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INVESTIGACIÓN

A B S T R A C T

The white grub, Hylamorpha elegans Burm., is a
serious pest on cereals and pastures in Chile. In
laboratory and greenhouse studies, the pathogenicity
of two Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsh.)
isolates: Qu-M270 and Qu-M802 on H. elegans larvae
was evaluated. The first evaluation was carried out by
immersion of third instar larvae in increasing
suspensions, 0 to 108 conidia mL-1 of each isolate. The
area under an accumulated mortality curve was
calculated, observing differences (P = 0.032) between
the isolates, with Qu-M270 being 50% superior to Qu-
M802. The LC50 and LC90 for Qu-M270 were 104.7 and
107.5 conidia mL-1, respectively. The greenhouse
evaluation was carried out in pots with pasteurized soil
and 10 larvae of H. elegans, on which four suspensions
(0 to 1014 conidia ha-1) were pulverized. After thirty
days, there were no significant differences in the
mortality between doses of 1013 and 1014 conidia ha-1 (P
< 0.05), with 95 and 94% of larval mortality,
respectively, but there was a difference at 1012 conidia
ha-1 (P = 0.045) with 74% mortality. It is concluded
that Qu-M270 was more effective in the control of H.
elegans larvae.

Key words: biological control, entomopathogenic
fungi, white grub, scarabs, insect pathology.

R E S U M E N

El gusano blanco, Hylamorpha elegans Burm., es una
plaga grave en cereales y praderas en Chile. Se evaluó
en laboratorio e invernadero la patogenicidad de dos
aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae var.
anisopliae: Qu-M270 y Qu-M802, sobre larvas de
tercer estadio de Hylamorpha elegans Burm. La primera
evaluación se realizó por inmersión de las larvas en
suspensiones crecientes de 0 a 108 conidias mL-1 de
cada aislamiento. Se calculó el área bajo la curva de la
mortalidad acumulada, observándose diferencias (P =
0,032) entre aislamientos, siendo Qu-M270 superior
en un 50% a Qu-M802. Las CL50 y CL90 para Qu-M270
fueron 104,7 y 107,5 conidias mL-1, respectivamente. Las
evaluaciones en invernadero se realizaron en macetas
con suelo pasteurizado y 10 larvas L3 de H. elegans,
sobre las cuales se pulverizaron cuatro suspensiones (0
a 1014 conidias ha-1). Luego de 30 días, no hubo
diferencias significativas en la mortalidad (P < 0,05)
entre dosis de 1013 y 1014 conidias ha-1, con 95 y 94% de
mortalidad, respectivamente, pero sí respecto a 1012

conidias ha-1 (P = 0,045), la que fue de 74%. Se
concluyó que Qu-M270 fue más efectiva en el control
de larvas de H. elegans.

Palabras clave:  control biológico, hongo
entomopatógeno, gusano blanco, escarabeido,
patología de insectos.
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INTRODUCCIÓN

Los gusanos blancos corresponden al estado larval
de escarabeidos que se alimentan de materia orgá-
nica y raíces de plantas forrajeras, cultivos anua-
les y arbustos frutales. De las especies nativas
identificadas en Chile, una de las de mayor impor-
tancia agrícola es Hylamorpha elegans
(Burmeister), comúnmente llamada gusano blan-
co del trigo o pololo verde (Aguilera et al., 1996).
Este insecto causa serios daños en trigo (Triticum
aestivum L.) en las regiones VIII a X, donde
ataques severos llegan a ocasionar pérdidas de
hasta un 80% de las plántulas (Artigas, 1994). Su
ciclo de vida dura aproximadamente un año; el
mayor daño es ocasionado por las larvas, lo que
ocurre en los meses de junio a agosto, período en
el cual los cultivos afectados presentan áreas con
plantas marchitas y sin ellas, quedando el suelo a
veces totalmente desnudo (Durán, 1976; Artigas,
1994).

