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Capitulo 1

ANTECEDENTES GENERALES DEL COMPLEJO Listronotus bonariensis —
Acremonium lolii, EN LA PRODUCCION BOVINA

Francisco Lanuza A., Alfredo Torres B. y Ernesto Cisternas A.

En el sur de Chile el primer componente del complejo ‘L. bonariensis — A. lolii —
Produccién bovina”, que motiva el interés por el tema, fue el aumento poblacional
progresivo del gorgojo argentino del tallo de las ballicas y su ataque a praderas de
ballicas y otros cereales. (Cisternas y Torres, 1997) Este insecto es nativo de
Sudamérica y se constituye en plaga en Nueva Zelandia causando enorme dafio
economico al sistema agropecuario de ese pais. Se estima que infecta a 7 millones
de hectareas y los dafios van en un rango de US$43 a 138 millones por afio, solo por
reduccion de rendimiento y costo de regeneracion (Prestidge et al., 1991). Estos
mismos autores asumen pérdidas, del 5 al 30% de rendimiento en praderas
menores a 3 afios y un 2% en praderas mayores, debido al gorgojo.

En Chile no hay estudios de prospecciéon del problema y menos de estimaciones
globales de pérdidas. Se han reportado resultados de ensayos puntuales a inicio
de los noventa que revelaron en la Novena Region que la mayor incidencia de tallos
dafiados sobre ballicas ocurre entre enero y abril, indicando ademas que la
incidencia del gorgojo es inferior a los niveles que ocurren en Nueva Zelandia
(Aguilera'y Marin, 1994).

Sin embargo, en evaluaciones de experimentos de campo llevadas a cabo en el
Centro Regional de Investigacion del INIA-Remehue, se determind & incidencia
estival de L. bonariensis en distintas cultivares de ballicas bianuales y perennes,
como también en festuca y pasto ovillo, ademas del ataque del insecto en ensayos
de praderas con y sin riego (Torres et al,, 1998 ; Cisternas y Torres, 1997). Estos
mismos autores presentan los resultados de evaluaciones del dafio ocasionado a
una pradera mixta de ballica cv. Nui con trébol blanco de dos afios, que revelan que
la incidencia del dafio de L.bonariensis es alrededor de tres veces mayor en
condiciones de secano en comparacion a riego (Cuadro 1.1)

Cuadro 1.1 Porcentaje de ataque y parametros de densidad de L.bonariensis
sobre una pradera de ballica Nui-trébol blanco, bajo riego y secano.

Condicion % ejes atacados | N°huevos/100 N° larvas/100
ejes ejes
Riego 17,3 14,7 9,3
Secano 54,7 48,0 24,7




En praderas de ballicas de rotacion, Cisternas et al., (1997) determinaron pérdidas
del 44,7% por el gorgojo en un lapso de 200 dias entre enero y agosto.

Cisternas y Torres, (1997) realizaron un estudio en el cual listan una serie de ataques
registrados en distintas siembras comerciales de praderas en la X Regién
mostrando un incremento de la incidencia en el tiempo de esta plaga. Esto esta
generando pérdidas econdémicas importantes por reduccion de la poblacién de
plantas, de la calidad de la pradera y de su vida util, obligando a resembrar con el
consiguiente mayor costo.

Frente al problema de la plaga, en Nueva Zelandia, se intensificaron los estudios
para su control llegando a establecer el uso de cultivares de ballicas infectadas con
hongo endéfito del género Acremonium, nueva denominacion Neotyphodium sp
lolii. (N.lolii)

La relacion simbidtica es de tipo mutualista y se tienen ventajas para el hongo que
recibe proteccién y se nutre de la planta propagandose mediante sus hifas dentro de
ella, y a través de las semillas a nuevas plantas. A su vez, el hongo protege a la
planta del ataque del gorgojo y de animales herbivoros. Esto ocurre porque el hongo
produce varias toxinas del tipo alcaloides que actian, alguna de ellas, como
repelentes del insecto, y otras que afectan la salud y produccion de varias especies

animales como ovinos, bovinos, ciervos y equinos. (Familton et al., 1995).

Informacién de Prestidge y Fletcher (1993) generada en Nueva Zelandia, permite
observar claramente como el nivel alto de infestacion de enddfito en las semillas
permite un mayor rendimiento de forraje asociado a una menor densidad de gorgojo
(Cuadro 1.2)

Cuadro 1.2 Nivel de infestacion con endéfitos en semillas, poblacién de gorgojos y
rendimientos de materia seca en marzo, 10 semanas después de un

pastoreo.
Semilla Endoéfito Poblacién Rendimiento
en semilla (%) | (gorgojos/m?) kg MS/ha
Mayor de 2 afios 3 206 849
Menor de 2 afos 90 38 2.525

Adaptado de Prestidge y Fletcher (1993)

A nivel nacional, evaluaciones de la incidencia de la plaga en ballicas bianuales INIA -
Remehue, permiten observar un mayor porcentaje de ataque de la plaga sobre los
macollos de cultivares sin hongo enddfito Tetrone y Abercomo. Esto fue mas notorio
en el primer afio, pero al final el rendimiento medido por la poblacién de macollos/m?,
se afectd en alrededor de un 80%.



Para la ballica perenne, es natural y normal estar infectada con el hongo enddfito. En
Europa, Norte de Africa y Asia Occidental, de donde son originarias las ballicas, es
posible encontrar enddfitos en variedades naturales (Easton, 1999). En Nueva
Zelandia y Australia, la incidencia de la infeccion de las plantas, tanto de ballica
como festuca, va en aumento, no por neo-infeccion de plantas, sino que por la menor
sobrevivencia de plantas sin el endoéfito, que son atacadas por L.bonariensis.

La presencia del hongo en las ballicas deberia estar generando una gran ventaja
para la productividad de las praderas (Latch, 1994). Cifras recientes de Nueva
Zelandia, sefalan que N.lolii, estd ampliamente distribuido, encontrandose en un
70% de las ballicas en las tierras del sur y a un 99% de las ballicas en la parte
superior de la isla norte (Colin, 1999). Esto explica que las semillas provenientes de
ese pais contienen un alto nivel de infestacion con el endofito N.lolii. En Europa, la
situacion es diferente, ya que estudios realizados en praderas antiguas en paises de
ese continente sefialan que sobre el 80% contienen N.lolii, no asi los cultivares
comerciales donde solo 4 de los 16 evaluados fueron positivos al hongo y éstos no
superaron el 20% de infestacién (Galdames, 1995).

En Chile, los niveles de hongo endodfito en ballica perenne, tanto en cultivares
comerciales como en algunos experimentales, varian desde libre del hongo a
porcentajes entre 15 y 85%; incluso cultivares antiguos como Nui y Santa Elvira,
presentan enddfito, siendo, mucho menor a las que traen las semillas de cultivares
procedentes de Nueva Zelandia.

En la relacion simbiotica N.lolii-ballica perenne se generan una serie de alcaloides,
siendo los de mayor importancia el lolitrem B, la ergovalina y la peramina, que
afectan a los herbivoros vertebrados e invertebrados.

Sin embargo, para que ello ocurra debe conjugarse una matriz compleja de
interrelaciones de factores ambientales como temperatura, humedad, radiacion, de
lineas de enddfitos, de cultivares de ballicas, de estados fenoldgicos y presencia de
alcaloides que provocan la repelencia hacia el insecto y/o trastornos en los animales
gue consumen praderas con estas ballicas. Por ello no siempre es facil asociar el
efecto en el animal con las toxinas del enddéfito (Familton et al., 1995). A lo anterior
se agrega que los niveles de acumulacion y tipos de alcaloides en las plantas
pueden variar notablemente debido a efectos ambientales y a las interacciones entre
los genotipos de la planta y del hongo (Scott et al., 1999).

Los niveles de toxinas presentan un patron estacional siendo el periodo de verano-
otofio el de mayor concentracion en las plantas, lo que se manifiesta en una mayor
incidencia de problemas de salud en los bovinos. Easton (1999), sefiala que las
toxinas también tienden a incrementarse bajo condiciones de sequia y altas
concentraciones de nitrégeno en el suelo.

