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RESUMEN

La intensificacion de las actividades agricolas trae consigo la pérdida y aislamiento de habitats
que son imprescindibles para los enemigos naturales de plagas, lo que significa una amenaza
para el control bioldégico en los sistemas agricolas. Conocer qué factores modulan la
abundancia de enemigos naturales en los cultivos es importante para la conservacion de la
diversidad asociada y su funcién. En Chile central los cultivos de alfalfa (Medicago sativa L.) son
uno de los principales componentes de las praderas mejoradas, y en ellos coexiste una gran
diversidad de insectos herbivoros como los afidos (Hemiptera: Aphididae), y de enemigos
naturales, principalmente coccinélidos (Coleoptera: Coccinellidae). En este estudio se evalu6 la
relacion entre el patron de abundancia de coccinélidos nativos y exoticos en alfalfales con: a) la
abundancia de presas (i.e., afidos) en alfalfa, b) el tipo de habitat adyacente (i.e “tipo de borde)
y ¢) el movimiento desde y hacia ambos bordes junto con d) la abundancia de conespecificos
en ellos. El estudio se realiz6 entre enero de 2012 y enero de 2013 en 12 alfalfales ubicados en
el sector sur de Santiago, seis adyacentes a cultivos anuales y seis a vegetacion arbérea. Los
insectos fueron colectados en la alfalfa y en los bordes mediante trampas pegajosas
transparentes, y el movimiento se evalué mediante la técnica del “inmunomarcaje”, rociando los
sitios de muestreo con soluciones de proteinas de origen animal (huevo y leche) diluida en agua
y luego identificando los individuos marcados mediante una prueba de ELISA. La especie
exotica Hippodamia variegata dominé el ensamble, con sobre un 80% de las capturas tanto en
alfalfales como en ambos tipos de borde, por lo cual s6lo se analiz6 esta especie. Su
abundancia fue aproximadamente cinco veces mayor en alfalfa que en ambos bordes, lo que
muestra una clara preferencia por este tipo de cultivo. Sélo el movimiento desde los bordes
hacia la alfalfa tuvo un efecto significativo en explicar la abundancia de H. variegata en este
cultivo. En conclusién, en este trabajo se demostrd la importancia que tiene el proceso de

movimiento en la mantencién de enemigos naturales a escala local.

PALABRAS CLAVE: control biol6gico de conservacion, enemigos naturales, inmunomarcaje,

movimiento.



ABSTRACT

The intensification of agriculture results in the loss and isolation of natural habitats which are
crucial for natural enemies of pests, threatening biological control in agricultural systems. To
evaluate the factors that modulate the abundance of natural enemies in crops is important for
conserving the associated biodiversity and ecological functioning. In central Chile, alfalfa crops
(Medicago sativa L.) are among the main components of improved prairies, and within them
coexists a great herbivore insect biodiversity, including aphids (Hemiptera: Aphididae), and
natural enemies, mainly coccinellids (Coleoptera: Coccinellidae). This study assessed the
relation of native and exotic abundance pattern with a) abundance of prey (i.e. aphids) in alfalfa,
b) the adjacent habitat type (i.e. annual crops and arboreal vegetation) and ¢) movement from
and to adjacent habitats with d) the conspecific abundance in adjacent habitat. Field study was
carried out from January 2012 to January 2013 in 12 alfalfa fields located south of Santiago, six
adjacent to annual crops and six to arboreal vegetation. Insects were collected in alfalfa and
borders with transparent sticky traps, and movement was evaluated using the “immunomarking”
technique, spraying the alfalfa fields and borders with water solutions of animal proteins (egg
and milk), and then detecting them with an ELISA test. The exotic Hippodamia variegata
dominated the assemblage, with more than 80% of captures in alfalfa and in both borders, so
only this species was analyzed. Their abundance was approximately five times larger than in
both adjacent habitat types, which suggest a clear preference of H. variegata for this crop. Only
the movement from adjacent habitat to alfalfa had a significant effect on the abundance of H.
variegata in this crop. In conclusion, this work demonstrated the importance of movement

process in maintaining local populations of natural enemies.

KEY WORDS: conservation biological control, immunomarking, natural enemies, movement.



INTRODUCCION

El cambio del uso del suelo es uno de los principales factores que afecta la biodiversidad a nivel
mundial, sobre todo en los biomas mediterraneos (Sala et al. 2000), lo que ha conllevado un
aumento de las areas productivas en desmedro de las naturales (Foley et al. 2005). De hecho,
ya en el afio 2000, el 55% de la superficie de la tierra sin hielo habia sido transformada desde
sistemas naturales a praderas mejoradas, pueblos, ciudades y cultivos agricolas (Ellis et al.
2010), siendo esta ultima una de las practicas que mas pone en riesgo la biodiversidad a nivel
mundial (Norris 2008).

La intensificacion de la agricultura ha significado la fragmentacion, aislamiento y pérdida de
hébitats naturales (i.e. asociaciones vegetacionales nativas) y semi-naturales (i.e. asociaciones
vegetacionales permanentes de especies introducidas), con una consecuente homogeneizacion
de los usos de suelo a escala de paisaje (Tscharntke et al. 2005). Esta practica pone en riesgo
la permanencia de muchas especies nativas y de los servicios ecosistémicos que proveen,
debido que los habitats remanentes son tan pequefios y aislados que son incapaces de
sostener una poblacién local (Landis et al. 2000, Banks 2004, Foley et al. 2005, Tscharntke et
al. 2005). Uno de los servicios ecosistémicos que corre este riesgo el control biolégico de
plagas (Banks 2004, Tscharntke et al. 2007).

La disminucién de este servicio tiene consecuencias econOmicas para la agricultura. En
Estados Unidos, las pérdidas econdmicas causadas por plagas de insectos herbivoros se
estiman en 18,77 mil millones de ddlares, y el control biolégico “natural” (i.e. realizado por
enemigos naturales presentes en los campos) de sus plagas nativas en 13,6 miles de millones
de délares (Losey & Vaughan 2006). Esta es una razén suficiente para que los agricultores
deseen potenciar la permanencia de los enemigos naturales de plagas en el paisaje (Landis et
al. 2000). Pensado de esta forma, la conservacion de la biodiversidad y el control biolégico
pueden ser actividades compatibles (Straub et al. 2008), y la clave para compatibilizarlas esta
en comprender cémo una mayor biodiversidad de enemigos naturales se traduce en un control

biol6gico mas eficiente (Landis et al. 2000, Norris 2008).

La hipétesis del aseguramiento sugiere que mantener una mayor diversidad de enemigos
naturales resulta en una mejor reparticion del nicho, dado que distintas especies ocuparan el

recurso (en este caso, las presas) de distintas formas, escalas espaciales y temporales, por lo
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que las perturbaciones provocadas por las actividades agricolas no se verian reflejadas en una
disminucion del control biolégico (Shear 2000, Banks 2004, Tscharntke et al. 2007, Straub et al.
2008). De esta forma, conservar una mayor diversidad y abundancia de especies es clave para

potenciar el servicio ecosistémico.

Una forma de conservar enemigos naturales en paisajes agricolas es manejar su habitat,
actividad enmarcada en el Control Bioldgico de Conservacion (CBC) (Landis et al. 2000). Este
manejo tiene por objetivo mejorar la sobrevivencia, reproduccién, longevidad y el
comportamiento depredador de los enemigos naturales al proveerles recursos alternativos,
controlar sus adversarios o proveer refugios para aquellos que huyen de areas perturbadas por
cosechas o aplicacién de pesticidas, entre otros (Landis et al. 2000). Algunos manejos que se
pueden realizar son la mantencion de areas naturales y la instalacion de hileras de vegetacién o
bancos de insectos entre cultivos, los cuales son mas estables y pueden proveer de recursos
durante todo el afio (Landis et al. 2000, Rand et al. 2006, Tscharntke et al. 2007).

Chile se encuentra en la obligacion de fomentar la conservacién de la biodiversidad en las
actividades agricolas al estar suscrito al Convenio de Diversidad Biolégica. En este convenio se
ha trazado un Plan Estratégico donde se han establecido veinte metas para el 2020 (i.e. Metas
de Aichi). La meta 7 dice que “las zonas bajo practicas agricolas, acuicolas y forestales deberan
ser manejadas de forma sustentable, asegurando la conservacion de la biodiversidad” (Aichi

Biodiversity Targets, <http://www.cbd.int/sp/targets/default.shtml>, en linea). De esta forma,

potenciar la permanencia de enemigos naturales en los cultivos agricolas contribuiria a alcanzar

este objetivo en nuestro pais al ser una forma de conservar biodiversidad.