El control de este insecto se ha basado en el uso de
insecticidas, sin embargo, la movilidad de las
larvas en el perfil del suelo por cambios de hume-
dad, temperatura y disponibilidad de raíces para
alimento (Villani et al., 1992; Artigas, 1994)
disminuyen la efectividad. Una vez establecido el
cultivo, el control curativo de larvas se puede
lograr aplicando diversos insecticidas, lo que en-
carece los costos de producción (Aragón, 2002).
Además, los problemas de toxicidad y residualidad
que generan su uso, han llevado a buscar otras
alternativas de control, como el uso de antagonis-
tas, entre los cuales se incluye el hongo
entomopatógeno Metarhizium spp.

La efectividad de Metarhizium en el control de
plagas, tanto aéreas como subterráneas, ha sido
estudiada desde hace más de un siglo. En Chile,
antecedentes de 1952, señalan que en condiciones
de campo, Metarhizium puede producir mortali-
dad de hasta un 50% de la población de larvas de
H. elegans (Olalquiaga y Cortés, 1952). Actual-
mente, el  Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), en su Centro Regional de
Investigación Quilamapu, ubicado en Chillán,
dispone de una colección de más de 600 aisla-
mientos de hongos entomopatógenos, entre los

cuales destaca Metarhizium (France et al., 2000).
A partir de esta colección se han realizado prue-
bas preliminares de patogenicidad, con 33 aisla-
mientos de Metarhizium provenientes de mues-
tras de suelo colectadas en la zona Sur de Chile,
seleccionando los aislamientos Qu-M270 y Qu-
M802 de M. anisopliae var. anisopliae (Metsh.),
debido a su alta patogenicidad para H. elegans
(Gerding et al., 1999). El estudio y evaluación de
estos aislamientos nativos permitirá disponer de
cepas endémicas que se podrían utilizar como
método de control para esta plaga.

Los objetivos de este trabajo fueron comparar
estos dos aislamientos para evaluar su efectividad
en el control de H. elegans; determinar la concen-
tración letal (CL) en condiciones de laboratorio y
el grado de efectividad del aislamiento seleccio-
nado en maceta.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta de insectos. Se colectaron larvas del
tercer estadio de H. elegans desde un huerto de
frambueso (Rubus idaeus L.), en la localidad de
Cachapoal (36°26’ lat. Sur, 71°44’ long. Oeste),
San Carlos, VIII Región, entre mayo y octubre de
2000. Las larvas se depositaron individualmente
en placas plásticas de 6 cm de diámetro con tierra
pasteurizada en su interior, y se mantuvieron sin
alimento en cámara oscura a 20°C. Con el objeto
de descontaminarlas, se realizó el cambio diario
de tierra por un período de cinco días previo a los
ensayos.

Selección del aislamiento y estudio de
patogenicidad. Se utilizaron los aislamientos Qu-
M270 y Qu-M802 de M. anisopliae var. anisopliae,
colectados en Osorno, X Región (40º34’ lat. Sur;
73º09’ long. Oeste) y Laguna río Mañihuales,
Puerto Aisén, XI Región (45º22’ lat. Sur; 72º49’
long. Oeste), respectivamente. Ambos aislamien-
tos se multiplicaron en placas Petri, con agar papa
dextrosa, incubaron a 25ºC hasta la esporulación
del hongo. Las conidias se cosecharon desde la
superficie del cultivo, mediante suspensión en
agua destilada estéril con el humectante Tween
80 al 0,1%, y las conidias se disgregaron en un
agitador mecánico. La concentración de conidias
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se determinó en una cámara de recuento (BOECO,
Neubauer, Germany). Se utilizaron suspensiones
de 104, 105, 106, 107 y 108 conidias mL-1, las que
se aplicaron a las larvas por inmersión durante 3
s. Como control se utilizaron larvas tratadas por
inmersión en agua destilada con Tween 80. Pos-
teriormente se incubaron en placas plásticas con
tierra pasteurizada y  se mantuvieron en oscuridad
a 20°C.