El consumo de estas ballicas con enddfito puede afectar la salud y produccion de los
animales, siendo el cuadro clinico “temblor de las ballicas” o “Ryegrass-staggers”,



caracteristico de la intoxicacion por el alcaloide lolitrem B. Los signos clinicos se
manifiestan cuando los animales que se encuentran consumiendo praderas de
ballicas infectadas con altos niveles de endéfito y son sometidos a movimientos y/o a
estrés. La severidad del cuadro depende de la cantidad de toxico ingerido y de la
intensidad del estrés, pudiendo variar los signos desde un leve tremor de la cabezay
el cuello que se incrementa al elevar la cabeza, hasta la caida de la cabeza y
presentacion de movimientos espasmodicos que interfieren en los reflejos
posturales. Esto puede llevar a caidas en “decubito lateral o esternal” con las patas
traseras estiradas detras del animal. Los signos pueden cesar después de dejar
tranquilos a los animales por varios minutos y su recuperacion completa se logra a
las 2 a 3 semanas de retirarlos de las praderas con endofito (Blood et al., 1992,
Familton et al., 1995).

El efecto del consumo de ballicas con altos niveles de endofito sobre el peso vivo en
ovinos se asocia al menor consumo de praderas de los animales afectados por el
cuadro que les imposibilita el pastoreo. Se ha descrito una correlacion significativa
entre la disminucion de la ganancia de peso y los niveles de alcaloide del enddfito, lo
gue sugiere la existencia de una intoxicacion sub-clinica provocada por el endéfito en
los casos que no se presente el temblor de las ballicas (Fletcher y Sutherland, 1993,
citado por Fletcher, 1993). En el ganado bovino el efecto del enddfito sobre la
ganancia de peso ha sido mas leve y esta influenciado por la época del afio
(Cosgrove et al., 1996).

En Chile Lanuza et al., (1998), evaluaron el efecto del consumo de praderas mixtas
sobre la ganancia de peso de terneras, sin encontrar un efecto del endofito. Ademas
se comprob6 que la pradera de ballicas con endofito soportd una mayor carga
animal y productividad por superficie, en comparacion a la praderas sin enddfito.

Eso si que para mantener la carga en los dos ultimos pastoreos hubo que
suplementar con ensilaje de pradera sin endofito.

También la ergovalina es uno de las toxinas que esta presente en las ballicas
infectadas con el enddfito, generandose el cuadro clinico denominado “stress
caldrico” o “heat stress”, descrito en Nueva Zelandia principalmente en ovinos. Los
signos clinicos son temperatura corporal elevada, aumento de la frecuencia
respiratoria, jadeo, salivacion excesiva y letargia; en el bovino se ha podido observar
también una disminucién subita de la produccion de leche (Easton, 1999) Este
mismo autor sugiere que es esperable que el enddfito afecte adversamente el
rendimiento lacteo de las vacas que consumen praderas de ballicas infectadas.

En Australia, utilizando praderas puras de ballicas durante 21 dias en dos
temporadas (noviembre y marzo), Valentine et al., (1993) detectaron una disminucion
significativa (P< 0,05) de entre 4 a 14%, segun época, en la produccion de leche de
vacas Holstein que pastoreaban ballicas con alto enddfito (88%), en comparacion de
aquellas que dispusieron de ballicas sin endofito.



Ensayos anteriores de Holmes (1989) citado por Thom et al., (1994) en Nueva
Zelandia revelan que los resultados tenian diferencias no muy consistentes en la
produccion de solidos de vacas que pastorean ballicas con y sin enddfito,
presentando solo una leve disminucion de la produccion de grasa en aquellas con
enddfito.

En Chile Butendieck et al., (1994) realizaron un ensayo sobre consumo exclusivo de
forrajes, suministrando a vacas en pastoreo y estabulados, cultivares de ballica
perenne, entre las cuales estaba el cultivar Embassy con alto porcentaje de hongo
enddfito. Los resultados indicaron una reduccion manifiesta del consumo de un 41%
en las vacas con soiling, siendo ésta menor bajo condiciones de pastoreo.

Lo anterior condujo a una reduccion en la produccién promedio de leche del orden
de 34% en vacas estabuladas y de un 15% en vacas a pastoreo, comparandose con
el promedio de la produccién de 6 dias anteriores a la aparicion del cuadro clinico
del “temblor de las ballicas”, en las mismas vacas.

En Nueva Zelandia Mc Callum y Thomson, (1994), no observaron diferencias en la
produccion de sélidos en vacas que pastorearon diferentes ballicas asociadas con
distintos niveles de Ilolitrem-B y ergovalina. Por otra parte Thom et al., (1997),
reportan que el enddfito de las ballicas tuvo un pequefio efecto sobre la produccion
de leche en vacas que pastoreaban praderas de ballicas con y sin trébol blanco. En
este caso el efecto se vid sélo en 2 de 9 periodos en los 3 afios del estudio. Los
mismos autores también concluyen que la influencia del enddfito es pequefa e
inconsistente bajo sus condiciones experimentales y no estuvo fuertemente
relacionada con la aparicion de los signos del temblor de las ballicas o con las altas
concentraciones de lolitrem-B en las plantas. El trébol blanco en las praderas parece
haber contribuido a la dilucién del efecto del enddfito sobre la produccién de leche en
verano y otofio.

Lanuza et al., (1999), al comparar la produccién de leche de vacas que pastoreaban
praderas de Ballica Yatsyn 1 con y sin enddfito asociado a trébol blanco, observaron
una mayor produccion de un 7,5% en las vacas que consumieron ballicas sin el
hongo enddfito. Segun los mismos autores las praderas de ballicas con endofito
soportaron una mayor carga animal y con ello la productividad por superficie fue
similar. Sin embargo, en una segunda temporada, no encontraron diferencias en la
produccion de leche utilizando las mismas praderas con vacas lecheras de parto de
primavera del afio 2000. Esta respuesta se explica en parte debido a que una
sequia en la segunda mitad del ensayo, obligé a bajar la carga animal y a realizar
una suplementacion con ensilaje, y ademas, debido a un mayor porcentaje de trébol
blanco en la mezcla forrajera, lo que produjo el llamado efecto de dilucién de las
toxinas.

En este sentido algunos autores han reportado el efecto de dilucion de las toxinas, ya
sea con trébol blanco o con suplementacion con ensilaje, en vacas lecheras con

menores niveles productivos (Thom et al., 1997; Clark et al., 1996)



A nivel nacional se hace necesario y es fundamental tener mayor conocimiento de
este complejo ‘L.bonariensis-N.lolii-Produccién bovina“ y de sus componentes en
particular. El reconocimiento y distribucion de la plaga, los enemigos naturales que
la puedan controlar, asi como la deteccion de dafio en las plantas y técnicas de
control en las siembras de praderas, son esenciales para establecer acciones
preventivas.

Asi también el uso de la tecnologia de las ballicas con el enddéfito N.lolii, debe
respaldarse en reconocer su mayor rendimiento, por la tolerancia al ataque de L.
bonariensis, diferenciar los distintos cultivares comerciales ofrecidos a los
agricultores en términos productivos y de concentracion de toxinas en las épocas de
pastoreo y de conservacion de forrajes.

Ademés es necesario establecer normas de manejo de pastoreo para las diferentes
categorias de animales para disminuir el riesgo de la presentacion del cuadro
“temblor de las ballicas” ; y asi evaluar el efecto sobre la produccion de carne y de
leche de los animales que consumen praderas cuyo componente principal son las
ballicas utilizadas en pastoreo y también de esas mismas praderas conservadas
como ensilaje. Sobre esto Ultimo, hasta el inicio de este proyecto no habia
informacién nacional del uso de ballicas con endéfito como ensilaje, ni tampoco en el
pais se tenian las técnicas de laboratorio montadas para determinar los alcaloides
ergovalina, lolitrem B y peramina.
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Capitulo 2

GORGOJO ARGENTINO DE LAS BALLICAS Listronotus bonariensis
(Kuschel) EN LA X REGION

Ernesto Cisternas A. y Marcelo Villagra B.

2.1 Introduccidén

El gorgojo argentino de las ballicas Listronotus bonariensis (Kuschel), es un insecto
nativo de Sudameérica. Este insecto accidentalmente introducido a Nueva Zelandia
detectado en 1927, no fue plaga sino hasta fines de 1950 (May, 1961). En Chile los
primeros registros de ataque fueron entregados por Norambuena y Gerding, (1985)
sobre trigo y cebada y posteriormente sobre ballicas, festuca y maiz por Aguilera y
Marin (1994) y Cisternas y Torres (1997). En la década de los 90 se registraron
ataques intensos del insecto principalmente en la X Regién y en menor medida en la
VIl'y IX Regiones.