Una de las actividades agricolas importantes de la zona central son los cultivos de alfalfa
(Medicago sativa L.). En ellos coexiste una gran diversidad insectos herbivoros como los afidos,
los que pueden causar la detencion del crecimiento de las plantas de alfalfa, generando
pérdidas econémicas (Soto 2000). Los afidos mas comunmente descritos en estos cultivos son
Aphis craccivora (Kock), Acyrthosiphon pisum (Harris) y Therioaphis trifolii (Monell) (Grez et al.
2010), los que aumentan en abundancia en primavera y otofio. Mantener una entomofauna que
los controle en estas épocas es fundamental. Entre sus controladores destacan los
coccinélidos, existiendo al menos 19 especies, nativas y exéticas, que estan presentes entre
primavera y otofio en este cultivo (Zaviezo et al. 2004, Grez et al. 2010). Comprender los

factores que determinan la permanencia de estos enemigos naturales en alfalfales es
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fundamental para potencial el control biologico de afidos. En este estudio se evalud la relacion
entre el patron de abundancia de coccinélidos nativos y exéticos en alfalfales con: a) la
abundancia de presas (i.e., &fidos) en alfalfa, b) el tipo de habitat adyacente (i.e., tipo de borde)
y ¢) el movimiento desde y hacia ambos bordes junto con d) la abundancia de conespecificos
en ellos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Abundancia de enemigos naturales de plagas en cultivos, y factores involucrados

En el control biolégico de conservacion, es fundamental evaluar los factores que permiten una
mayor abundancia de enemigos naturales en los cultivos para un buen manejo del habitat
(Landis et al. 2000). Entre estos factores se encuentran la abundancia de presas en los cultivos
(Readshaw 1973, Honek 1982, Elliot et al. 2002, Schellhorn & Andow 2005), las caracteristicas
intrinsecas del cultivo (Honek 1982, Elliot et al. 2002, Langellotto & Denno 2004), las
caracteristicas de los habitats circundantes (Dix et al. 1995, Grez & Prado 2000, Holland &
Fahrig 2000, Elliot et al. 2002, Gardiner et al. 2009, Grez et al. 2010, Perovic et al. 2010, Fahrig
et al. 2011) y el movimiento de individuos entre los cultivos y otros habitats (Rand et al. 2006,
Boina et al. 2009, Horton et al. 2009, Basoalto et al. 2010, Blitzer et al. 2012, Unruh et al. 2012,
Villegas et al. 2013). Estos factores no son excluyentes entre si y pueden interactuar de

diversas maneras (Elliot et al. 2002).

Relacion entre la abundancia de enemigos naturales y la de sus presas

Un aumento en la abundancia de presas en los cultivos puede provocar dos tipos de respuesta
en los enemigos naturales, las cuales no son excluyentes entre si. La primera corresponde a un
aumento de la tasa de ataque per capita (i.e. “respuesta funcional’, Murdoch 1973), lo que
supone un cambio en la conducta de depredacion. La segunda corresponde un aumento de la
abundancia (i.e. “respuesta numérica”, Readshaw 1973), la cual se relaciona con un aumento

en la longevidad, reproduccion y/o sobrevivencia de los enemigos naturales en los cultivos.

Varios estudios han tratado de explicar la abundancia de coccinélidos en cultivos en funcién de
la abundancia de presas (Honek 1982, Evans & Youssef 1992, Elliot et al. 2002). Por ejemplo,
Honek (1982) concluyé que en cultivos de leguminosas forrajeras (i.e. alfalfa y trébol) y
cereales, la densidad de afidos era la variable mas importante en explicar la densidad de
Coccinella septempunctata (Mulsant) y Propylaea quatuordecimpunctata L. Pons et al. (2005)
también encontraron una relacién significativa entre la abundancia de afidos y larvas de

coccinélidos en alfalfa. Sin embargo, ellos obtuvieron coeficientes de determinacion



relativamente bajos (R? < 0,3), lo que atribuyeron a otras variables que podrian estar

interactuando.

Algunos mecanismos que pueden modular la respuesta de los depredadores a la densidad de
sus presas son la escala en estudio (Elliot et al. 2002, Schellhorn & Andow 2005) y el grado de
especializacion del depredador hacia su presa (Evans & Youssef 1992, Snyder & Ives 2003,
Slogget 2008). Sobre el efecto de la escala, se ha observado que no en todas las escalas se
puede observar una asociacion significativa entre el depredador y la presa. Esto puede tener
relacién con la forma en que los depredadores perciben y utilizan los recursos disponibles, y
con las preferencias de habitat. Schellhorn & Andow (2005) encontraron que el coccinélido
Coleomegilla maculata De Geer respondia a una escala de grupo de plantas, mientras que las
otras especies estudiadas (Hippodamia tredecimpunctata (L.), Hippodamia convergens (Guerin-
Meneville) y Adalia bipunctata (Mulsant) lo hacian a una escala de planta, lo que atribuyeron a
sus preferencias de habitat y a que C. maculata es una especie mas generalista. Por otra parte
Elliot et al. (2002) hallaron que, si bien la abundancia de enemigos naturales en alfalfales era
dependiente de la abundancia de presas, la tasa de aumento de depredadores variaba en
funcion de la composicién y el tamafio de los parches que rodeaban el cultivo a una mayor
escala. Esto sugiere que los enemigos naturales en este estudio no solo dependen de los

recursos que les ofrecen los cultivos, sino también de los que ofrecen parches vecinos.

Por otra parte, se ha descrito que los depredadores especialistas poseen una relacion denso-
dependiente mas estrecha con sus presas que los generalistas, por o que esta relacion seria
mas facil de observar en especialistas (Snyder & Ives 2003, Slogget 2008). Si bien esto sigue
siendo materia de debate, se ha usado como argumento para promover a las especies
especialistas por sobre las generalistas en control biolégico de plagas (Readshaw 1973,
Riechert & Lockley 1984). Sin embargo, hoy en dia este argumento ha perdido fuerza a la luz
de los antecedentes de que una comunidad mas diversa, compuesta por especialistas y
generalistas, conlleva a un control biolégico mas efectivo. Esto bajo la hip6tesis del
aseguramiento, la que indica que una mayor diversidad de controladores biol6gicos asegurara
gue el servicio se cumpla a pesar de las perturbaciones, ya que si bien algunas especies
pueden desaparecer otras mas resistentes cubriran la funcién (Shear 2000, Symondson et al.
2002, Banks 2004, Tscharntke et al. 2007, Straub et al. 2008).



El rol de los habitats circundantes

Potenciar la permanencia de enemigos naturales implica proveer de recursos para su
sobrevivencia y reproduccion, los cuales no necesariamente ocurren en un mismo lugar (Landis
et al. 2000). Si bien los cultivos son sitios donde se concentra una gran cantidad de presas,
estos tipicamente son hdbitats altamente perturbados y efimeros, por lo que los enemigos
naturales necesitan de sitios estables para permanecer en el paisaje (Landis et al. 2000, Rand
et al. 2006).

Por otra parte, los enemigos naturales perciben los recursos a diferentes escalas espaciales
segun la especie (Elliot et al. 2002), desde la de paisaje hasta la de una misma planta o incluso
estructuras de ellas (Langellotto & Denno 2004), lo que puede traducirse en un control biolégico
mas eficiente al complementarse sus efectos sobre las presas (Snyder et al. 2008). Sin
embargo, los enemigos naturales también se afectan por perturbaciones dependiendo de la
escala a la cual estan percibiendo el paisaje. Localmente, la intensificacién de los cultivos
puede ocurrir a través del aumento del uso de pesticidas, del régimen de corte o al incrementar
el &rea de los cultivos; mientras en el paisaje puede suceder por la simplificacién o destruccion
de hébitats de borde, como hileras de arboles o de la vegetacion alrededor de arroyos
(Tscharntke et al. 2005).

Los habitats de borde pueden sostener poblaciones que abandonan los cultivos cuando son
cosechados (Dix et al. 1995, Landis et al. 2000), y pueden proveer de sitios de refugio, presas
alternativas y/o de sitios de apareamiento, entre otros (Corbett & Rosenheim 1996, Rand et al.
2006, Blitzer et al. 2012). Por ejemplo, Corbett & Rosenheim (1996) encontraron que bordes
compuestos por ciruelos rodeando vifias eran usados como refugio por parasitoides del género
Anagrus (Hymenoptera: Mymaridae), y que tanto su presencia como distancia a las vifias eran
factores determinantes en explicar su abundancia en ellas en la temporada productiva. Por otra
parte, Duelli & Obrist (2003) especularon que probablemente el 63% de las especies
capturadas en un transecto que atravesaban dos remanentes de vegetacion semi-natural
separados por cultivos anuales, no se hubieran encontrado en ausencia de estos habitats de
borde. Elliot et al. (2002a) encontraron una relacion significativa entre la proporcion de areas
boscosas y la abundancia de C. maculata en maizales, lo que concuerda con el hecho de que
esta especie usa estos habitats para hibernar. En Chile central se ha observado que los
coccinélidos utilizan otros habitats como refugio cuando los cultivos son cosechados, y también
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cuando hibernan. Cycloneda sanguinea L. ha sido observada en troncos de falsa acacia
(Robinia pseudoacacia L.), A. bipunctata, en eucalipto (Eucalyptus sp.), e Hippodamia variegata
Goeze junto con H. convergens han sido observados agrupandose en cardos (Sylibum
marianum (L.) Gaertn) (Grez et al. 2010, Villegas et al. 2013).

Movimiento de enemigos naturales y efecto “de derrame”

Los animales se mueven por varias razones, tales como buscar pareja, refugio, alimentos
complementarios, o sitios de apareamiento o hibernacion (Fahrig 2007). Mientras las
actividades humanas sigan reduciendo y aislando los habitats naturales, y la matriz agricola se
torne mas hostil, el grado de conectividad funcional (i.e. facilidad al movimiento entre habitats
para una especie en particular) se hace un factor mas critico para la permanencia de cualquier
especie a escala de paisaje, sobre todo para las menos vagiles y/o especialistas (Calabrese &
Fagan 2004, Fahrig 2007, Perovic et al. 2010). Cuando un individuo se mueve, la decision de
hacia donde hacerlo depende en parte de si debe cruzar un borde entre un habitat y otro
(Fahrig 2007). La permeabilidad de los bordes (i.e. grado de resistencia que los bordes ofrecen
al movimiento, Ries et al. 2004) no solo esta dada por las caracteristicas de los habitats que
confluyen, sino también por las habilidades de movimiento de las especies (Calabrese & Fagan
2004, Fahrig 2007).

