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Resumen 

Palabras clave: Beauveria vermiconia; Hylamorpha elegans; Metarhizium aff. lepidiotae; Phytoloema herrmani; Sericoides convexa.

El sur de Chile está enfrentando una emergencia agrícola causada por el gusano blanco, larvas de escarabajos nativos de la familia Scarabaeidae. Esta plaga ha devastado más de tres mil hectáreas de praderas de ganado, esenciales para la economía de los/as campesinos/as locales. Ante esta situación, se buscan métodos sostenibles de biocontrol que eviten el uso de químicos perjudiciales para la biodiversidad en los ecosistemas.  El objetivo de este estudio es determinar el potencial entomopatógeno de las cepas de hongos endófitos nativos, Beauveria vermiconia NRRL B-67993 y Metarhizium aff. lepidiotae NRRL B-67994 para el control biológico del gusano blanco. Estas cepas, fueron aisladas de larvas en praderas de ballica (Lolium perenne L.) en la región de Los Ríos. Se formularon dos inoculantes con una concentración de 106 conidias/g, aplicados a las especies de gusano blanco Hylamorpha elegans, Phytoloema herrmanni y Sericoides convexa. La curva de supervivencia Kaplan-Meier y el modelo de Cox revelaron un 20% de infección del total de las larvas, siendo B. vermiconia el tratamiento con mayor tasa de mortalidad (85,7%), mientras que M. aff. lepidiotae mostró una mayor eficiencia, con un tiempo inicial de infección de 5 días. No obstante, la infección sigue siendo baja, por lo que se está llevando a cabo un nuevo ensayo. Este incluye un aumento en la concentración de conidias a 108 conidias/g y un tiempo de exposición directa entre las larvas e inoculantes, para incrementar el porcentaje de infección y reducir el tiempo de biocontrol.

Abstract
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Southern Chile is facing an agricultural emergency caused by the white grub, larvae of native beetles of the Scarabaeidae family. This pest has devastated more than three thousand hectares of cattle pastures, essential to the economy of local farmers. In response to this situation, sustainable biocontrol methods are being sought that avoid the use of chemicals that are harmful to biodiversity in ecosystems. The objective of this study is to determine the entomopathogenic potential of the native endophytic fungal strains Beauveria vermiconia NRRL B-67993 and Metarhizium aff. lepidiotae NRRL B-67994 for the biological control of white grubs. These strains were isolated from larvae in ryegrass (Lolium perenne L.) in the Los Rios region. Two inoculants with a concentration of 106 conidia/g were formulated and applied to the white grub species Hylamorpha elegans, Phytoloema herrmanni and Sericoides convexa. The Kaplan-Meier survival curve and the Cox model revealed 20% infection of the total larvae, with B. vermiconia being the treatment with the highest mortality rate (85.7%), while M. aff. lepidiotae showed a higher efficiency, with an initial infection time of 5 days. However, the infection rate is still low, so a new trial is being carried out. This includes an increase in conidia concentration to 108 conidia/g and a direct exposure time between larvae and inoculates, to increase the infection rate and reduce the biocontrol time.


Introducción

Las larvas de gusano blanco corresponden a un conjunto de especies de escarabajos autóctonos (Coleópteros) en estado larval, principalmente de la familia Scarabaeidae (Cisterna et al., 2020). En los últimos años, el sur de Chile ha enfrentado una grave crisis agrícola debido a la proliferación de la plaga del gusano blanco (Garnica, 2022). Esta plaga afecta mayormente a praderas de pastoreo (Teuber, 2001), haciendo más susceptible el suelo a la desecación, lo que dificulta la regeneración de las raíces de las plantas (Acuña et al., 2020). Los gusanos se alimentan de la raíz de ballica (Lolium perenne L.), disminuyendo la producción de las praderas y por esto los campesinos/as no logran el forraje necesario para la alimentación de sus animales. Por otro parte, el Servicio Agrícola y Ganadero (SAG) de Chile, encargado de apoyar el desarrollo de la agricultura y la ganadería en el país, anunció que no tiene la obligación de controlar este problema, puesto que no es de carácter reglamentario, siendo una plaga nativa y de amplia distribución en el país (SAG, 2016), lo que dificulta aún más el obtener ayuda para los/as campesinos/as afectados/as. 