En praderas naturalizadas polifiticas los primeros dafios de este insecto de habito
alimenticio nocturno y de caracteristicas cripticas durante el dia, se caracteriza por
atacar las especies gramineas, fundamentalmente ballicas (olium spp.) y con
especial preferencia a ballicas de rotacion corta . multiflorum y L. hibridum),
especies de gran importancia e introducidas masivamente en muchos sistemas
ganaderos del Sur de Chile. Este insecto en Chile se distribuye desde la IV Region
de Coquimbo a la XIlI Region de Magallanes y en el ambito mundial esta registrado
en Argentina, Uruguay, Bolivia, Brasil, Nueva Zelandia y Australia (Artigas, 1994;
Aguilera et al, 1996). Williams et al, (1994), determinaron que la procedencia de las
poblaciones de Nueva Zelandia y Australia tienen su origen en las poblaciones de la
costa este de Sudamérica.

2.2 Reconocimiento del insecto.

El insecto presenta cuatro formas distintas en su metamorfosis. Como adulto (
Fotografia 2.1), es un gorgojo de 2,5 a 4,0 mm. de largo, de color café, cubierto de
escamas grises y rostro prolongado caracteristico. Durante el dia se localiza entre la
hojarasca sobre o levemente bajo el suelo y de noche sobre las plantas
alimentandose del follaje. El huevo es pequefio, 0,50 a 0,75 mm de largo,
(Fotografia 2.2), negro, ovipuesto en grupos o individualmente dentro del tejido de la
vaina del macollo. La larva varia segun su desarrollo entre 0,6 a 8,0 mm de largo (
Fotografia 2.3), es blanca, sin patas y cabeza amarillo-cafesosa, se localiza dentro
de las vainas de los macollos de la planta y al final de su desarrollo se desplaza al
suelo alo2 cm.de profundidad donde se forma la pupa (Fotografia 2.4). La pupa
mide entre 2,5y 3,5 mm de largo, de color blanca o blanco-amarillento.
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Fotografia 2.1 Gorgojo en estado adulto. Fotografia 2.2 Huevo de
L.bonariensis.

Fotografia 2.3 Larva de L.bonariensis. Fotografia 2.4 Pupade
L.bonariensis.

En la X Region el insecto tiene dos generaciones al afio (bivoltino) pudiendo tal vez
en zonas particulares y dependiendo de las condiciones climéaticas del afio,
presentar desde una a tres generaciones. Aguilera y Marin (1994), indican que en la
IX Region el insecto presenta dos generaciones.

La primera generacién se desarrolla en la primavera, iniciAndose la oviposicion
desde fines de agosto, ( esto en los afios de invierno mas benigno o temperado),
hasta mediados de noviembre — diciembre; cuando se inicia la emergencia de los
adultos (diciembre — enero). La segunda generacion se desarrolla en el verano
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determinandose oviposiciones hasta mediados de marzo y la emergencia de adultos
hasta mayo. Los adultos de esta segunda generacion son los que transcurren parte
del otofio e invierno en estado de diapausa invernal. (Figura 2.1).

J J A S8 O N DE F M A M

s Huevo — Huevo —
— Larva Larva —
= Pupa |— = Pupa }—
Diapausa Adulto Adulto

Figura 2.1 Ciclo estacional de L. bonariensis en la X Regién .

2.3 Curvade vuelo estacional

La curva de vuelo estacional de L. bonariensis se establecio en el predio Remehue,
comuna de Osorno, a través de capturas en trampas pegajosas (Fotografia 2.5). El
inicio de las capturas en ambas temporadas ocurrié la semana 43, es decir a fines
de octubre, cuando la temperatura media ambiente supera los 10°C. En
evaluaciones de temporadas anteriores el inicio de las capturas fue la semana 39 y
en esta Ultima temporada primavera del 2002, la primera captura se colecto la
semana 46. De una u otra forma esto refleja una dependencia de las condiciones
climaticas para que ello ocurra. Segun Pottinger, (1966) citado por Barker et al,
(1989) el vuelo necesita una temperatura minima y la alta humedad la inhibe. Un
mayor numero de vuelos fue observado en Nueva Zelandia cuando la temperatura fue
mayor a 15°C y la humedad relativa menor al 40%.
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Fotografia 2.5 Trampa pegajosa para la captura de adultos de
L bonariensis en vuelo.

Las condiciones climaticas del afo, la condicion fisiologica del insecto y la
disponibilidad de alimento, son factores que incidiran en el comportamiento de vuelo;
por lo tanto, ello hara que la dispersion a través del vuelo sea un importante elemento
en la dindmica de poblacion del insecto, particularmente donde las condiciones de
clima favorezcan la actividad de vuelo del insecto (Barker et al, 1989).

vuelo de los adultos se inicié con distintas sumas térmicas siendo en la temporada
2000 — 2001 (42 a 59 GD base 10°C) y en la temporada 2001 - 2002 (85 a 109 GD
base 10°C). Esta diferencia en GD entre temporadas indicaria que otros factores
climaticos como la humedad relativa seria importante en la actividad de vuelo.

Queda claro que L. bonariensis, no vuela desde abril a fines de septiembre,
alimentandose sobre la pradera so6lo cuando la temperatura lo permite a fines de
otofio y fines de invierno.

2.4 Caracterizaciéon de los dafios en gramineas pratenses.

Los dafios sobre las plantas causados por L. bonariensis variaran influenciados por
varios factores: el clima, especies de gramineas pratenses, niveles de endofitos en
las ballicas, depredacion y parasitismo, asi como epizootias causadas por agentes
entomopatogenos.

El dafio de los adultos se localiza en el follaje, principalmente en los apices de las
hojas. Caracteristica es entonces la proliferacion de ventanas rectangulares con
nervaduras enrolladas, lo cual es evidente a contra luz. Este tipo de dafio no es de
importancia cuando las plantas son maduras; pero adquiere importancia en plantas
pequefas estresadas y/o plantulas (Fotografia 2.6).
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El dafio de las larvas, causa la muerte de los macollos, yemas y corte de primordios
de hojas, lo cual se evidencia en la base del macollo (Fotografia 2.7), donde es
posible ver perforaciones circulares, fecas tipo aserrin y muerte de macollos. El
dafio se magnifica principalmente en periodos secos, incrementandose las areas de
suelo desnudo y disminuyendo la tasa de macollamiento (Fotografia 2.8).

IR

Fotografia 2.6 Dafio en hoja causado Fotografia 2.7 Dafio en macollo nuevo

por el gorgojo adulto. causado por el gorgojo
larva.

Fotografia 2.8 Dafio en pradera causado por el gorgojo de las ballicas.
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2.4.1 Evaluacién de los dafnos del estado adulto

La evaluacion de la accion del insecto adulto se centré en los dafios que éstos
pueden causar a las plantulas al establecimiento de las gramineas pratenses. Para
determinar esto, se disefid un experimento bajo condiciones controladas, donde se
introdujo densidades conocidas del adulto del insecto en macetas. Se determind, el
efecto de las distintas densidades de poblacion sobre la sobrevivencia de plantas,
porcentaje de hojas dafiadas y rendimiento de materia verde.

Bajo estas condiciones se determiné que densidades mayores o iguales a 125
adultos /m?, son criticas para el establecimiento de praderas. Siendo mayor el efecto
sobre las ballicas de rotacion (Sabalan y Barspectra) y en menor medida las ballicas
perennes. La ballica perenne evaluada con enddfito Yatsyn, mostré un mayor indice
de sobrevivencia, menor dafio foliar y mayor rendimiento de follaje, incluso tolerd
poblaciones mayores a 125 adultos/m~ Figura 2.2.
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Sobrevivencia de plantas (%)
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Ndmero de Gorgojos adultos / m2

|—0—Yatsyn E- —s— Yatsyn E+ —a— Sabalan —.—Barspectra|

Figura 2.2 Efecto de las densidades de gorgojo sobre la sobrevivencia de
plantas en distintos cultivares.

Bajo condiciones de campo se correlaciond densidad de poblacion de adultos y
dafio de macollos, quedando claro que a mayor densidad de adultos, mayor nUmero
de macollos dafiados. El valor de los parametros fue R =0,835y el R* = 0,697.

2.4.2 Dafos del estado larval
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La larva puede causar dafios, a la siembra, cuando se encuentra en el suelo luego
de haber abandonado su planta hospedera atacando las plantulas bajo el suelo a la
altura del cuello. El otro momento de ataque ocurre cuando el adulto ha puesto sus
huevos sobre el hospedero y emergen las larvas, que penetran el macollo de la
planta regularmente sobre el suelo.