Segun el modelo de Ries et al. (2004), las respuestas al borde pueden ser positivas, negativas
0 neutras, segun el tipo de recursos que ofrezcan los habitats adyacentes. Si los recursos son
suplementarios, es decir, se encuentran a ambos lados del borde, o si todos los recursos
necesarios se encuentran sélo a un lado, los individuos no tendran la necesidad de atravesarlo,
por lo que el movimiento a través de este sera menor. Ahora, si los recursos son
complementarios, es decir, una parte de ellos se encuentra a un lado y otra parte en el habitat
adyacente, los individuos se veran obligados a atravesar el borde con mayor frecuencia para

satisfacer sus necesidades.

Un aumento del movimiento de enemigos naturales desde hdbitats cultivados hacia los
naturales, y viceversa puede resultar en un “efecto de derrame” (sensu Rand et al. 2006, Blitzer
et al. 2012). Este efecto ocurre cuando un cultivo es segado u ofrece un subsidio muy alto (e.qg.
alta cantidad de presas), con lo cual los depredadores aumentan su abundancia local y se
“derraman” hacia los bordes (Rand et al. 2006, Blitzer et al. 2012). De esta forma, la abundancia
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de los enemigos naturales en un parche se relaciona con su abundancia en los bordes. Segun
Blitzer et al. (2012), el efecto de derrame ocurre principalmente donde el paisaje se presenta
COmMO un mosaico, con una estrecha asociacion entre cultivos y areas no cultivadas.
Adicionalmente, las especies mas susceptibles a este efecto serian las generalistas de habitat
(Blitzer et al. 2012).

Lo anterior resalta la importancia de estudiar los patrones de movimiento y abundancia de los
enemigos naturales entre los habitats “de borde” y los cultivos (Lavandero et al. 2004). En Chile,
el movimiento de enemigos naturales de plagas entre estos hbitats ha sido escasamente
evaluado (Grez & Prado 2000, Grez et al. 2010, Villegas et al. 2013). Ello se ha realizado en
coccinélidos a través de marcaje con pinturas acrilicas o con rubidio (Arancibia 2012, Villegas et
al. 2013). El marcaje con pinturas acrilicas es un método simple y de bajo costo, pero se
requiere marcar un gran namero de individuos, lo que es una desventaja cuando estos se
marcan en el campo y la poblacién no es abundante. El rubidio por su parte evita este problema
ya que se marca directamente el habitat, pero es una técnica muy costosa y cuya dosificaciéon
debe ser previamente calibrada, por lo que es mas trabajosa (Lavandero et al. 2004). El
desarrollo del “inmunomarcaje” ha facilitado el estudio del movimiento de insectos entre cultivos
y sus bordes. Esta técnica, que es de menor costo que el uso de rubidio, y méas eficiente en
capturar individuos marcados, consiste en rociar grandes areas con una solucién de proteinas
de origen alimentario (e.g. leche, huevo, soya) y luego buscarla en la superficie de los insectos
mediante un inmunoensayo ligado a enzima (i.e. prueba de “ELISA”) (Jones et al. 2006). Esta
prueba ha sido utilizada con propdésitos similares tanto en coccinélidos como en lepidépteros,
himenopteros y hemipteros (Jones et al. 2006, Boina et al. 2009, Basoalto et al. 2010, Unruh et
al. 2012).

Estudios previos de abundanciay movimiento de coccinélidos en alfalfa en Chile

Estudios previos en Chile han demostrado la influencia de los factores mencionados sobre los
patrones de abundancia de coccinélidos en alfalfales y otros cultivos, los cuales se han
realizado a distintas escalas temporales y espaciales. En un experimento de campo en que se
evalu6 el efecto del tipo de borde (i.e. alfalfa y puerro) sobre la inmigracion, emigracion y
abundancia de coccinélidos en parches experimentales de brocoli, se encontré que tanto la
abundancia como la tasa de inmigracion de los coccinélidos H. variegata, Eriopis connexa
Germar e H. convergens fueron mayores en parches rodeados por puerro que en aquellos
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rodeados por alfalfa. Esto se habria debido a que la alfalfa, al ser un habitat de alta calidad para
los coccinélidos, habria actuado como sumidero, dificultando su inmigracién hacia el brocoli
(Grez & Prado 2000). En otro estudio en que se crearon parches artificiales de alfalfa rodeados
por tres tipos de borde (suelo desnudo, malezas y arboles), se estimé la abundancia,
inmigracion y emigracion de H. variegata y E. connexa. La abundancia e inmigracion hacia la
alfalfa fue significativamente mayor para H. variegata en alfalfales rodeados por suelo desnudo,
pero no para E. connexa; mientras que no se observo un efecto significativo del tipo de borde
sobre la emigracion (Arancibia 2012). En ambos estudios el movimiento fue evaluado mediante
marcaje-captura-recaptura, marcando los individuos con pinturas acrilicas. En el segundo
experimento existe la posibilidad de que no se hayan observado efectos significativos en E.
connexa debido a su baja abundancia, principal desventaja de este método (Lavandero et al.
2004).

Otro experimento evalué el movimiento de E. connexa entre parches de alfalfa separados por
suelo desnudo en paisajes artificiales con diferente grado de fragmentacion (Grez et al. 2005).
Se observo que el movimiento desde el suelo desnudo hacia la alfalfa fue significativamente
mayor que en el sentido contrario, siendo en el cultivo donde se observaron también las
mayores abundancias al final del experimento. Un tercer estudio evalué la abundancia de
coccinélidos inmigrando hacia alfalfales comerciales rodeados por distintos tipos de borde (Grez
et al. 2010). Mientras algunas especies fueron mas abundantes en alfalfales cercanos a bordes
de vegetacion arboérea (Adalia deficiens Mulsant, Psyllobora picta Germain, y Cycloneda
sanguinea L., aunque en esta Ultima especie el efecto fue sélo marginalmente significativo),
otras (E. connexa, H. variegata e H. convergens) tendieron a ser mas abundantes en alfalfales
adyacentes a cultivos anuales y maiz. En este caso la abundancia de individuos inmigrando fue
evaluada con trampas amarillas pegajosas mas grandes (superficie de captura: 2,64 m?) y bajo
el supuesto de que los individuos que cayeron en la cara que miraba hacia el borde se
encontraban inmigrando hacia el alfalfal. Ambos experimentos sugieren la importancia de la

dispersién como factor modulador de la abundancia de coccinélidos en los cultivos de alfalfa.

Los resultados encontrados por Grez et al. (2010) son coherentes con el uso de habitat
diferencial que hacen las especies de coccinélidos (Rebolledo et al. 2007, Grez et al. 2013).
Eriopis connexa ha sido descrita como una especie asociada a vegetacion herbécea vy, junto a
H. variegata, es muy abundante en trigo y maiz y muy poco abundante en hileras de vegetacion

y bosquetes arboéreos (Rebolledo et al. 2007, Grez et al. 2013), y por ello es esperable que
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inmigren mas a alfalfales rodeados por cultivos anuales que a aquellos rodeados por vegetacion
arbdrea. Por su parte, A. deficiens es mas abundante en hébitats arbéreos (Grez et al. 2013) y
consecuentemente deberia inmigrar mas a alfalfales rodeados por este tipo de vegetacion. En
Chile, Harmonia axyridis Pallas es mas abundante en alfalfa (Grez et al. 2013), aunque en otros
paises ha sido descrita como una especie mas bien asociada a vegetacion arbérea, preferencia
que todavia no ha sido evaluada en Chile (Koch 2003, Vandereycken et al. 2012). Por dltimo, un
reciente experimento utilizando como método de marcaje rubidio, demostré que H. variegata y
H. convergens se mueven entre alfalfales y cardos aledafnos a este cultivo, sugiriendo que esta
maleza puede funcionar como refugio temporal para estos coccinélidos cuando la abundancia
de presas es baja en alfalfa (Villegas et al. 2013). Este experimento resalta la influencia que

puede tener el tipo de habitat de borde en el movimiento de los individuos.

Estos antecedentes demuestran que los coccinélidos hacen un uso diferencial de los habitats
gque componen el paisaje agricola de la zona central de Chile, y también que este uso no es
estatico, sino que se mueven entre los distintos tipos de habitat, ya sea persiguiendo recursos o
buscando refugios. Si bien el ensamble de coccinélidos es mas abundante en alfalfales en
comparacion con otros habitats (Grez et al. 2013), es importante conocer la influencia que
ejercen la disponibilidad de presas, los bordes, el movimiento y la abundancia de
conespecificos en los bordes. Es por ello que en este estudio se evalud la relacién entre el
patron de abundancia de coccinélidos nativos y exoticos en alfalfales con: a) la abundancia de
presas (i.e., afidos) en alfalfa, b) el tipo de habitat adyacente (i.e., tipo de borde) y c) el
movimiento desde y hacia ambos bordes en funcion de la abundancia de conespecificos en

ellos.
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HIPOTESIS

La abundancia de coccinélidos en alfalfa es afectada por la abundancia de presas en alfalfa, por

el tipo de borde, por su movimiento entre ella y los bordes y/o por su abundancia en el borde.