El control de esta plaga ha sido un desafío significativo, ya que el uso de pesticidas químicos, aunque efectivo en el corto plazo, tiene consecuencias negativas para la biodiversidad y la salud del suelo (Dicks et al., 2014). Por ello, se buscan métodos más sostenibles, como el control biológico de plagas con el uso de hongos endófitos nativos con capacidad entomopatógena asociados a larvas de gusano blanco (Pell, 2010). Con este enfoque, se puede reemplazar el uso de pesticidas a través de biocontroladores naturales selectivos para las especies que causan pérdidas de plantas forrajeras (Acuña et al., 2020) y reducir los químicos en ecosistemas agrícolas, lo que beneficia a diversos invertebrados, plantas y aves terrestres (Qayyum et al., 2021).

En el Laboratorio de Micología de la Universidad Austral de Chile, se aislaron e identificaron las cepas de hongos Beauveria vermiconia y Metarhizium aff. lepidiotae a partir de larvas de gusano blanco de la región de Los Ríos y se co-inocularon en mini-praderas de ballica (Lolium perenne L.) mostrando una asociación endofítica capaz de promover el crecimiento de la planta huésped (Garnica, 2022; Vera et al., 2022). Actualmente, estamos estudiando la capacidad entomopatógena de estas cepas para su uso como biocontrolador nativo de plagas de gusano blanco. El objetivo de este trabajo es determinar el potencial entomopatógeno de las cepas endófitas nativas de B. vermiconia y M. aff. lepidiotae para el control de especies de larvas de gusano blanco en praderas de ballica del sur de Chile.

Metodología

Las larvas vivas y muertas de gusano blanco correspondientes a Hylamorpha elegans Burmeister, Phytoloema herrmanni Germ. y Sericoides convexa Germ. Se recolectaron en praderas de ballica de Catripulli (región de Los Ríos) y El Manzano (región de La Araucanía). Todas las larvas se identificaron bajo lupa y se documentó su estado de salud y desarrollo. 

Se prepararon 300 g de arroz pregraneado como sustrato secundario para el cultivo de B. vermiconia (P55-1) NRRL B-67993 y M. aff. lepidiotae (M25-2) NRRL B-67994, autoclavándolo en matraces Erlenmeyer de 250 ml a 121°C por 20 minutos. Los hongos fueron inoculados por separado e incubados a 25°C durante 14 días. Para el conteo de conidias en una cámara de Neubauer, se preparó una suspensión de 10 g de cada formulado en 10 ml de Tween 80 al 0,1% según la metodología descrita por Bustillo (2010), obteniendo una concentración de 106 conidias/ml. 

Ensayo 1. Larvas de H. elegans, P. herrmani y S. convexa se colocaron en placas Petri con 50 g de tierra, añadiendo para cada tratamiento 1 g de hongo por separado para cada placa de cultivo. Se documentó el tiempo de infección, el porcentaje de mortalidad y la causa de muerte durante dos meses. Los resultados se analizaron mediante Kaplan-Meier y Modelo de Cox para determinar la significancia, complementados con fotografías para la observación del desarrollo de la infección.

Ensayo 2. Se utilizó la misma metodología que el ensayo anterior, añadiendo una mayor concentración de conidias por tratamiento (108 conidias/g) y también se aumentó el tiempo de exposición directa. Previamente, para cada tratamiento las larvas de H. elegans se expusieron directamente al inoculante durante 15 minutos antes de ser colocadas en las placas Petri con 2 g del inoculante, documentando el tiempo de infección, el porcentaje de mortalidad y la causa de muerte durante dos meses. Los resultados se analizarán con los mismos métodos descritos para el Ensayo 1 y se realizará una prueba Log-rank para comparar ambos ensayos.

Resultados y discusión

[image: ]Tasa mortalidad y desarrollo de la infección. Se determinó que, a los 17 días de post-inoculación, ambas cepas fúngicas infectaron las larvas P. herrmanni y S. convexa, siendo B. vermiconia la más efectiva en términos de tasa de mortalidad, alcanzando un 85,7%, en comparación con M. aff. lepidiotae, que presentó una tasa de mortalidad del 28,6%. Las infecciones por M. aff.  lepidiotae se caracterizaron por una formación micelian pulverulenta de color verde, fácilmente identificable y manipulable, mientras que B. vermiconia produjo una coloración rosada de la superficie de las larvas y además, de la infección interna que dejó a las larvas quebradizas (Fig.1). 