Los dafios larvarios son regularmente severos e irreversibles, teniendo los macollos
una muy baja tasa de recuperacion. Los niveles de ataque larval seran altos en los
cultivares de rotacién y en menor magnitud en los cultivares perennes sin enddfitos.
La menor incidencia de dafio larval se presenta en los cultivares perennes con
enddfito.

En la Figura 2.3 se presenta el grado de ataque promedio de cultivares perennes
con bajo o sin de enddfito versus cultivares con altos niveles de enddfito. En las dos
temporadas de evaluacion se aprecia diferencias importantes en el grado de ataque.

16,0
14,0

12,0 /\ A
10,0 /[ \ /

Macollos atacados (%)
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o o
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(ggoe@@@é&@‘?&é”&odﬁé&&@

Figura 2.3 Porcentaje de ataque de macollos de ballicas perennes con niveles
bajos y altos de enddfito.

2.4.3 Estimaciéon de dafios y pérdidas

L. bonariensis puede producir dafio y causar pérdida en praderas al
establecimiento, donde el estado adulto y las larvas residentes en el suelo se
alimentan de las plantulas. Estos dafios pueden ser atribuidos a otros factores como
una baja germinacion de la semilla o un efecto de estrés hidrico. Las larvas pueden
matar plantas nuevas y reducir el nUumero de macollos vivos y en consecuencia
afectar la produccion de la pradera, como asi mismo la estacionalidad y
composicion botanica. En Osorno se determinaron pérdidas de un 44,4 % en
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produccién de materia seca en la ballica bianual Montblanc, en cinco cortes (enero —
agosto) (Cisternas, 2001).

En Nueva Zelandia Prestidge et al, (1991) asumen entre un 5 a 30% de pérdidas de
rendimiento en praderas de L. perenne menores de 3 afios y un 2% en praderas
mayores de 3 afios debido a L. bonariensis. Golson y Trought (1980) determinaron
en el mismo pais una pérdida del 69,6% en 12 semanas en ballica Manawa.

Existen ademas dafios indirectos sobre los animales, como el efecto de la
intoxicacion por hongos endofitos presentes en las ballicas y el meteorismo que se
produce por una mayor proporcion de leguminosas en praderas atacadas.

Entre los afios 2000 — 2002 se evalu6 en Remehue —Osorno el efecto natural de L
bonariensis sobre al grado de ataque de macollos y la produccion de materia seca,
asi como la evolucion de la infestacion natural de la plaga sobre cuatro cultivares de
ballicas con y sin proteccion permanente de insecticida.

En la Figura 2.4 se observa la evolucion natural de la poblacion de la plaga. La
evaluacion inicial de poblacion indico la ausencia de la plaga a la siembra en otofio
del 2000. En los tratamientos sin proteccidn quimica se observa un incremento
sustantivo de la densidad de la plaga, en comparacion a la presencia en niveles
minimos del insecto en los tratamientos con proteccion quimica permanente.

200

150 /
100

N° de Gorgojos /m2

2000 2001 2002

|+ Sin proteccién == Con proteccién

Figura 2.4 Dinamica de la poblacion de L. bonariensis en los tratamientos con y
sin proteccion quimica permanente.

En la Figura 2.5 se presentan los rendimiento obtenidos en los tratamientos con y sin
proteccion en la temporada | (2000/2001) y Il (2001/2002). En la temporada | los
cultivares Tama, Montblanc y Napoledn con proteccion quimica se determinaron
diferencias de produccion, situacion que no se presento en el cultivar Maverick. En la
temporada Il no se detectaron diferencias en los cultivares Maverick y Napoleén con
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y sin proteccion quimica. Se mantuvo la diferencia detectada en la temporada | en el
cultivar Montblanc. El cultivar Tama sembrado en primavera en la segunda
temporada sufrié un fuerte efecto de la plaga al establecimiento.

15000
13000
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9000 -
000 - W
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Kg MS / ha

@ 2000/2001 m2001/2002

Figura 2.5 Produccion de forraje de los distintos cultivares segun tratamiento
(CI) Con Insecticida y (SI) Sin Insecticida.Temporadas 2000 - 2002.

En las Figuras 2.6 y 2.7 se presentan las dinamicas de ataque de la plaga en los
diferentes cultivares con y sin control quimico permanente. Los cultivares Napoleén y
Maverick , ambos cultivares perennes con bajos niveles de endodfitos 6 y 4%
respectivamente, presentaron niveles bajos de ataque en comparacion a los
cultivares de rotaciéon Tama (anual) y Montblanc (bianual).
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Figura 2.6 Dindmica de ataque de L. bonariensis en las ballicas sin proteccion
guimica permanente. Periodo 2000 - 2002

45
40

& 35
o 30
o
%25
g 20
©
o 15 /!—“
2 10 \
[Im]
: AN
O 4= A m_/'_i\ :'_I_I_'?4;>|'tmﬁ/‘l_k‘l=é;h_l—§'}—
O a HF > 0 w m zxx o F > 0 w o xx o
O w9 0 7 z wWw < o w © 0 7 z w < o
< »w O =z w b s < n O = w o s <
—e— Tama —@— Montblanc —a— Maverick Napoleon |

Figura 2.7 Dindmica de ataque de L. bonariensis en las ballicas con proteccion
guimica permanente. Periodo 2000 — 2002.

2.5. Susceptibilidad de las ballicas al ataque de L. bonariensis bajo
condiciones de campo en tres localidades de la X Regién.

La susceptibilidad al ataque del gorgojo de las ballicas se determiné principalmente
por el grado de ataque, ovipostura y presencia de larval en el hospedero. Para
determinar esto se evalud sistematicamente (cada mes) distintos parametros
durante el periodo de actividad del insecto (primavera, verano, otofio 2000 -2002).
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Se evaluaron 15 cultivares perennes y 10 cultivares de rotacion en tres localidades:
Los Lagos, Remehue y Nueva Braunau .

Para determinar la susceptibilidad al ataque del gorgojo se consideraron los
siguientes pardmetros :

Macollos atacados (%)
NuUmero de huevos en 100 macollos
NuUmero de larvas en 100 macollos

Considerando que la dindmica de la poblacion y el atague de la plaga es
multifactorial, (densidad e intensidad de la plaga, tasa de mortalidad natural,
presencia y niveles de enddfito, clima, hospederos, cultivo anterior, etc.), se utilizaron
categorias de susceptibilidad (Cuadro 2.1), para cada cultivar evaluado segun los
parametros antes descritos.

Cuadro 2.1 Categorias de susceptibilidad al ataque de L.bonariensis.

Susceptibilidad Nivel de Atague (%)
MA Muy alta 100 - 75
A Alta 74 - 50
M Moderada 49 - 25
B Baja 24 - 1
N Nula 0

2.5.1 Ballicas perennes

Los Lagos

Para esta localidad los resultados obtenidos se presentan en las Figura 2.8
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Figura 2.8 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de ataque,
ovipostura y presencia de larvas en Los Lagos (2000 — 2002).

Remehue (Osorno)

Para esta localidad los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.9
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Figura 2.9 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de ataque,
ovipostura y presencia de larvas en Remehue (2000 - 2002).

Nueva Braunau
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Para esta localidad los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.10.
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Figura 2.10 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segin grado de
Ataque, ovipostura y presencia de larvas en Nueva Braunau (2000 —
2002).

La interpretacion de la susceptibilidad de los distintos cultivares segun los
parametros evaluados se puede apreciar como promedio de las tres localidades en
la Figura 2.11, donde se observa una mayor tasa de preferencia promedio por la
ballica Jumbo.

Los cultivares de ballicas perenne muestran similar susceptibilidad como promedio
de las tres localidades. Los cultivares que presentan las mayores susceptibilidades
son aguellas con bajo o sin hongo endéfito (Anita, Jumbo, Napoledn y Kingston),
como se observa en el Cuadro 2.2. Ademas, si observamos los porcentajes de
endofitos determinados en los cultivares y presentados como promedio de las tres
localidades, en términos de preferencia y/o susceptibilidad no existen diferencias
entre estas ballicas ;pero si existe diferencia entre las con y sin hongo enddfito.
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Figura 2.11 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de
Ataque, ovipostura y presencia de larvas promedio tres localidades
periodo (2000-2002).

160
140
120
100
80
60
40
20

N° de gorgojos / m2

Ballicas Perennes

mil— .