PREDICCIONES

En base a los antecedentes previos, se predice que:

e La abundancia de coccinélidos en alfalfa sera mayor cuando haya una mayor
abundancia de presas en ella.

¢ La abundancia de coccinélidos en alfalfa dependera del tipo de borde que la rodee,
siendo este efecto especie-especifico.

e La abundancia de coccinélidos en alfalfa ser4 mayor cuando haya un mayor movimiento
hacia la alfalfa y un menor movimiento hacia los bordes.

e La abundancia de coccinélidos en alfalfa sera mayor cuando su abundancia en el borde
sea mayor, y esto coincidira con un mayor movimiento hacia la alfalfa y un menor

movimiento hacia los bordes.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la abundancia de presas en alfalfa, del tipo de habitat de borde, del
movimiento de coccinélidos hacia y desde los bordes y de la abundancia de coccinélidos en los

bordes sobre la abundancia de coccinélidos en alfalfa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa varia en funcién de la abundancia de
afidos en ella.

2. Evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa y en los bordes varia en funcion del
tipo de borde.

3. Evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa varia en funcion de su abundancia en

el borde y de su movimiento desde y hacia los bordes.

15



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se llevd a cabo entre enero de 2012 y enero de 2013 en alfalfales comerciales
ubicados en una zona con predominancia agricola del sector sur de Santiago, en las comunas
de Calera de Tango, Pirque, San Bernardo y Talagante. Para los experimentos se seleccionaron
doce alfalfales de entre uno y cinco afios de edad, y que no estaban sometidos a tratamientos
con pesticidas (Figura 1).
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Figura 1. Cartografia del area de estudio. Los niumeros sobre las unidades experimentales identifican a

cada experimento.

Disefio experimental

El disefio consider6 una variable independiente de tipo categoérica y tres continuas, las que
fueron evaluadas en los doce experimentos. La variable categoérica corresponde al tipo de borde
y tiene dos niveles, cultivos anuales y vegetacion arbérea. Cada nivel fue replicado seis veces,
los cuales se distribuyeron temporalmente al azar. Se utilizaron estos tipos de borde para
comparar uno con alto grado de perturbacion versus uno con bajo grado de perturbaciéon (Grez
et al., 2013).
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Cada unidad experimental (de aqui en adelante “experimento”) se compuso por un alfalfal con
su respectivo borde. Los experimentos estaban separados entre si al menos por 680 metros
durante el estudio. Sin embargo, para evitar capturar individuos marcados en sitios cercanos,
las trampas colocadas en una misma época estuvieron separadas entre si por al menos 1000 m
a la redonda. Los experimentos se consideraron vélidos sélo cuando cayeron individuos

suficientes para poner a prueba la hipotesis.

Los criterios para seleccionar cada unidad experimental fueron:

a) Caracteristicas del alfalfal: se seleccionaron aquellos que tuviesen entre 1 y 5 afios, que no
estuviesen sometidos a tratamientos de pesticidas, y mayores a 1 hectarea.

b) Caracteristicas del borde:

i.  Vegetacién arbérea: se buscaron bordes que estuviesen compuestos por especies
introducidas (i.e. habitats semi-naturales), ya que se ha observado que el ensamble
de coccinélidos en vegetacion nativa (i.e. matorral escleréfilo) es diferente al
observado en estos otros (Grez et al. 2013). Las especies predominantes en los
bordes seleccionados fueron Falso Acacio (Robinia pseudoacacia), Alamo (Populus
sp.), Eucalipto (Eucaliptus sp.) y Zarzamora (Rubus sp.). Estos bordes también
debian tener una altura y ancho minimos de 2 y 20 metros respectivamente.

ii. Cultivos anuales: se usaron bordes con maiz (Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum
L.) y papas (Solanum tuberosum L.). En todos los casos el ancho del borde fue

mayor a 20 metros, y el cultivo se encontraba en crecimiento.

Se realizaron cinco experimentos en verano (tres cultivos anuales y dos de vegetacion arbérea),
cinco en primavera (dos cultivos anuales y tres vegetacion arbérea), y dos en otofio (un cultivo
anual y uno de vegetacion arborea). La estacionalidad no fue una variable considerada en este
estudio, ya que por razones logisticas y de costo no se pudo contar con suficientes réplicas

para ello. Las fechas de los experimentos se encuentran en el Apéndice 1.

Caracterizacion de las unidades experimentales

En cada unidad experimental se midi6 el area del alfalfal y perimetro del borde, y la proporcion
del perimetro del alfalfal que estaba rodeado por el tipo de borde seleccionado. Estas
mediciones se realizaron a partir de una imagen de Google Earth®, a una escala de 1:2.000.
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Luego, la homogeneidad entre las unidades experimentales respecto esta variables se evalud
mediante un andlisis de varianza (ANDEVA), previa transformacion de los datos a In(x) para

homogeneizar las varianzas.

Especies

Si bien a priori se seleccionaron para el estudio las exéticas H. variegata, H. convergens y H.
axyridis, y las nativas E. connexa, A. deficiens y C. sanguinea, solo las tres exdticas y E.
connexa fueron colectadas, y de éstas sélo fue posible analizar a H. variegata pues las otras

resultaron ser con baja abundancia (véase Resultados).

Marcaje de coccinélidos

El movimiento entre la alfalfa y el borde fue evaluado mediante la técnica de “inmunomarcaje”,
(Jones et al., 2006). Se utilizaron dos marcadores: huevo entero en polvo (Agricovial®), y leche
entera en polvo (Mulpulmo®), ambos diluidos en agua. La alfalfa fue rociada con huevo y los
bordes con leche, siguiendo las recomendaciones del experto en la técnica (Thomas

Unruhlcom. pers.).

Un dia antes de instalar las trampas, se roci6 la vegetacion (alfalfa y bordes) con los
marcadores en una franja de 5 x 100 m (500 m?), ubicada entre los 12 y 17 m de cada lado de
la linea del borde, siendo el lado de los 100 m paralelo al borde. Las esquinas de inicio y
término de las franjas y el punto inicial en la linea del borde, fueron marcados en terreno con
tubos de PVC para guiar la colocacion de las trampas al dia siguiente. La aspersion de las
marcas se realizd con una carretilla pulverizadora (IMPAC®, Taral 1402040), bajo una presién de
aspersion de 250-300 psi (Basoalto et al. 2010). En la alfalfa se rociaron aproximadamente 70 L
de huevo (13,8 L/m?, Jones et al. 2006), a una concentracién de 15¢g/L (Basoalto et al. 2010), y
en los bordes 112,5 L de leche a 20g/L. La concentracion de leche fue aumentada a propdsito
ya que a las concentraciones descritas en la literatura habia mostrado cierta inestabilidad en

relacion al huevo (Jones et. al. 2006, Thomas Unruh com. pers.).

1 Thomas Unruh: Agricultural Research Service, USDA, USA. thomas.unruh@ars.usda.gov
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Muestreo de insectos

Los muestreos fueron realizados durante el periodo de crecimiento de la alfalfa, cuando se
encontraba con una altura mayor a 20cm. A cada lado (alfalfales y bordes) se colocaron 20
trampas, diez a 10 m del borde y las otras a 20 m (Figura 2). Las trampas consistieron en
tarjetas de mica transparente, de 15 x 25 cm, con pegamento entomoldgico esparcido por
ambos lados (Tangle-Trap®, The Tanglefoot Company®), siendo el area total de captura por
trampa de 750 cm?. Las trampas se amarraron a un extremo de un tubo de PVC, quedando a
~80 cm del suelo (Figura 3). Se usaron trampas transparentes para no sesgar el movimiento de
los insectos?. Adicionalmente, en los bordes de vegetacion arbérea se dispusieron 10 trampas a
~9 m de altura amarradas también a tubos de PVC para evaluar este habitat de forma mas
homogénea (Figura 4). Todas las distancias se establecieron en terreno con huincha de medir.

Las trampas se dejaron actuar por cuatro dias.

Figura 2. Fotografia aérea y posicionamiento de las trampas (puntos blancos) en la alfalfa y el borde en el

experimento 11.

2 Dowell & Cherry (2011) compararon el atractivo de trampas pegajosas de ocho colores distintos, entre
ellos el amarillo, el naranjo y el transparente, encontrando que solo las amarillas capturaron
significativamente més coccinélidos, por lo que no se espera que los palos naranjas aumenten el
atractivo de la trampa.
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Figura 4. Trampa colocada a aprox. 9 metros en borde de vegetacion arbérea.

El dltimo dia, los coccinélidos fueron colectados en terreno con mondadientes (uno por
individuo de modo de evitar contaminacién de la marca), colocados en tubos de microcentrifuga
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y llevados al laboratorio, donde se identificaron a nivel de especie, se contaron y guardaron en
un congelador a -80°C por no mas de 13 meses hasta el momento de su procesamiento. Los
afidos que cayeron en las trampas en alfalfa también fueron contados. Para ello, cada trampa
fue dividida en dieciséis partes, y se contaron los individuos presentes en los cuadrantes de la
diagonal. Este dato fue usado directamente en el andlisis estadistico.