FIGURA 1.  Desarrollo de la infección causada por las cepas de B. vermiconia (P55-1) NRRL B-67993 y M. aff. lepidiotae (M25-2) NRRL B-67994 en larvas de S. convexa y P.  herrmanni, respectivamente. Las observaciones, en las primeras dos semanas se realizaron a intervalos de tiempo de 4 días.
Fuente: Elaboración propia (2024).

Análisis de supervivencia Kaplan-Meier y modelo de Cox. Los resultados mostraron que B. vermiconia tiene un efecto gradual en la mortalidad de las larvas de las 3 especies de gusano blanco con una probabilidad de supervivencia que disminuye notablemente a partir del día 25 post-inoculación, alcanzando casi cero a los 75 días. En contraste, M. aff. lepidiotae causó una disminución abrupta en la supervivencia de los gusanos en los primeros 17 días, indicando una alta letalidad a corto plazo. El modelo de Cox confirmó que, aunque las curvas de supervivencia no presentan diferencias significativas entre tratamientos, M. aff. lepidiotae es más efectivo como biocontrolador, mientras que B. vermiconia tiene un efecto de infección más prolongado en el tiempo. Las especies H. elegans y S. convexa muestran una supervivencia significativamente mayor, lo que podría indicar una menor susceptibilidad a las cepas utilizadas, mientras que P. herrmanni presenta un efecto intermedio, aunque la diferencia no es estadísticamente significativa.
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A partir de estos resultados se tiene proyectado la realización de futuros ensayos aumentando el número de muestras, la concentración de conidias de ambos formulados y añadiendo tiempos de exposición directa al iniciar el tratamiento. 




















FIGURA 2.  Curva de supervivencia Kaplan-Meier que muestra la probabilidad de supervivencia de larvas tratadas con las cepas de hongos entomopatógenos. Las líneas representan la supervivencia de las larvas tratadas con Beauveria vermiconia (rojo), Metarhizium aff. lepidiotae (verde), y un control sin cepa (azul). La duración en días se muestra en el eje X, mientras que la probabilidad de supervivencia se indica en el eje Y.
Fuente: Elaboración propia (2024).

Discusión 

Los géneros Metarhizium y Beauveria ya han sido utilizados como biocontrolador de diversas plagas de insectos en el área forestal y agrícola (Imoulan et al., 2017). Existen estudios previos que concuerdan con los resultados obtenidos en esta investigación; B. vermiconia había sido identificada por primera vez como hongo entomopatógeno asociada a larvas de Hylamorpha elegans en la región de Los Ríos (Glare et al., 1993). Sin embargo, es poco estudiada el rango de especificidad de la asociación con las especies de larvas y los métodos de infección (Aw et al., 2017). En nuestro estudio podríamos sugerir que ambas cepas pueden ser utilizadas en control biológico de la plaga del gusano blanco, sin diferencias significativas en la asociación con los diferentes tipos de especies. Sin embargo, la cepa de M. aff. lepidiotae podría ser más adecuada en control a corto plazo, y B. vermiconia podría ser de más utilidad en control más prolongado. Además, se han realizado ensayos previos que demuestran que la combinación de ambas cepas no genera una sinergia negativa (Vera et al., 2020), por lo que, al ser mezcladas entre sí, podríamos generar un biocontrolador que pueda ser utilizado en diversos tiempos de infección para la prevención de cultivos ganaderos.

Conclusiones

Los resultados preliminares mostraron que ambas cepas de hongos son capaces de infectar y causar la mortalidad de las larvas, aunque con diferentes tasas y tiempos de infección. La cepa M. aff. lepidiotae demostró ser más rápida en provocar la infección, mientras que B. vermiconia logró una mayor tasa de mortalidad de forma más gradual. Sin embargo, el nivel de infección obtenido fue inferior al esperado, lo que indica la necesidad de optimizar las condiciones experimentales. Por ello, se está realizando un segundo ensayo con tiempos de exposición prolongados y una mayor concentración de conidias, buscando aumentar la efectividad del biocontrol. Estos hallazgos contribuyen al desarrollo de alternativas sostenibles para el manejo de plagas, reduciendo la dependencia de pesticidas químicos y promoviendo la conservación de la biodiversidad del suelo en ecosistemas agrícolas.
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