La mortalidad de larvas se registró diariamente
desde el primer día de tratadas. Las larvas muer-
tas se removieron e incubaron a 20°C en cámara
húmeda individual, para observar el desarrollo de
micelio y conidias sobre la cutícula. Las observa-
ciones continuaron hasta que al menos en uno de
los tratamientos la mortalidad de la población
tratada fuera de aproximadamente 95%.

El diseño experimental utilizado fue completa-
mente al azar con cinco repeticiones por trata-
miento, considerando como tal cada una de las
cinco concentraciones de inóculo por cada uno de
los aislamientos, más un control sin inóculo; la
unidad experimental consistió en 10 larvas. La
mortalidad de las larvas de H. elegans se expresó
como porcentaje de mortalidad en el tiempo. Con
los resultados de cada repetición se calculó el área
bajo la curva de la mortalidad acumulada para
cada aislamiento; posteriormente los resultados
se sometieron a ANDEVA y separación de me-
dias mediante la prueba protegida de Fisher (Steel
y Torrie, 1992). Para la selección del mejor aisla-
miento se comparó su eficacia, a través del análi-
sis Probit de las curvas de mortalidad (Marcus e
Eaves, 2000). Las diferentes concentraciones de
inóculo se compararon el día 20 después de la
inoculación, correspondiente al día en que el
primer aislamiento alcanzó el 95% de mortalidad.
La curva de mortalidad a diferentes concentracio-
nes del aislamiento seleccionado se ajustó a una
curva sigmoidea, cuya bondad de ajuste se com-
probó con la prueba de chi-cuadrado. Posterior-
mente, esta curva fue linearizada mediante trans-
formación Probit, asumiéndose normalidad para
calcular la CL50 de la población, a través de la
ecuación de regresión.

Ensayo de dosis en macetas. Se utilizaron larvas
estado L3 de H. elegans colectadas en una pradera
ubicada en Río Negro (40º47’ lat. Sur; 73º13’
long. Oeste), X Región, en octubre de 2000. En
macetas de 650 mL de capacidad, con suelo pas-
teurizado, se pusieron 10 larvas, previamente
descontaminadas según la metodología descrita
anteriormente. Mediante aspersiones con un pul-
verizador manual, se aplicó sobre el suelo el
aislamiento Qu-M270, en concentraciones equi-
valentes a 0 (control), 1012, 1013 y 1014 conidias
ha-1. Luego de las aplicaciones se colocaron
raicillas de festuca (Festuca arundinacea) y ballica
(Lolium perenne), desinfectadas superficialmen-
te, para la alimentación de las larvas. Las mace-
tas se cubrieron con tul blanco para atrapar los
posibles adultos emergidos. El ensayo se mantu-
vo en invernadero a temperatura ambiente con
ciclos de 12 horas luz y 12 de oscuridad. La
emergencia de adultos se registró diariamente
desde el primer día de aplicación. El día 30 de
tratados, se contaron los individuos muertos que
permanecieron en el suelo. Los adultos que
emergieron se aislaron individualmente y aque-
llos que murieron se incubaron en cámara húme-
da a 20°C, para observar el desarrollo de micelio
y conidias sobre el insecto, de manera de com-
probar que se trataba del mismo hongo inocula-
do. El diseño experimental utilizado fue comple-
tamente al azar con 4 tratamientos y 5 repeticio-
nes, con una unidad experimental de 10 larvas.
La mortalidad del control se corrigió mediante
fórmula de Abbott (Alves et al., 1998).