2000 2001

2002

o Los Lagos mRemehue m Nueva Braunau

Figura 2.12 Densidad de gorgojos adultos en otofio en cada localidad.
Evaluacion (2000 - 2002).
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Lo regular es que a mayor poblacion de la plaga mayor nivel de dafio en las ballicas
y a mayor nivel de endoéfito menor poblacion de la plaga. El insecto sin lugar a dudas
prefiere para la postura de sus huevos y desarrollo de sus larvas, plantas sin la
presencia de hongo enddfito; pero lo que aparentemente determinara el desarrollo
de la plaga seran las toxinas asociadas a éste.

Los datos obtenidos en Nueva Braunau, indican que los mismos cultivares presentan
mayor susceptibilidad, por efecto de una mayor presion de la plaga que en las otras
localidades de la X Region (Figura 2.12).

Cuadro 2.2 Susceptibilidad promedio a la plaga de los cultivares perennes y
nivel promedio de enddfito.

Cultivar Los Lagos | Remehue | Nueva Braunau Endofito Promedio
Nui M " B A 76 M
Yatsyn M M A 94 M
Embassy M B A 44 M
Samson M M A 78 M
Supreme M B A 41 M
Vedette M B M 53 M
Dobson B B A 69 M
Bronsyn M B A 79 M
Meridian B B A 76 M
Nevis B B A 50 M
Impact M B A 82 M
Anita A A MA 16 * A
Jumbo MA MA MA 6 * MA
Napoleon A A MA 4 * A
Kingston M M MA 9* A

(*): Cultivares perennes sin enddfito, resultado producto contaminacion de campo
™ Categorias: MA=Muy Alta ; A=Alta ; M=Moderado ; B=Baja ; N=Nula




2.5.2 Ballicas de rotacion

Los Lagos

Para esta localidad los resultados obtenidos se presentan en las Figura 2.13
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Figura 2.13 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de
ataque, oviposturay presencia de larvas en Los Lagos
(2000 — 2002).

Osorno (Remehue)

Para esta localidad los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.14
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Figura 2.14 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de
ataque, ovipostura y presencia de larvas en Remehue (2000 — 2002).
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Nueva Braunau

Para esta localidad los resultados obtenidos se presenta en la Figura 2.15
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Figura 2.15 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de
ataque, ovipostura y presencia de larvas en Nueva Braunau (2000 - 2002).

Los cultivares de rotacion mostraron una alta susceptibilidad a la plaga, Figura 2.16.
La carencia de hongo enddfito es tal vez el principal factor que determina un grado
alto de ataque del insecto. En la Figura 2.17, se puede observar que la poblacién de
gorgojos adultos increment6 su poblacion en el tiempo, pero con niveles inferiores a
los incrementos poblacionales de las ballicas perennes, esto Ultimo sin explicacion
aparente.

Las ballicas anuales (Tama y Baspectra) aparecen como los cultivares mas
regulares en relacion a los niveles de susceptibilidad en todas las localidades, estos
cultivares presentaron una muy alta susceptibilidad, al punto que los establecimientos
de primavera fueron casi completamente destruidos, sobreviviendo en el otofio —
invierno siguiente una muy baja poblacion de la especie.

En Nueva Braunau se observa mayor susceptibilidad de la mayoria de los cultivares
a diferencia de Remehue (Figura 2.15 y 2.14) donde el nivel de susceptibilidad de
los cultivares fue menor.
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En el Cuadro 2.3, se puede obtener una clara vision de la susceptibilidad de los
distintos cultivares al ataque de la plaga; llama la atencién el nivel medio (M) para el

cultivar Maverik y Flanker.
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Figura 2.16 Preferencia promedio de la plaga por el cultivar segun grado de ataque,
ovipostura y presencia de larvas promedio de tres localidades (2000 —

2002).
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Figura 2.17 Densidad de gorgojos adultos en otofio en cada una de las
localidades (2000 - 2002).
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Cuadro 2.3 Susceptibilidad promedio a la plaga de los cultivares de rotacion.

Cultivar Los Lagos Remehue |NuevaBraunau Promedio

Tama (Anual) MA " MA A MA
Baspectra (Anual) MA MA MA MA
Concord A M MA A
Conker A M MA A
Flanker M M A M
Sikem A A MA A

Ajak MA A MA MA

Dominé MA A MA MA
Cruzader A M A A
Maverik M M A M

™) Categorias: MA=Muy Alta ; A=Alta ; M=Moderado ; B=Baja ; N=Nula

2.6 Control quimico de L. bonariensis a la siembra y en praderas
establecidas

2.6.1 Control quimico ala siembra en otofio

En el Cuadro 2.4 se presentan los tratamientos evaluados a la siembra en otofio de
una ballica de rotacion cultivar Flanker.

Cuadro 2.4 Tratamientos utilizados en la evaluacion de campo.

Tratamiento Producto Ingrediente Dosis

comercial activo g /25 kg semilla
1 Gaucho 60 FS Imidacloroprid 175
2 Punto 70 WS Imidacloroprid 150
3 Force 20 CS Teflutrina 150
4 Regent 250 FS Fipronil 200
5 Lorsban 75 WG Clorpyriphos 40
6 Testigo

La poblacién de gorgojos fue en promedio 159,6 (+/- 30,1) gorgojos / m>. Al evaluar
la produccion de forraje al primer corte (Figura 2.18) se detectaron diferencias entre
los tratamientos. El Testigo fue similar al tratamiento Lorsban y estadisticamente
diferentes (P<0,05) al resto de los tratamientos.
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Figura 2.18 Produccién de materia verde al primer corte después de la siembra de
otofo.

2.6.2 Control quimico ala siembra en primavera

En el Cuadro 2.5 se presentan los tratamientos evaluados a la siembra en primavera
de la ballica de rotacion cultivar Flanker.

Cuadro 2.5 Tratamientos utilizados en la evaluacion de campo.

Tratamiento Producto Ingrediente Dosis

comercial activo g /25 kg semilla
1 Gaucho 60 FS Imidacloroprid 175
2 Punto 70 WS Imidacloroprid 150
3 Force 20 CS Teflutrina 150
4 Regent 250 FS Fipronil 200
5 Cruiser 70 WS Thiametoxam 100
6 Testigo

La proteccidn de las semillas y plantulas se evaluaron a través del establecimiento
de las plantas y posterior macollamiento. Los resultados se presentan en las Figura
2.19. La poblacién de gorgojos determinada fue en promedio 166 gorgojos/m” . A
los 30 dias se determiné diferencia significativa entre el tratamiento testigo y el resto
de los tratamiento los cuales entre si, fueron similares. A los 90 dias del
establecimiento el producto Cruiser fue similar al testigo y ellos diferentes a los
demas tratamientos. La cantidad de macollos fue tan baja que no fue posible evaluar
la produccién. Las parcelas se contaminaron con malezas y plantas pratenses
diferentes al cultivar. Ninguno de los insecticidas evaluados fue capaz de controlar



los insectos adultos, siendo el principal dafio, producido por el gorgojo y en menor
grado por larvas provenientes de ovipostura.
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Figura 2.19 Numero de macollos a los 90 Dias después de la siembra de
primavera

2.6.3 Control quimico de adultos en cobertera

Para determinar la eficacia de los insecticidas aplicados en cobertera se disefié un
experimento bajo condiciones controladas de laboratorio. En el Cuadro 2.6 se
presentan los tratamientos y las dosis evaluadas. Los productos se encuentran en el
mercado y las dosis fueron calculadas en relacién a un costo similar entre ellas.

En el Cuadro 2.7 se presentan las mortalidades evaluadas corregida la mortalidad
natural por Abbott. Los tratamientos de insecticidas fosforados (Lorsban, Gusathion y
Fenitrothion ) fueron los mas efectivos a las 24, 48 y 72 horas post aplicacion. Los
piretroides Karate y Fastac, podrian tener una mejor eficacia si se incrementa las
dosis. Pottinger et al, (1984) probaron en bioensayos 24 quimicos contra los adultos
de L. bonariensis estableciendose que un gran numero de insecticidas fueron
toxicos para los adultos.



