriormente que los protocolos realizados en este estudio y los métodos utilizados para obtener
las muestras en el campo son sujeto de material precursor para investigaciones futuras.

33



6. CONCLUSIONES

Con la ayuda de técnicas moleculares de deteccién de ADN, se pudo establecer la dieta
de los depredadores de solo 9 campos del total del estudio. Con las técnicas de deteccion
y analisis intestinal se pudieron establecer lazos entre depredador-presa y también del

parasitoide, a partir de recoleccién de muestras en campos de manzano.

El partidor general de afidos parece ser menos sensible en detectar pulgon lanigero del
manzano en el contenido intestinal de los depredadores estudiados, ya que una gran
parte de las larvas colectadas se observaron forrajeando sobre colonias de pulgén

lanigero del manzano, pero él porcentaje de deteccion fue bajo.

No se puede aceptar la hipétesis propuesta en este estudio, ya que la evidencia no
sugiere que contextos mas complejos del paisaje, resulten en mayores niveles de control
biolégico, medido como porcentaje de detecciones de la plaga.

Tampoco se observé evidencia que existi6 una relacion de los contextos con las

interacciones negativas al control bioldgico, sin embargo, el alcance de este estudio es

pequefio como para ser concluyente.
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