Este ensayo se repitió una vez y los resultados de
ambos ensayos se transformaron a raíz cuadrada
de (x+1) previo al ANDEVA. Posteriormente,
para determinar la mejor concentración se realizó
separación de medias mediante la prueba protegi-
da de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En ambos aislamientos, los síntomas iniciales de
las larvas infectadas fueron manchas oscuras en
el tegumento y pérdida de movimiento. Estos
síntomas coinciden con los observados por
Lecuona et al. (1996) y Alves (1998), quienes,
además, mencionaron que durante la germinación
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del hongo se produce una degradación enzimática
de la cutícula, causada por la secreción de
endoproteasas, quitinasas y lipasas, entre otras
enzimas. Según Hidalgo (2001), la aparición de
manchas pardas oscuras sobre el tegumento y
gránulos pardos o negruzcos en el cuerpo de la
larva, se debe a la acumulación de quitina alre-
dedor de los puntos de penetración del patógeno
y a la encapsulación del hongo en la cutícula,
como mecanismo de defensa del insecto contra
la infección.

Una vez desarrollados estos síntomas, las larvas
inoculadas murieron, adquiriendo una consisten-
cia dura; después de dos días de incubación el
tegumento se tornó blanquecino, debido al creci-
miento de micelio en lugares menos esclerosados.
Aproximadamente al tercer día se observó
esporulación sobre las larvas muertas. Esta forma
de reproducción es característica de la Familia
Moniliaceae, a la cual pertenece Metarhizium, y
se manifiesta por presentar conidióforos libres y
expuestos, lo que facilita la dispersión de las
conidias y la infección de insectos sanos, prolon-

gando la presencia del entomopatógeno en terre-
no (Agrios, 1997).

Para el aislamiento Qu-M270, el mayor porcenta-
je de mortalidad (96%) se alcanzó el día 28
postinoculación, con la concentración de 108

conidias mL-1, seguido de 107, 106 y 105 conidias
mL-1, las que causaron mortalidades de 80, 76 y
64%, respectivamente (Figura 1A). Se encontra-
ron diferencias (P = 0,002) entre el tratamiento de
108 conidias mL-1 y los tratamientos de 107, 106 y
105 conidias mL-1. Entre estos últimos tratamien-
tos no hubo diferencias (P < 0,05), pero sí con el
tratamiento de 104 conidias mL-1, cuya mortali-
dad fue cercana al 40% (P = 0,002).

El aislamiento Qu-M802 mostró el mayor índice
de mortalidad de larvas el día 20 postinoculación,
con la concentración de 108 conidias mL-1, que
causó un 92% de mortalidad. Este resultado fue
superior (P < 0,001) al obtenido en las demás
concentraciones, con mortalidades inferiores al
15% (Figura 1B). En ambos ensayos no hubo
mortalidad en el control.

Figura 1. Mortalidad de larvas de Hylamorpha elegans en el tiempo, inoculadas con distintas concentracio-
nes (conidias mL-1) de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. A. Aislamiento Qu-M270. B. Aislamiento
Qu-M802.

Figure 1. Hylamorpha elegans larvae mortality over time, inoculated with different concentrations of
Metarhizium anisopliae var. anisopliae (conidia mL-1). A. Isolate Qu-M270. B. Isolate Qu-M802.
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Al comparar la mortalidad para diferentes con-
centraciones de inóculo, el análisis probit indicó
que la bondad de ajuste fue altamente significati-
va (χ2 =  45,67; P < 0,001), indicando diferencias
entre las áreas de ambos aislamientos, siendo Qu-
M270 superior (P = 0,032) en un 50% al aisla-
miento Qu-M802 (Cuadro 1). Esto se debió a que
el aislamiento Qu-M802 no fue efectivo a bajas
concentraciones y sólo produjo una alta mortali-
dad de larvas a concentraciones mayores de 107

conidias mL-1 (Figura 2). Las diferencias obteni-
das pueden ser explicadas por el origen de los
aislamientos, ya que la mayor patogenicidad de
Qu-M270 se debió a que esta cepa se obtuvo de
una larva de Scarabaeidae, mientras que Qu-M802