Deteccion de las marcas: pruebas de ELISA

Las pruebas de ELISA fueron realizadas en el Centro Biotecnhologico Veterinario (BIOVETEC),
ubicado en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Estas
pruebas estuvieron dirigidas a buscar caseina (principal proteina de la leche) en los individuos
que cayeron en alfalfa, y ovoalbumina (principal proteina del huevo) en los que cayeron en los
bordes. Para definir las concentraciones de anticuerpos y soluciones de bloqueo a utilizar, se
realizaron diversas curvas de calibracion, segun Lilia & Frias (1987), y las recomendaciones del
experto en pruebas de ELISA, Dr. Leonardo Saenz®.

Las muestras colectadas fueron descongeladas el dia en que se sometieron al andlisis. Se
realiz6 un ELISA indirecto, siguiendo el protocolo de Basoalto et al. (2010), con algunas
modificaciones descritas mas abajo. Cada individuo fue sumergido en 1 ml de “solucion de
extraccion” (Tris, NaCl, KCl y EDTA) por aproximadamente 3 minutos, y luego fue descartado.

Las pruebas se realizaron con el sobrenadante, y para cada especie en placas separadas.

Cada placa de ELISA (Nunc-Immuno™, de 96 pocillos) contuvo 8 controles negativos, 4
blancos (solo con solucion de extraccién), 4 controles positivos (1 ng/ml del huevo y la leche
utilizados en terreno) y 80 muestras, usandose 2 pocillos para cada muestra. Como control
negativo se uso6 el sobrenadante de individuos de la especie en estudio, los cuales no estaban
marcados. Para obtener los controles se colectaron individuos a mas de 1 km de una zona

marcada en la misma temporada, o se criaron en el laboratorio.

% Leonardo Saenz: Profesor Asistente, Laboratorio Biotecnolégico Veterinario (BIOVETEC), Fac. Cs.
Veterinarias y Pecuarias, U. de Chile. leosaenz@uchile.cl
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Luego de extraer la marca de los individuos, se puso 80 ul de muestra por pocillo, y se dejo
incubar a 4°C por 17-21 horas. Al dia siguiente el contenido fue descartado y se lavé cinco
veces con 300 ul de “solucion de lavado” (PBS 1X y Tritdn). Posteriormente se agregaron 300 pl
de “solucion de bloqueo”, la que consistid en una solucion de leche descremada (Svelty®) en
polvo en PBS 1X al 5% para el caso de la ovoalblimina, y de suero fetal bovino (HyClone®) en
PBS 1X al 10% para la caseina. En ambos casos se incub6 a 37°C por una hora. El contenido
fue descartado, lavandose con 300 pl, dos veces para el caso de la ovoalbumina y una vez para
la caseina. Luego se agregaron 80 ul de anticuerpo primario, y se dej6 incubar por una hora. El
anticuerpo primario contra ovoalbumina fue una inmunoglobulina tipo G (IgG) policlonal anti-
ovoalbumina (Sigma-Aldrich, C6534-2ML), aplicado en una concentracién de 1:5000; y contra
caseina una IgG policlonal anti-caseina (ThermoScientific®, PA1-33128) en una concentracion
de 1:7000; ambas producidas en conejo. Luego se descarté el contenido, se lavd cinco veces
con 300 pl de solucién de lavado, y se agreg6 80 pl de anticuerpo secundario, que para ambos
casos fue una IgG anti-lgG de conejo, producida en cabra, ligada a la enzima peroxidasa
(Jackson®, cod. 111-035-144), en concentraciones de 1:4000 para ovoalbimina y 1:5000 para
caseina, y se dej6 incubar por dos horas. A continuacién las placas fueron lavadas con 300 pl,
tres veces con una solucién de 2,3 mg/ml de dodecil-sulfato de sodio (SDS) en PBS 1X, y luego
dos veces solo con PBS 1X. Finalmente, las placas fueron reveladas mediante la adicion de
trimetilbenzidina (TMB) (cod. T5999-01, US Biological®), que reacciona con la peroxidasa,
virando el color a azul. Se dejo6 reaccionar por 10 minutos, y se detuvo con “soluciéon de parado”
(HCI, al 2N). Las densidades Opticas (D.O.) obtenidas en cada pocillo fueron leidas con un
espectrofotémetro, a 450nm (BIO-RAD Model 680 Microplate READER®).

Las muestras fueron consideradas positivas cuando el promedio de los dos pocillos por muestra
era mayor al promedio mas tres veces la desviacion estandar de los 8 controles negativos de la
placa (Unruh et al. 2012). La prueba fue repetida para aquellos individuos en que la desviaciéon

estandar entre los dos pocillos fuese mayor al 50% del promedio.

Andlisis estadistico

Para probar si la abundancia de presas (i.e. afidos) en alfalfa afect6 la abundancia de H.
variegata en ella (Objetivo especifico 1), se realiz6 un andlisis de regresion lineal simple, en

donde la variable respuesta fue la abundancia de esta especie en alfalfa, y la independiente la
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abundancia de presas en ella. Esta prueba se realizé con el software SPSS Statistics®, previa

transformacion de ambas variables a In(x+1).

Para verificar si la abundancia de H. variegata en alfalfa y en los bordes se vio afectada por el
tipo de borde que la rodeaba (Objetivo especifico 2), se realizdé una prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis (K-W), donde el tratamiento fue cada habitat en particular (alfalfa rodeada por
cultivos anuales, alfalfa rodeada por vegetacion arbdrea, cultivos anuales y vegetacion
arbérea), y la variable respuesta la abundancia de H. variegata en alfalfa y bordes. Luego, para
comparar las diferencias entre tratamientos, se realiz6 una prueba de comparaciones multiples

a posteriori. Esto se realiz6 con el programa estadistico R-project (paquete “pgirmess”).

Finalmente, para evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa variaba en funcién de su
abundancia en el borde y del movimiento desde y hacia los bordes (Objetivo 3), se realiz6 una
regresion lineal multiple por pasos o “stepwise”, la cual permite eliminar variables que no son
importantes durante la regresion. La variable dependiente fue la abundancia de H. variegata en
alfalfa y las independientes fueron la abundancia de conespecificos en bordes y el nimero de
individuos que se movieron hacia la alfalfa. El movimiento de individuos hacia los bordes no fue
incorporado al analisis, ya que sélo se observaron cuatro eventos en total (ver “Resultados”).
Ambas variables fueron transformadas a In(x+1) para cumplir el supuesto de normalidad. Esto
se realiz6 con el software SPSS Statistics®.
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RESULTADOS

Caracteristicas de las unidades muestrales

No hubo diferencias significativas en el tamafio de los alfalfales (F = 0,09; 1, 11 g.l.; p = 0,76),
mientras que los cultivos anuales fueron siete veces mas grandes que los bordes de vegetacion
arborea (F = 14,83; 1, 11 g.l.; p = 0,003). Los tamafios promedio + 1 error estandar (ee) de los
alfalfales y sus bordes se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Tamafio promedio (= 1 ee) de los alfalfales y de sus bordes, en hectareas, segun tipo de borde
(cultivo anual y vegetacién arbérea).

Cultivos Vegetacion

anuales arborea
Alfalfales 7,06 (+ 1,64) 6,28 (+1,99)
Bordes 8,99 (+ 3,15) 1,27 (+ 0,26)

Tres de los seis alfalfales con borde de cultivos anuales estuvieron rodeados por menos del
50% de este tipo de borde debido a que no se encontraron mejores réplicas en el area de
estudio (promedio 0,48 + 0,11 ee; rango ~ 0,18 — 0,9), mientras que todos los alfalfales con
borde de vegetacion arborea estuvieron rodeados en mas de un 50% por este tipo de borde
(promedio 0,7 %= 0,06; rango ~ 53 — 93%). Sin embargo, esta proporcion no fue
significativamente mayor en bordes de vegetacién arbérea que en los de cultivos anuales
(ANDEVA, p = 0,11), por lo que la proporcion de bordes que rodearon cada experimento fue

similar en ambos tipos de borde.

Abundancia de coccinélidos en alfalfa 'y bordes, segun tipo de borde

En total se colectaron 501 coccinélidos en alfalfa, 250 en alfalfales con bordes de cultivos
anuales, y 251 en aquellos con borde de vegetacion arborea. En bordes se colectaron en total
103 individuos, 69 en cultivos anuales y 34 en vegetacion arbérea. Ningun coccinélido fue
colectado en las trampas de 9 m de altura que se pusieron en los bordes de vegetacion

arborea. Hippodamia variegata fue la especie dominante del ensamble, tanto en alfalfales como
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en bordes, seguida por E. connexa, H. axyridis e H. convergens (Tabla 2). La abundancia de
todas las especies en cada experimento se muestra en el Apéndice 2.

Tabla 2. Abundancias totales y por especie en alfalfales y bordes, segun tipo de borde. Entre paréntesis
se encuentra la abundancia relativa en alfalfa y bordes segun cada tipo de borde.

Tipo de borde Especie Abundancia Abundancia
en alfalfa en bordes
Cultivos anuales Total 250 69
H. variegata 219 (87,6%) 55 (79,7%)
E. connexa 8 (3,2%) 9 (13%)
H. axyridis 11 (4,4%) 0
H. convergens 9 (3,6%) 3 (4,3%)
Vegetacion arbdrea Total 251 34
H. variegata 221 (88%) 28 (82,3%)
E. connexa 11 (4,3%) 3 (8,8%)
H. axyridis 11 (4,3%) 0
H. convergens 8 (3,1%) 1 (2,9%)

Abundancia de &afidos

En total se contaron 349 &fidos, 279 (79,9%) en alfalfales rodeados por cultivos anuales y 70
(20,1%) en aquellos rodeados por vegetacion arbérea. La abundancia observada en cada

experimento se muestra en la Tabla 3.