Cuadro 2.6 Tratamientos utilizados en la evaluacion de Laboratorio.
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Tratamiento

Producto comercial

Ingrediente activo

Dosis gocc

PC/ha

1 Lorsban 25 WP Clorpyriphos 1000
2 Gusathion 35 WP Azinfos Metil 300
3 Karate 5EC Lambdacihalotrina 100
4 Sumithion 100 EC Fenitrothion 300
5 Thiodan 50 WP Endosulfan 1000
6 Decis 2.5 EC Deltametrina 100
7 Fastac 10 EC Alphacipermetrina 100
8 Halmark 7.5 EC Esfenvalerato 80
9 Baytroid TM 525 SL Methamidophos + Cyflutrin 100
10 Testigo

Cuadro 2.7 Porcentaje de mortalidad de L.bonariensis expuesto a diferentes

insecticidas bajo condiciones de laboratorio.

Tratamiento Pre 24 horas 48 horas 72 horas
aplicacion Post Post Post
aplicacion aplicacion aplicacion
Lorsban 25 WP 0 100 100 100
Gusathion 35 WP 0 95 100 100
Karate 5EC 0 37,5 12,5 42,5
Sumithion 100 EC 0 97,5 95 100
Thiodan 50 WP 0 0 5 7,5
Decis 2.5 EC 0 10 5 10
Fastac 10 EC 0 37,5 45 65
Halmark 7.5 EC 0 2 22,5 25
Baytroid TM 525 SL 0 25 2,5 5
Testigo 0 5 5 5

2.6.3.1 Efecto de aplicaciones en cobertera sobreL.bonariensis como agente
no blanco de la aplicacion

Durante la ultima temporada (2002) se evalué el efecto de la aplicacion de
insecticidas para el control de cuncunilla negra sobre la poblacién de L. bonariensis
en tres localidades Remehue, Los Lagos y Nueva Braunau.

Se aplico el producto Lambdacihalotrina (Karate Zeon 5 CS) en dosis de 200 cc/ ha
en 200 | de agua/ha, la ultima semana de julio del 2002.
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En cada una de las localidades se determiné la densidad de adultos en el suelo a
través de un total 4 muestras de 40 cores cada una de 7,5 cm de didmetro y 5 cm de
profundidad tomados al azar por area tratada, antes y 10 dias después de la
aplicacion del insecticida.

En el Cuadro 2.8 se observa las densidades de poblacién de L. bonariensis por
metro cuadrado y el efecto del insecticida sobre su reduccién en ocho sectores en
tres localidades. En la Figura 2.20 se muestra en forma gréfica la respuesta de la
poblacion del gorgojo a la aplicaciéon de insecticida.

Este resultado es de alta relevancia, considerando que habria un efecto indirecto
sobre el insecto en la regién, tomando en cuenta que la superficie de praderas
aplicada anualmente contra la cuncunilla negra es alta.

Este efecto deberia ser estudiado en trabajos posteriores ya que su efecto podria
estar incidiendo sobre el comportamiento del insecto en las praderas de un grupo
importante de agricultores de la X Region.

Cuadro 2.8 Densidades de L. bonariensis/m® antes y después de la aplicacion de
insecticida para el control de cuncunilla negra.

Localidad Densidad antes Densidad post Reduccion
aplicacion aplicacion densidad (%)
Remehue 1 182,4 5,7 96,8
Remehue 2 171,0 4,3 97,4
Remehue 3 82,1 8,5 89,6
Remehue 4 104,9 0,14 99,8
Los Lagosl 66,1 0,0 100
Los Lagos?2 116,3 7,1 93,8
Nueva Braunau 1 145,9 5,7 96,1
Nueva Braunau 2 84,4 5,7 93,2
160
140
120
% 100
é 80
g 60
40
20
0 ; | E— |
Antes Aplicacion Después Aplicacién




Figura 2.20 Efecto total promedio de las aplicaciones de insecticida sobre la

densidad de L. bonariensis en el suelo.
2.7 Control natural.

L. bonariensis es ademas hospedero ocasional de alfalfa, avena, cebada, chépica,
maiz, repollo, trébol y trigo teniendo como enemigos naturales dos parasitoides
microhimendpteros: Braconidae; Microctonus hyperodae Loan, que parasita a los
adultos de L. bonariensis, y Mymaridae; Patasson atomarius Brethes, el cual
parasita sus huevos, mas comun en oviposturas sobre Agrostis sp en praderas de la
X Region (Prado, 1991). Golson et al, (1993), colectdé M. hyperodae en Argentina,
Brasil, Chile y Uruguay. En Chile se colect6 ecotipos en La Serena y Concepcion.

2.7.1 Agentes de control natural detectados.

Los enemigos naturales detectados en la X Region a través de los muestreos
sistematicos fueron escasos durante el periodo estacional 2000 — 2002; los que se
indican en el Cuadro 2.9. Solo los agentes P. atomarius B. bassiana fueron mas
comunes en las muestras tomadas en la region. Cabe destacar que los mayores
esfuerzos de blsqueda y colecta se centraron en parasitoides que en depredadores,
éstos ultimos de menor especificidad.

Cuadro 2.9 Enemigos naturales de L. bonariensis detectados entre diciembre
de1999 y septiembre de 2002.

Agente Estado del Insecto
Huevo Larva Pupa Adulto
Patasson atomarius X
(Hymenoptera : Mymaridae)
Hymendptera (no determinado) X
Aranae ( no determinado) X
Beauveria bassiana (Hongo) X X

En las Fotografias 2.9;2.10 y 2.11 se presenta al parasitoide de huevo P. atomarius

y las caracteristicas para su identificacion inicial. Yoshimoto (1990), entrega una
revision de los géneros de Mymaridae. En la Fotografia 2.12, se observan adultos

de la plaga atacados por B. bassiana.




Fotografia 2.9 Acercamiento de huevos Fotografia 2.10 Huevos de L. bonariensis
de L. bonariensis sano parasitado por Mymarido
(negro) y atacado ( naranjo). en estado de pupa.

Fotografia 2.11 Patasson atomarius Fotografia 2.12 Adultos de L.
parasitoide de huevos de bonariensis parasitado por B.bassiana.

L. bonariensis.

2.7.2 Tasas de parasitismo de L. bonariensis.

Para evaluar la incidencia de los parasitoides sobre los distintos estados del insecto
plaga se colect6 al azar muestras de campo en distintas localidades y predios de la
X Region. Para determinar el parasitismo de huevos y adultos se colectaron
muestras de 100 huevos y 100 adultos por localidad en las distintas estaciones del
afo. Estos estados fueron puestos en crianza bajo condiciones de laboratorio.



Bajo los muestreos realizados no se detecto la presencia del parasitoide del estado

adulto, aunque este ha sido colectado por Golson et al (1993) en las regiones IV y
VIII.

Solo se determind y colecto el parasitoide de huevos Patasson atomarius. Las tasas
de parasitismo fueron nulas a bajas en las praderas manejadas y mejoradas. En la
tltima temporada (2002) se colecté material en condiciones menos intervenida,
siendo mas efectiva la colecta de P. atomarius (0 -3%). Bajo la condicion mas
natural se colect6 ademas una larva de la plaga parasitada por un
microhymendptero, el que no emergié en condiciones Optimas.

Los resultados obtenidos muestran que el control natural del insecto por parasitoides
fue cercana a cero y nula en muchas de las localidades donde se tomd muestras.

Contrario a lo esperado no se determind la presencia de M. hyperodae en las
muestras analizadas y sometidas a crianza durante el desarrollo del proyecto. Este
parasitoide del estado adulto de la plaga fue introducido a Nueva Zelandia y las
tasas maximas de parasitismo determinadas por Mcneill et al, (2001), han sido del
27,3 (+- 2)%. Golson y Barker (1995), sefialan que en 1994 se alcanz¢ tasas de
parasitismo del 79% en Canterbury, Nueva Zelandia.

Sin embargo, la deteccion y determinacion de B. bassiana parece ser mas
auspiciosa como agente de control ya que se colect6 desde varias localidades en la
region. En Nueva Zelanda se ha evaluado la patogenicidad de B.bassiana de varias
aislaciones; determinandose que algunas fueron mas efectivas en la proporcion de
gorgojos muertos a los 20 dias dependiendo de la temperatura bajo condiciones de
laboratorio (Barker et al, 1991 y Goh et al, 1991).

2.8 Deteccion precoz del ataque delL. bonariensis.
2.8.1 Determinacién de umbral térmico del estado de huevo.

El gorgojo argentino de las ballicas presenta los estados de huevo, larva (4
estadios), pupa y adulto. Estos estados en el ambiente no se desarrollan a
temperaturas inferiores a 10°C. Aungue en simulaciones en Nueva Zelandia se han
utilizado umbrales térmicos inferiores a 10°C.