se aisló desde una muestra de suelo proveniente
de una pradera natural utilizando como cebo una
larva de Lepidoptera, situación concordante con
lo planteado por France et al. (2000). La especi-
ficidad es una de las características más impor-
tantes de estos hongos, lo que representa  una
ventaja al no dañar organismos benéficos. Entre
las variables que afectan la especificidad de algu-
nos aislamientos de hongos entomopatógenos
hacia un determinado hospedero, están la habili-
dad de las conidias para adherirse al tegumento y,
una vez que el hongo ha penetrado en la cavidad
corporal, su capacidad para producir toxinas (Vey
et al., 1982; Glare, 1992).

Aislamiento

Qu-M270

Qu-M802

Concentración
(conidias mL-1)

104

105

106

107

108

104

105

106

107

108

Mortalidad
(%)
26
38
40
66
66
  2
  6
  2
12
92

Área total
bajo la curva

242 *

71

Cuadro 1. Parámetros de las curvas de mortalidad de larvas de Hylamorpha elegans al día 20 postinoculación
con distintas concentraciones de dos aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Table 1. Parameters of Hylamorpha elegans larvae mortality curves 20 days after inoculation with different
concentrations of two isolates of Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

* Indica diferencia estadística entre áreas bajo la curva según prueba t de Students (P = 0,032).

Figura 2. Mortalidad de larvas de Hylamorpha elegans al día 20 postinoculación con distintas concentraciones de los
aislamientos Qu-M270 y Qu-M802 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae en condiciones de laboratorio.

Figure 2. Mortality of Hylamorpha elegans larvae 20 days after inoculation with different concentrations of
isolates Qu-M270 and Qu-M802 Metarhizium anisopliae var. anisopliae under laboratory conditions.
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Alves (1998) señaló que la patogenicidad es una
característica genética de un microorganismo,
que lo lleva a penetrar en un insecto y causar la
enfermedad, en tanto que la virulencia es el grado
de patogenicidad de los aislamientos hacia un
hospedero específico. Así, para una misma espe-
cie de hongo puede haber diversas cepas o aisla-
mientos con distintos grados de virulencia, cuan-
do son aplicados en las mismas dosis y condicio-
nes ambientales. Como la virulencia es una de las
características más importantes en la selección de
cepas para un programa de control biológico (Butt
y Goettel, 2000) y dado los resultados obtenidos,
se seleccionó el aislamiento Qu-M270 para calcu-
lar la CL50 y CL90. La curva de mortalidad de Qu-
M270 a diferentes concentraciones del aislamien-
to se ajustó a una sigmoidea (P < 0,01); la ecua-
ción de la recta luego de la transformación probit
fue y = 0,49x + 2,71 (R2 = 0,98) (Figura 3), las
CL50 y CL90 fueron 104,7 y 107,5 conidias mL-1,
respectivamente.

Ferron (1978) señaló que aplicaciones directas
del hongo sobre el insecto producen concentra-
ciones letales más bajas, por consiguiente, al
utilizar métodos indirectos de inoculación como
aplicaciones al suelo, se deberían utilizar dosis
más altas para alcanzar mayor mortalidad. Cabe
destacar que en este ensayo las larvas se mantu-

vieron en suelo esterilizado húmedo y a 20°C,
condiciones que podrían favorecer aún más la
interrelación entre los aislamientos de
Metarhizium utilizados y las larvas, traduciéndose
en mayores posibilidades de infección. Como la
virulencia varía con las condiciones nutricionales
del hospedero, las dosis y técnicas de aplicación
del entomopatógeno y las condiciones de tempe-
ratura, humedad y radiación (Alves, 1998; Butt y
Goettel, 2000), se realizó un segundo estudio en
condiciones de maceta, con el propósito de rela-
cionar los resultados obtenidos a las condiciones
de campo.