Movimiento desde y hacia la alfalfa

En total se detectaron 86 eventos de movimiento, 82 desde los bordes hacia la alfalfa (16,3%
del total de capturados en alfalfa) y sélo cuatro en sentido opuesto (3,8% del total capturado en
bordes). De los movimientos hacia alfalfales, 33 ocurrieron desde bordes de cultivos anuales
(32 H. variegata y 1 H. axyridis) y 49 desde vegetacion arbérea (47 H. variegata, 1 E. connexay

1 H. axyridis). Por otra parte, tres individuos se movieron desde alfalfa hacia bordes de cultivos
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anuales (2 H. variegata y 1 E. connexa) y s6lo uno hacia vegetacion arbérea (H. variegata), lo
que fue insuficiente para incluirlo en el analisis estadistico. No se detecté ningin movimiento de
H. convergens. El nUmero de movimientos hacia la alfalfa de H. variegata por experimento se
muestra en la Tabla 3. Las densidades Opticas (D.O.) de las marcas detectadas por placa

(pruebas de ELISA) se muestran en el Apéndice 3.

Tabla 3. Tipo de borde, nimero de individuos que se movieron desde los bordes hacia la alfalfa

(inmigrantes) y abundancia de afidos en alfalfa para cada alfalfal. CA: cultivos anuales, VA: vegetacion

arborea.
Alfalfal Tipode  Inmigrantes  Abundancia
borde H.variegata  de afidos
1 CA 1 162
4 CA 0 88
6 CA 0 17
7 CA 1 5
9 CA 26 2
12 CA 4 7
2 VA 21 1
3 VA 2 12
5 VA 0 1
8 VA 2 37
10 VA 11 2
11 VA 11 5

Objetivo especifico 1: evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa varia en

funcion de la abundancia de presas en ella.

La regresion lineal simple, para evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa estaba
afectada por la abundancia de &fidos en el cultivo no fue significativa (R? ajustado = -0,04; B = -
0,16; p = 0,5; Figura 5). Esto significa que, en este estudio, la abundancia de presas en alfalfa

no explicé la abundancia de H. variegata en ella.
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Figura 5. Relaciéon entre la abundancia de H. variegata con la abundancia de &fidos en cada uno de los
alfalfales estudiados. La normalidad de los datos fue evaluada con una prueba de Shapiro-Wilk
(abundancia de é&fidos: p = 0,5; abundancia H. variegata: p = 0,99).

Objetivo especifico 2: evaluar si la abundancia de H. variegata en los alfalfales y

en los bordes varia en funcion del tipo de borde.

La abundancia de H. variegata en alfalfales rodeados por bordes de vegetacion arbérea fue
similar a la hallada en alfalfales rodeados por cultivos anuales y significativamente mayor que la
encontrada en ambos bordes (Figura 6). Sin embargo, el error estandar de la abundancia
observada en alfalfales rodeados por cultivos anuales fue tres veces mayor que en los
rodeados por vegetacion arbérea. No hubo diferencias significativas entre las abundancias de

H. variegata en los bordes.
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Figura 6. Abundancia de H. variegata en alfalfales y bordes segun tipo de borde. Se muestra el promedio
de las réplicas + 1 error estandar. CA: cultivos anuales, VA: vegetacion arbdrea. Letras diferentes indican
diferencias significativas segln prueba de comparaciones multiples a posteriori (chi cuadrado= 11,49; 3
g.l.; p=0,009).

Objetivo especifico 3: evaluar si la abundancia de H. variegata en alfalfa varia en

funcién de la abundancia en el borde y del movimiento desde y hacia los bordes.

La regresion lineal paso a paso arrojé una relacion significativa entre la abundancia de H.
variegata en alfalfa y el nimero de individuos que se movieron desde el borde hacia la alfalfa
(R? ajustado = 0,34; B = 0,53; p = 0,026; Figura 7). Sin embargo, la abundancia de
conespecificos en los bordes no afect6 significativamente la abundancia de H. variegata en
alfalfa (p = 0,45).
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Figura 7. Relacién entre la abundancia de H. variegata en alfalfa y el numero de individuos que se
movieron desde los bordes hacia la alfalfa. La normalidad de los datos fue evaluada con una prueba de
Shapiro-Wilk (p = 0,16).
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DISCUSION

En este estudio se logré evaluar, en condiciones de campo, el efecto de la abundancia de afidos
en la alfalfa, del tipo de borde, de la abundancia de coccinélidos en los bordes y del movimiento

desde los bordes hacia la alfalfa sobre la abundancia de H. variegata en alfalfa.

Los ensambles de coccinélidos en sistemas agricolas suelen estar dominados por pocas
especies (Wright & DeVries 2000, Pons et al. 2005, Day & Tatman 2006, Vandereycken et al.
2012). En este estudio, el ensamble estuvo fuertemente dominado por H. variegata, quien
representé mas del 80% de las colectas tanto en alfalfales como en ambos bordes, y fue la
Unica especie capturada en todos los experimentos (Apéndice 2). Las otras especies no
superaron el 13% de abundancia relativa en los tres habitats estudiados (Tabla 2). Esto era de
esperar ya que, a partir de su introduccion desde Sudéfrica en 1975, H. variegata se ha
establecido con éxito en la zona centro del pais, logrando dominar los ensambles de
coccinélidos al menos desde 2003, en donde antes dominaba la nativa E. connexa (Gonzalez
2006, Grez et al. 2012).

Un factor que permite explicar mayores abundancias de coccinélidos es que coexista una mayor
abundancia de é&fidos en un determinado momento o lugar (Honek 1982). Sin embargo, en este
estudio no se observé una relacion significativa entre estas variables. En un muestreo paralelo
realizado en alfalfales comerciales de la misma area de estudio, se midié la abundancia de H.
variegata, E. connexa, H. axyridis y de afidos en 23 alfalfales durante toda la temporada,
obteniendo mayores capturas que en este estudio, pero sin encontrar una relacion en estas
especies con la densidad de afidos, excepto en H. variegata, donde se observd una relacion
inversa (R?=0,29; B = -0,34; p = 0,004, datos no publicados). Sin embargo, cuando se analizé
por estaciones, esta relacion significativa sélo se observé en otofio (R = 0,29; B = -0,8; p =
0,004). Este resultado sugiere que en alfalfa la densidad de H. variegata, estaria relacionada
inversamente con la densidad de é&fidos particularmente en otofio, relacion que no habria sido
posible detectar en el presente estudio dado que en esta época del afio s6lo se realizaron dos
réplicas del experimento. Castillo (2013) evalu6 esta relacién, pero considerando nueve tipos de
coberturas y la abundancia en toda la temporada de 13 especies de coccinélidos, 8 nativas y 5
exoticas, encontrando una relacion significativa y directa. Al analizar por especie, Castillo (2013)
encontré que solo las exoticas H. variegata y H. axyridis se relacionaban positivamente con la

densidad de afidos, mientras que las nativas E. connexa y C. sanguinea no lo hicieron. Este
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analisis mas global, que muestra la respuesta de los coccinélidos a la abundancia de presas en
los distintos hébitats del paisaje agricola de Chile central, incluyendo un rango mas amplio de
disponibilidad de presas, junto a los resultados del estudio recién descrito, muestran que los
coccinélidos si responden a la densidad de &fidos, aunque no siempre de igual manera.
Ademas, sus resultados muestran que esta relacion depende también de la identidad del
depredador, siendo las especies exéticas mas sensibles que las nativas a la oferta de presas.
Ello puede deberse a que las especies exdéticas han coexistido por mucho tiempo con las
especies exoticas de afidos predominantes en el paisaje agricola de Chile central. También

demuestran la importancia de considerar la temporalidad para detectar una respuesta.

Los bordes que rodean un cultivo pueden influenciar la abundancia de enemigos naturales al
proveer recursos complementarios como refugios o recursos alimenticios (Rand et al. 2006). Sin
embargo en este estudio no se observo una influencia del tipo de borde en la abundancia de H.
variegata. Otros estudios han mostrado que esta especie tiene preferencias por ciertos tipos de
habitat, sobre todo los mas perturbados, como alfalfa, trigo, maiz y vifias (Rebolledo et al. 2007,
Grez et al. 2013), por lo que en este caso habian dos escenarios probables. En el primero se
esperaria una mayor abundancia en alfalfales rodeados por cultivos anuales ya que, de haber
una mayor abundancia en estos bordes en relacién a los de vegetacion arbérea, seria mas
probable que se muevan hacia la alfalfa. Sin embargo, en ambos bordes la abundancia fue
similar. Por otra parte, también pudo haber ocurrido que menos individuos se hayan movido
desde cultivos anuales hacia la alfalfa dado que en estos cultivos encuentran suficientes
recursos para quedarse, con lo cual estos bordes hubiesen ofrecido una mayor resistencia al
movimiento hacia la alfalfa, y la abundancia hubiese sido mayor en alfalfales rodeados por
vegetacion arbérea. No obstante, el nimero de individuos moviéndose desde ambos tipos de
borde hacia la alfalfa fue similar entre si (p= 0,3 con una prueba de Kruskal-Wallis). La ausencia
de efectos de borde en el presente estudio puede deberse a que este efecto estaria modulado
por la época del afio, como lo observaron Grez et al. (2010) y Arancibia (2012), quienes
encontraron efectos significativos del tipo de borde en los momentos en que H. variegata era
més abundante. En el presente estudio, el efecto de la época del afio no pudo ser analizado
dada las limitaciones de costo y logisticas para hacer suficientes réplicas en las distintas

estaciones. Por ello, en futuros estudios deberia considerarse este factor.