La acumulacién térmica se mide a través de Grados Dia (GD). Esta constante
térmica se acumula por sobre la temperatura base de cada estado de desarrollo del
insecto, para calcular la acumulacion de GD se usara la siguiente ecuacion:

GD=(ml1+m2)/2-mc

Donde:
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GD = Grados dia para un periodo de 24 hrs.
ml = Temperatura maxima para el periodo
m2 = Temperatura minima para el periodo
mc = Umbral térmico para la especie

El desarrollo exitoso de los estados embrionarios y post embrionarios son
controlados fuertemente por la temperatura. Temperaturas entre 10 y 38 °C son un
rango tolerable de desarrollo para muchas especies de insectos.

Bajo condiciones controladas en laboratorio se determind la embriogénesis de L.
bonariensis Cuadro 2.10

Cuadro 2.10 Porcentaje y periodo de emergencia deL. bonariensis a distintas
temperaturas bajo condiciones de laboratorio.

Temperatura N©° % Promedio Grados Dias
°C Huevos Emergencia Dias +/-DS Base 10 °C
5 70 0,0 - -
10 70 0,0 - -
12 70 10,0 36 +/- 3.26 72
13.1 (% 82 65,8 24,9 +/- 1.99 77
15 78 60,2 17,6 +/- 1.91 88

(*) : Condiciones de campo

En la crianza y estudio del efecto de las temperaturas sobre el desarrollo de las
larvas neonatas no se tuvo éxito ya que la mortalidad fue alta, superior al 90 %. La
causa principal fue la desecacién y no penetracion en los macollos dispuestos como
alimento.

Segun Barker (1988), los estados de huevo, larva, prepupa, pupa y los estados de
huevo a adulto requirieron 83, 189, 40, 172 y 454 grados dia acumulados Cuadro
2.11.

Cuadro 2.11 Umbrales térmico y Grados Dia necesarios para el desarrollo de L.
bonariensis Barker, (1988).

Estado Umbral temperatura °C Grados Diarequeridos sobre
el umbral térmico
Promedio 95 % Promedio 95 %

Huevo 10,1 8,1 - 116 83 75 - 91
Larva 9,8 4,4 - 129 189 159 - 246
Prepupa 11,1 7,6 - 13,5 40 35 -47
Pupa 10,4 7,2 - 12,6 172 149 - 204
Huevo a Adulto 10,2 7,7 - 119 454 422 - 486
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Otros antecedentes encontrados en la literatura son presentados en el Cuadro 2.12

Cuadro 2.12 Requerimientos en Grados Dia (GD) para el desarrollo de cada uno
de los estados del gorgojo argentino en Nueva Zelandia. (Golson,

1979).

Estado Duracién GD calculado para el desarrollo de cada

estimada en el estado segln umbral

campo (Dias)

8°C 10°C 12°C 14°C

Huevo 12 62 32 20 12
Larva 54 349 195 153 100
Pupa 7 76 50 34 24
Adulto 135 (Verano) 1069 728 529 360
Longevidad.

2.8.2 Determinacion de alimentacién foliar de adultos.

Para determinar el inicio de actividad de los adultos se evalu6 en forma indirecta en
base a la deteccion de la alimentaciéon de ellos en el follaje, para ello se
seleccionaron varias localidades en el area de Osorno y se inicié la toma de
muestras en base a dos submuestras de 100 macollos a los cuales se determiné
presencia /ausencia de dafio por alimentacion foliar.

Se determind que el inicio de la alimentacidén ocurrié antes de la captura de adultos

en vuelo (semana 43) y los niveles de dafio foliar variaran con la presencia de hongo
enddfito en el forraje (Figura 2.21).
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Figura 2.21 Efecto sobre el dafio foliar en ballicas con y sin enddfito.



En la Figura 2.22, se presenta el comportamiento del inicio del dafio foliar en cuatro
condiciones de praderas con distintos niveles de enddfito. El inicio de la
alimentacion en la temporada 2001 — 2002 se detect6 en la semana 41. Los niveles
de dafio foliar deberian estar influenciados por la densidad del insecto.

Muestras anteriores a la semana 41 no presentaron dafio. El periodo de alimentacion
foliar fue detectable entre las semanas 41 y 20 del afio siguiente.

Temperaturas diarias mayores a 10°C inducen la actividad de los adultos, situacion que
comienza a ocurrir desde la primera semana de agosto, ello con mayor regularidad
desde mediados de septiembre.

Bajo la condicion de los afios 2001 y 2002, los Grados Dia acumulados a la semana
41en Remehue -Osorno fueron 64y 71.
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Figura 2.22 Caracterizacion de la magnitud y semana de inicio del dafio de
alimentacion en diferentes localidades (2001 — 2002).
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En la figura 2.23 se puede ver caracterizado el inicio del ataque de macollos como
promedio por mes, evaluado en 15 cultivares perennes. Se puede apreciar que hubo
un mes de anticipacion en el afio 2001 respecto al afio 2000. Cuando se analizan
datos en relacion a los Grados Dia acumulados se puede observar un cierto grado
de correspondencia entre los grados dias acumulados en el afio respectivo, (Cuadro
2.13).

Cuadro 2.13 Grados Dia (base 10) acumulados en los meses de inicio de
ataque de la plaga. Remehue (INIA).

Mes 2000 2001
Septiembre 23,4 50,5
Octubre 76,1 123,1
Noviembre 133,1 181,35
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Figura 2.23 Caracterizacion del ataque de macollos en Remehue
Temporada 2000 — 2001 y 2001 - 2002.

Para la localidad de Nueva Braunau los antecedentes climaticos de los meses de
inicio de ataque, se presentan en el Cuadro 2.14 y de evaluacién de macollos
dafados en la Figura 2.24. En ellos es posible observar un cierto grado de
correspondencia en base a las temperaturas acumuladas en base 10.



Cuadro 2.14 Grados Dia (base 10) acumulados en los meses de inicio de

ataque de la plaga. Nueva Braunau (Tepual).

ANOS
Mes 2000 2001
Septiembre 15,9 30,2
Octubre 42,8 64,8
Noviembre 80,6 ND
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Figura 2.24 Caracterizacion del ataque de macollos en Nueva Braunau.
Temporada 2000 — 2001 y 2001 - 2002.

El insecto presenta una dependencia de las condiciones climaticas que han sido
analizadas y respaldada con datos nacionales y extranjeros. La simulacion de la
fenologia del insecto bajo las condiciones locales podrian ser futuros trabajos a
desarrollar.

El uso de los Grados Dia resulta una herramienta eficaz para la deteccion precoz de
la actividad del insecto asociada a eventos fenolédgicos de la plaga. Sin embargo, es
posible observar que existen factores como la presencia del hongo enddfito en las
praderas que puede esconder o variar el comportamiento alimenticio de la plaga,
como la variacion climatica anual (Figura 2.25).
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GRADOS DIAS ACUMULADOS BASE 10 REMEHUE
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Figura 2.25 Grados Dias acumulados en Remehue
Temporada 2000 — 2001 y 2001 - 2002.

2.9 Consideraciones Finales

El gorgojo argentino de las ballicas L. bonariensis bajo condiciones de la X Region
presenta dos generaciones al afio. La primera generacion se desarrolla en
primavera / verano (agosto a diciembre) y la segunda en verano / otofio (diciembre a
marzo), permaneciendo los adultos de la segunda generacidon en estado de
diapausa invernal.

La accion de los enemigos naturales sobre la plaga, principalmente parasitoides
determinada en distintos predios y localidades de la region fue baja a nula en
muchos de ellos, detectandose solo dos agentes de control natural promisorios. Un
parasitoide de huevos Patasson atomarius (0 a 3%) y un hongo entomopatdégeno
Beauveria bassiana atacando adultos y pupas (0 a 15%). No se encontro el
parasitoide de adultos aunque se conoce la existencia de éste en la IV y VI
Regiones.

Se clasifico los cultivares evaluados segun su susceptibilidad a la plaga en tres
areas de la X Region (Los Lagos, Osorno (Remehue) y Puerto Varas (Nueva
Braunau)). Los cultivares de las ballicas de rotacion y las perennes sin enddfito
fueron mas susceptibles al insecto.
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Se ha caracterizado, evaluado y correlacionado los dafios con poblacion de insectos
adultos, los que se producen en distintos momentos y con intensidades variables
segun la poblacion del insecto, época de siembra, cultivo anterior,
presencia/ausencia del hongo enddfito en los cultivares. La susceptibilidad de todos
los cultivares perennes con endofito fue moderada (25 a 49% de ataque) promedio
de las tres localidades. Lo regular es que a mayor poblacion de la plaga mayor sera
el nivel de dafio en las ballicas y a mayor nivel de enddéfitos menor densidad de la

plaga.