Experimentos en macetas. El aislamiento Qu-
M270 demostró ser patogénico sobre las larvas de
H. elegans a concentraciones de 1012, 1013 y 1014

conidias ha-1, obteniéndose mortalidades de 77,
96 y 95%, respectivamente, todas las cuales fue-
ron diferentes (P < 0,01) al testigo. No existieron
diferencias (P < 0,05) entre las dosis de 1013 y
1014 conidias ha-1, pero sí con respecto a 1012

conidias ha-1 (P = 0,045) (Figura 4). La mortali-
dad alcanzada por el control (10%) se debió posi-
blemente, a que las larvas fueron colectadas en
terreno y en primavera, por lo cual no puede
descartarse que la mortalidad se debió al parasi-
tismo natural de la población.

Figura 3. Regresión probit para la curva de mortalidad de larvas de Hylamorpha elegans al día 30
postinoculación con distintas concentraciones del aislamiento Qu-M270 de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae.

Figure 3. Probit regression of Hylamorpha elegans larvae mortality curve 30 days after inoculation with
different concentrations of Metarhizium anisopliae var. anisopliae, isolate Qu-M270 in laboratory.
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Figura 4. Mortalidad de larvas de Hylamorpha elegans al día 30 postinoculación con distintas concentracio-
nes del aislamiento Qu-M270 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Figure 4. Hylamorpha elegans larvae mortality 30 days after inoculation with different concentrations of
Metarhizium anisopliae var. anisopliae isolate Qu-M270 in pots.

Al vaciar las macetas en los tratamientos inocula-
dos, se observó que las larvas de H. elegans
estaban muertas y con esporas de Metarhizium.
Sin embargo, los adultos capturados vivos e incu-
bados luego de muertos, no desarrollaron sínto-
mas de parasitismo por el hongo aplicado. Es
posible explicar este resultado si se acepta lo
señalado por Butt y Goettel (2000), quienes esta-
blecieron que durante el proceso de ecdisis una
importante cantidad de inóculo presente en la
superficie del insecto se pierde, afectando así la
virulencia del entomopatógeno. En efecto, no
todos los estados del ciclo de vida del insecto son
igualmente susceptibles a la infección por
Metarhizium. Tal como señalaron Ferron (1978)
y Butt y Goettel (2000), el estado de pupa es el
más resistente, mientras que los estados larvarios,
especialmente L2 y L3, y el estado adulto, son los
más susceptibles a la infección, lo cual es impor-
tante de considerar para determinar el momento
más oportuno para las aplicaciones, ya sea en
laboratorio o campo.

Otro aspecto destacable es la habilidad de
Metarhizium de crecer en forma saprofítica, lo
que quedó demostrado por la producción de
micelio sobre el suelo de las macetas. Esto, junto

con la facilidad de diseminación de las conidias y
su relativa capacidad de sobrevivencia en el suelo
(Alves, 1998) favorecen la utilización de esta
especie para el control de insectos plaga de hábito
subterráneo como los gusanos blancos. Es indis-
pensable señalar también, que este método de
control debe ir acompañado de prácticas cultura-
les que contribuyan a evitar la utilización de
plaguicidas químicos, y así favorecer la persis-
tencia del inóculo en terreno.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede
concluir que bajo condiciones de laboratorio, los
aislamientos nativos Qu-M270 y Qu-M802 de M.
anisopliae var. anisopliae difirieron en virulen-
cia, siendo Qu-M270 más efectivo al provocar
altos niveles de mortalidad en larvas de H. elegans,
a dosis equivalentes. Qu-M270 logró siempre
mayores niveles de mortalidad que Qu-M802 a
las diferentes dosis de conidias utilizadas. Las
CL50 y CL90 de Qu-M270 fueron de 104,7 y 107,5
conidias mL-1, respectivamente. Así mismo, en
condiciones de macetas y concentraciones de 1013

a 1014 conidias ha-1, Qu-M270 logró mortalidades
de larvas cercanas al 95%.
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