Por otra parte, la falta de efectos del tipo de borde pudo deberse al bajo nUmero de réplicas y

alta variabilidad en la abundancia de H. variegata en alfalfales con bordes de cultivos anuales.
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Ello se debié a que en uno de los experimentos cayeron ~9 veces mas individuos que en las
otras réplicas Esta variabilidad pudo deberse a los distintos tipos de manejo que pueden tener
los cultivos anuales y que pueden modular el movimiento de coccinélidos (e.g., aplicacion de
pesticidas, cosechas), en cambio los setos arboreos no tienen manejo alguno. Por otra parte,
en tres de los experimentos con borde de cultivos anuales, los alfalfales estuvieron rodeados
por menos de un 50% del este borde, siendo uno de ellos el experimento 9. Esto pudo haber
incorporado variabilidad a las observaciones, ya que el resultado en esos casos pudo haberse
debido a la influencia de los otros tipos de habitat, entre los que se encontraban vifias, habitats
semiurbanos y vegetacién arbérea. En todo caso, al remover esta réplica y disminuir esta fuente
de variabilidad, el resultado fue similar, por lo que este alfalfal no estaria influyendo de manera
relevante en los resultados. La menor variabilidad observada en alfalfales con bordes de
vegetacion arborea sugiere una mayor predictibilidad de la abundancia de H. variegata cuando

los alfalfales se encuentran rodeados por este tipo de vegetacion que por cultivos anuales.

Si bien los alfalfales pueden ofrecer temporalmente un gran subsidio de recursos, la
permanencia de estos enemigos naturales en los cultivos de una temporada a otra depende de
la calidad de otros habitats mas estables (Landis et al. 2000). La abundancia de H. variegata
fue aproximadamente cinco veces mayor en alfalfa que en ambos bordes, lo que muestra una
clara preferencia de esta especie por este tipo de cultivo, y coincide con lo descrito previamente
(Rebolledo et al. 2007, Grez et al. 2013). Esta preferencia pudo deberse a que el muestreo se
realizd6 cuando éste se encontraba en las mejores condiciones para la permanencia de los
coccinélidos (i.e., cuando la alfalfa se encuentra en crecimiento), pero no significa que sea
siempre un habitat de alta calidad. De hecho es un cultivo altamente perturbado, con seis a

siete cosechas durante la temporada.

El uso de la abundancia como estimador de calidad de habitat ha resultado confuso dado que
esta variable no siempre esta relacionada con la adecuacién biolégica (i.e. reproduccion y
sobrevivencia) (Van Horne 1983, Johnson 2007). De esta forma, la recolonizacion y
permanencia de coccinélidos en alfalfales depende tanto de la calidad de sitios permanentes
para la reproduccion y refugio (e.g., hileras de vegetaciéon o malezas) como de los recursos
ofrecidos a escala local, en este caso, en alfalfales (Pulliam 1988). Asi, futuros estudios
debieran considerar adquirir informacion sobre qué tipos de borde son ocupados como hébitats

alternativos por los coccinélidos y en que épocas del afio.
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Cuantificar el rol de los distintos tipos de habitat en un paisaje agricola como fuentes y
sumideros de coccinélidos es importante para un correcto manejo del habitat en control
biol6gico de conservacién (Lavandero et al. 2010). Los patrones de movimiento pueden ayudar
a identificar parches que estén actuando como fuente de enemigos naturales en épocas
particulares durante la temporada (MacFadyen & Muller 2013). Sobre esto, los resultados
sugieren en primera instancia que los alfalfales actuaron como sumideros (i.e. habitat con alta
tasa de inmigracidén y bajo éxito reproductivo, Pulliam 1988), al menos porque fue hacia ellos
donde se movid la mayor cantidad de individuos, aunque esto debe corroborarse evaluando el
éxito reproductivo en este cultivo, lo cual ha sido pobremente evaluado. De hecho, la
abundancia de coccinélidos en la alfalfa sélo fue explicada por la cantidad de individuos que se
movié hacia ella. Ello reafirma observaciones previas en que la inmigracion hacia alfalfales fue
un factor importante en explicar la abundancia de coccinélidos en parches experimentales de
alfalfa (Grez et al. 2005, Arancibia 2012) y en parches experimentales de brécoli (Grez & Prado
2000). En otro experimento realizado en paisajes artificiales de alfalfa, que fueron fragmentados
manualmente, se mostré un aumento transitorio de la abundancia de coccinélidos en paisajes
con mayor numero de fragmentos. Esto se explicaria por una mayor importancia de la
inmigracion al inicio de este proceso, el cual se compensaria por otras variables demogréficas
como natalidad, mortalidad y reproduccion méas tarde (Grez et al. 2004). Por tanto, estos
experimentos apoyan la hipotesis de que el proceso de dispersion es un factor importante en

explicar la abundancia de estos enemigos naturales en cultivos.

Otros estudios han demostrado que la abundancia de coccinélidos en los cultivos es
influenciada por el arreglo espacial de los distintos tipos de habitats a una escala mayor (Elliot
et al. 2002a, Gardiner et al. 2009, Grez et al. 2014). Esto porque a mayor escala el arreglo
espacial va de la mano de la permeabilidad (o fricciébn) que genera el paisaje al movimiento de
individuos, el que puede facilitar o dificultar su llegada hacia un parche determinado (Perovic et
al. 2010). Una menor permeabilidad puede atribuirse a que los parches ofrecen gran cantidad

de recursos (por lo que no necesitan moverse), 0 una alta tasa de mortalidad.

El mecanismo que explica el efecto significativo de la abundancia de enemigos naturales en los
bordes sobre la abundancia de conespecificos en alfalfa es que la probabilidad de que un
individuo se mueva hacia ella aumenta conforme aumenta su abundancia en bordes. Sin
embargo, a pesar que el movimiento hacia la alfalfa tuvo un efecto significativo, esto no fue

acompafiado por un efecto significativo de la abundancia de conespecificos en los bordes. Esto
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pudo deberse a que las trampas no fueron colocadas el tiempo suficiente para capturar el
efecto de la abundancia de conespecificos en los bordes, o a que no fueron colocadas cuando
se puede observar el efecto. Seria interesante realizar un estudio similar pero colocando las

trampas por mas de cuatro dias, y observar el movimiento antes y después de segar la alfalfa.

Adicionalmente, la deteccion de individuos que se movieron pudo haber sido influenciada por el
uso de diferentes proteinas para marcar (i.e. ovoalbumina y caseina). Esto porque se ha
descrito que la caseina (proteina de la leche, utilizada para evaluar inmigracién) es mas
inestable en terreno que la ovoalbumina (proteina del huevo, utilizada para evaluar emigracion)
(Jones et al. 2006, Boina et al. 2009, T. Unruh com. pers.). Las marcas no se mezclaron por
sugerencia del experto Thomas Unruh, pero si se rocié con una mayor concentracion de leche
en relacion a lo descrito en la literatura. Que la mayor cantidad de individuos estuviesen
marcados con caseina (i.e., proteina de la leche, encontrada en individuos que ingresaron al
alfalfal) sugiere que esta marca si es eficiente tanto en cultivos anuales como en vegetacion
arbérea a esta nueva concentracién, aunque esto pudo deberse también a la mayor abundancia
de individuos en alfalfales (a los que se prob6 contra caseina). Por otra parte, es poco probable
que la baja cantidad de individuos marcados con ovoalbumina (i.e. proteina del huevo,
encontrada en individuos que se movieron del alfalfal a los bordes) se deba a su poca eficacia
ya que, por el contrario, ha sido descrita como la mas estable, por lo que es muy probable que
refleje un efecto real (i.e., baja abundancia de individuos en los bordes).

En resumen, los resultados de este estudio apoyan parcialmente la hipétesis, ya que se
encontré que la abundancia de coccinélidos en alfalfa sélo se relaciona con el movimiento de
individuos desde el borde hacia este cultivo, independientemente del tipo de borde, de la
densidad de coccinélidos en los bordes y de la densidad de afidos en la alfalfa. Esto demuestra
el valor de tener una mirada de paisaje al momento de formular nuevas hipétesis sobre los
factores que modulan la abundancia de enemigos naturales en un cultivo agricola. Facilitar el
movimiento de los enemigos naturales hacia los cultivos puede hacerse siempre que se
conozca qué tipos de parches de habitat potencian el movimiento hacia los cultivos en
momentos claves de la temporada (sobre todo en el periodo de crecimiento), ya sea porque la
mortalidad en ellos es menor o porque son poco atractivos para estos insectos, por lo que

avanzan en la busqueda de recursos.
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Es necesario continuar desentrafiando los factores que determinan la abundancia de
coccinélidos en un cultivo, e identificar bajo qué condiciones es posible favorecer una mayor
colonizacién y abundancia de coccinélidos nativos. Experimentos con otros tipos de borde, que
incorporen el efecto de la estacionalidad, que consideren variables reproductivas y otras
escalas espaciales, entre otros factores, son necesarios para entender de mejor manera el
efecto de la heterogeneidad del paisaje agricola sobre los ensambles de coccinélidos en un

cultivo.

Potenciar la permanencia de coccinélidos en paisajes agricolas tiene consecuencias positivas
no soélo para los agricultores, sino también para la conservacién, por varios motivos. Primero
porgque, si esta permanencia se traduce en un mejor control biol6dgico, significaria una reduccion
en el uso de pesticidas. Segundo porque se ha visto que para conservar enemigos naturales en
paisajes agricolas se requiere diversificar la disponibilidad de habitats para enriquecer los
ensambles y asegurar el servicio ecosistémico que proveen. El beneficio de esto es que un
paisaje mas diverso aumenta las probabilidades de ofrecer habitats adecuados para otras
especies, por lo cual estos insectos benéficos pueden ser usados como “paraguas” en una
estrategia de conservacion. Mantener habitats permanentes y poco perturbados (e.g.
vegetacion arbérea) cerca de los cultivos puede significar un gran aporte a la conservacion de
estos coccinélidos y de otras especies en paisajes agricolas, los que actualmente cubren mas
del 50% de la superficie terrestre.
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CONCLUSIONES

La abundancia de afidos en alfalfales, el tipo de borde y la densidad de coccinélidos en
los bordes no se relacionaron con la abundancia de coccinélidos en alfalfa.

El movimiento de coccinélidos desde los bordes hacia los alfalfales se asocia
positivamente con la abundancia de coccinélidos en este cultivo, reafirmando la
importancia de la inmigracion en mantener poblaciones abundantes de enemigos
naturales dentro de un cultivo.

Ello refuerza la necesidad de considerar la escala de paisaje en el manejo de plagas y

sus enemigos naturales.
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APENDICES

Apéndice 1: Caracterizacion de las unidades muestrales. Las areas y los perimetros fueron obtenidos a

una escala 1:2000 mediante ArcGIS® 9.3. Falso Acacio: Robinia pseudoacacia, Zarzamora: Rubus sp.,

Alamo: Populus sp., Eucalipto: Eucalyptus sp., Olmo: Ulmus sp., Sauce llorén: Salix sp., Espino: Acacia

caven., Quillay: Quillaja saponaria.

) . i Perimetro
Tipo de Especies Area Area tratamiento/
Experimento Fecha Temporada dominantes alfalfal borde
borde perimetro
en el borde (ha) (ha)
total (%)
1 02-06/01/2012 Verano Cultivo Maiz 6,44 10,03 90
anual
2 09-13/01/2012 Verano Vegetacion  Falso Acacio 14,2 1.8 92,2
arbérea con
Zarzamora
3 16-20/01/2012 Verano Vegetacion Alamo con 7,83 2,28 66,4
arbérea Zarzamora
4 02-06/02/2012 Verano Cultivo Maiz 12,92 1,6 25
anual
5 16-20/04/2012 Otofio Vegetacion Olmo con 2,54 0,93 78,4
arbérea Zarzamora
6 03-07/05/2012 Otofio Cultivo Papa 3,21 3,08 53,1
anual
7 27/09- Primavera Cultivo Trigo 5,33 4,95 61,23
01/10/2012 anual
8 10-13/10/2012 Primavera Vegetacion  Sauce llorén, 8,73 0,68 53,59
arborea Eucalipto y
Alamo
9 05-09/11/2012 Primavera Cultivo Trigo 10,97 11,77 18,08
anual
10 15-19/11/2012  Primavera  Vegetacion Eucalipto, 1,93 1,23 54,01
arbérea Zarzamoray
Espino
11 25-29/11/2012 Primavera Vegetacion Eucalipto, 2,44 0,74 77,81
arbérea Quillay,
Zarzamora,
Alamo'y
Espino
12 03-07/01/2013 Verano Cultivo Maiz 3,48 22,53 38,67
anual
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Apéndice 2: Abundancias totales y por especie colectadas en cada experimento, segun tratamiento (Ab.:

abundancia).

Tipo de _ Ab.en _ AD. p?r Ab. en _ AD. pc->r
borde Experimento alfalfa Especies especie borde Especies especie
en alfalfa en borde

Cultivos 1 21 H. variegata 20 3 H. variegata 0

anuales E. connexa 0 E. connexa 3

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens 0 H. convergens 0

4 12 H. variegata 12 7 H. variegata 7

E. connexa 0 E. connexa 2

H. axyridis 0 H. axyridis 0

H. convergens 0 H. convergens 0

6 5 H. variegata 5 3 H. variegata 3

E. connexa 0 E. connexa 0

H. axyridis 0 H. axyridis 0

H. convergens 0 H. convergens 0

7 13 H. variegata 3 2 H. variegata 2

E. connexa 0 E. connexa 0

H. axyridis 9 H. axyridis 0

H. convergens 0 H. convergens 0

9 180 H. variegata 167 a7 H. variegata 43

E. connexa 1 E. connexa 0

H. axyridis 1 H. axyridis 0

H. convergens 8 H. convergens 3

12 16 H. variegata 12 5 H. variegata 0

E. connexa E. connexa 0

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens H. convergens 0

Vegetacion 2 59 H. variegata 59 8 H. variegata 5

arbérea E. connexa E. connexa 0

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens H. convergens 1

3 48 H. variegata 48 0 H. variegata 0

E. connexa E. connexa 1

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens H. convergens 0

5 42 H. variegata 29 1 H. variegata 1

E. connexa E. connexa 1

H. axyridis H. axyridis 0
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Tipo de ) Ab. en ) AD. pc.)r Ab. en ) AD. pc.>r
borde Experimento alfalfa Especies especie borde Especies especie
en alfalfa en borde

H. convergens 4 H. convergens 0

8 42 H. variegata 38 17 H. variegata 16

E. connexa 3 E. connexa 0

H. axyridis 1 H. axyridis 0

H. convergens 1 H. convergens 0

10 35 H. variegata 29 2 H. variegata 2

E. connexa 5 E. connexa 0

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens 1 H. convergens 0

11 25 H. variegata 18 4 H. variegata 4

E. connexa E. connexa 0

H. axyridis H. axyridis 0

H. convergens H. convergens 0
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Apéndice 3: densidades Opticas (D.O.) por placa de las pruebas de ELISA. Prom. (+): promedio de los

resultados positivos (con marca); D.E. (+): desviacion estandar de los resultados positivos (— significa que

hubo uno o ningun positivo); Prom (-): promedio de los resultados negativos; D.E. (-): desviacion estandar

de los resultados negativos; Prom. Control (-): promedio de los 8 controles negativos por placa; D.E.

control (-): desviacion estandar de los 8 controles negativos por placa; Prom. blancos: promedio de los 4

blancos (solucion de extraccion); D.E. blancos: desviacion estandar de los 4 blancos; Umbral: umbral

calculado por placa (promedio + 3 D.E. control negativo). Las especies se encuentran abreviadas por sus

iniciales.
Plac  Prom DE  Prom Prom. D.E. Prom. D.E. Umbra Especie

D.E.(-) contro contro blanco blanco (n° de

2 ) *) -0 I () I () s s positivos)

Anti-caseina (movimiento hacia alfalfa)

1 0,282 0,267 0,063 0,006 0,048 0,006 0,046 0,004 0,068 H.v(3)

2 0,104 0,035 0,057 0,006 0,050 0,005 0,048 0,003 0,066 H.v(19)

3 0,083 0,007 0,065 0,006 0,056 0,006 0,060 0,011 0,074 H.v(2)

4 - - 0,048 0,005 0,049 0,006 0,053 0,005 0,068 H.v(0)

5 0,093 - 0,046 0,005 0,049 0,008 0,051 0,005 0,073 H.v (1)

6 0,136 0,105 0,049 0,008 0,050 0,007 0,048 0,004 0,072 H.v(4)

7 0,062 - 0,042 0,005 0,057 0,008 0,050 0,007 0,060 H.v(1)

8 0,156 0,087 0,055 0,010 0,057 0,008 0,050 0,007 0,081 H.v(8)

9 0,201 0,100 0,064 0,017 0,082 0,008 0,051 0,003 0,122 H.v (6)

10 0,260 0,236 0,069 0,010 0,073 0,006 0,075 0,004 0,090 H.v(15)

11 0,430 0,396 0,078 0,011 0,070 0,010 0,076 0,011 0,098 H.v(19)

12 0,366 - 0,055 0,012 0,051 0,007 0,051 0,004 0,087 E.c(1)

12 0,097 - 0,047 0,007 0,056 0,006 0,051 0,004 0,074 Ha(@®)

13 - - 0,148 0,189 0,138 0,031 0,084 0,020 0,232 H.c(0)

Anti-ovoalbamina (movimiento hacia bordes)

14 - - 0,053 0,006 0,072 0,007 0,052 0,004 0,092 Hwv (1)

15 0,094 0,030 0,054 0,005 0,056 0,005 0,046 0,002 0,070 H.wv (2)

16 0,084 0,006 0,059 0,006 0,058 0,006 0,048 0,001 0,075 H.wv (2)

16 0,108 - 0,061 0,010 0,066 0,006 0,048 0,001 0,085 E.c(1)

16 0,117 - 0,053 0,007 0,053 0,006 0,048 0,001 0,072 H.a(@1)

17 - - 0,054 0,009 0,054 0,007 0,044 0,001 0,076 H.v (0)
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