En Nueva Braunau, casi todos los cultivares fueron méas susceptibles al ataque de la
plaga. Los cultivares de rotacibn mostraron entre alta y muy alta susceptibilidad a la
plaga en todas las localidades evaluadas, solo dos cultivares fueron moderadamente
susceptibles Maverik y Flanker. Densidades iguales y superiores a 125 gorgojos/m’,
son capaces en 15 dias de dafar fuertemente el establecimiento de una pradera de
ballicas de rotacibn y perennes sin endofito. Densidades cercanos a 50
gorgojos/m®, pueden causar ataques cercanos al 20 % de los macollos,
dependiendo de los cultivares.

Se pudo establecer que el inicio del ataque de la plaga ocurrié el afio 2001 / 2002
entre fines de septiembre y principios de octubre, a través de un muestreo de 12
localidades. Ademas, ha quedado de manifiesto que la plaga vuela desde mediados
de octubre a principios de enero y luego en marzo.

La deteccion precoz del insecto esté relacionada con las técnicas de muestreo y su
relacion a factores climaticos determinandose que el término de la diapausa invernal
ocurre cuando las temperaturas son en promedio cercanas a 10 °C, éstas son
regulares en septiembre. Se confirma que la temperatura umbral inferior seria 10 °C.
Los Grados Dia necesarios para el desarrollo del ciclo del insecto serian entre 422y
486 GD.

El plan de manejo de la plaga considera entre sus medidas preventivas el
reconocimiento real del insecto y oportuna deteccion a través de muestreos y el
conocimiento de factores claves. El plan preventivo considera el uso de ballicas con
endofito, siembra en otofio, deteccién temprana del insecto y control quimico. Se
establecié ademas la eficacia del control quimico en cobertera y en aplicaciones a la
semilla.

Destacable es reconocer la alta mortalidad y su efecto sobre las densidades de
poblacién del gorgojo de las ballicas en aplicaciones de insecticidas contra la
cuncunilla negra.



Literatura citada

AGUILERA, A.y MARIN, G. 1994. EI Gorgojo o taladro del tallo de las ballicas en
la IX Region de la Araucania. Investigacion y Progreso Agropecuario Carillanca
13(2): 19-22

AGUILERA, A. ; CISTERNAS, E. ; GERDING, M. y NORAMBUENA, H. 1996.
Plagas de las praderas. En: Praderas para Chile Il ed. Ed. Ruiz, I. Impresos
Offset Bellavista Ltda. Santiago — Chile. 309-339

ARTIGAS, J. 1994. Entomologia Econdmica. Ed. Anibal Pinto S.A. (Concepcién).
Vol (2). 943 p.

BARKER, G.  1988. Effect of temperature on development and survival of
Argentine stem weevil (Listronotus bonariensis) inmadure stages. New Zealand
Journal of Zoology 15 : 387-390

BARKER, G.; POTTINGER, P. y ADDISON, J. 1989. Flight behavior of Listronotus
bonariensis ( Coleoptera : Curculionidae) in the Waikato, New Zealand. Environ.
Entomol. 18(6): 996-1005

BARKER, G.; GOH, H. ; LYONS, S. Y ADDISON, P. 1991. Comparative
pathogenicity to Argentine stem weevil of Beauveria bassiana from various
hosts. Proc. 44™ N.Z. Weed and Pest Control Conf 214 -215

CISTERNAS, E y TORRES, A 1997. Gorgojo Argentino de las Ballicas:
Antecedentes bioldgicos, dafios e incidencia en praderas. INIA Remehue,
Osorno — Chile. Boletin técnico N° 242 8p

CISTERNAS, E. 2001. Plagas claves en la produccion de praderas. En: Seminario
Praderas: Hacia un nuevo estilo productivo. Ed. Opazo, L.; Torres, A. y Siebald,
E. Serie Actas N° 9 INIA Remehue Osorno — Chile. 48 -57

GOLSON, S. 1979. The reproductive seasonality and morphology and Argentine
stem weevil Hyperodes bonariensis Kuschel (Coleoptera: Curculionidae) and
the effect of host grasses on its pre-reproductive development. PhD Thesis,
Lincoln College, Canterbury, New Zealand 250 p.

GOLSON, S.y TROUGHT, T. 1980. The effect of Argentine stem weevil on pasture
composition in Canterbury. Proc 33th N.Z. weed and Pest Control Conference
46 — 48

GOLSON, S.MCNEILL, M. ;PROFFITT, J.;.BARKER, G. ;ADDISON,P.;BARRATT, B.
Y FERGUSON,C. 1993. Systematic mass rearing and release of Microctonus
hyperodae (Hym: Braconidae, Euphorinae), a parasitoid of the Argentine stem
weevil Listronotus bonariensis (Col: Curculionidae) and records of its
establishment in New Zealand. Entomophaga 38 (4) 527-536

GOLSON, S.y BARKER, G. 1995. Update on Argentine stem weevil Biological
Control. Proc 47th Ruakura Farmers Conference 42 — 46

GOH, H. ; BARKER, G.; ADDISON, P.; LYONS, S.y FIRTH, A. 1991. Comparative
pathogenicity of Beauveria bassiana isolates to adult Argentine stem weevil in
the laboratory. Proc. 44" N.Z. Weed and Pest Control Conf 185 - 188



MCNEILL, P. ;KNIGHT,L. Y BAIRD,D. 2001. Damage potencial of Argentine stem
weevil in Lincoln dairy pasture: has biological control by Microctonus hyperodae
altered the balance?. Proccedings of the New Zealand Grassland Association
63: 241 - 245

MAY, B. 1961. The argentine stem weevil, Hyperodes bonariensis Kuschel on pasture
in Auckland. New Zealand Journal of Agriculture Research 4: 289-297

NORAMBUENA, H.y GERDING, M. 1985. Presencia de Listronotus bonariensis
(Kuschel) en Trigo y Cebada en Chile. Simiente 55 (1-2):86-88

PRADO, E. 1991. Artrépodos y sus enemigos naturales asociados a plantas
cultivadas en Chile. Instituto de Investigaciones Agropecuarias. Boletin técnico
N° 169 208 p.

POTTINGER,P. ;BARKER,G.; WRENN, N. ; ADDISON,J. y McGHIE, A. 1984.
Insecticidal control of adult argentine stem weevil: A review and bioassay
evaluations. Proc. 37" N.Z. Weed and Pest Control Conf. 101-105

PRESTIDGE,A.; BARKER, T. y POTTINGER, P. 1991. The economic cost of
argentine stem weevil in pastures in New Zealand. Proc. 44" N.Z. Weed and
Pest Control Conf. 165-170

YOSHIMOTO, C. 1990. A review of the genera of new world mymaridae
(Hymenoptera:Chalcidoidea). Flora & Fauna Handbook N° 7. Sandhill Crane
press Florida, USA. 155 p.

WILLIAMS, L.; GOLSON, S.; BAIRD, B. y BULLOCK, W. 1994. Geographical origin
of an introduced insect pest, Listronotus bonariensis (Kuschel), determinated by
RAPD analysis. Heredity 72:412-419



Capitulo 3

BALLICAS CON ENDOFITOS, SUS CARACTERISTICAS, METODOS DE
EVALUACION Y COMPORTAMIENTO EN LA ZONA SUR DE CHILE.

Alfredo Torres B., Francisco Lanuza A., Ernesto Cisternas A.,
Stella Moyano A.y Marcelo Villagra B.

3.1 Introducciodn

Enddfito, se denomina a organismos que viven dentro de las plantas, en este caso
especifico, lo aplicaremos a hongos del género Neotyphodium, los cuales
establecen una relacion simbidtica con las gramineas forrajeras. Se encuentran
ampliamente distribuidos en el mundo, incluso en comunidades naturalizadas de
ballicas, festucas y muchas otras especies forrajeras. En Europa, estudios
realizados en praderas antiguas de 8 paises, sefialan que sobre el 80% contienen N.
lolii, no asi los cultivares comerciales, donde sélo 4 de los 16 evaluados fueron
positivos al hongo y estos no superaron el 20% de infestacion (Galdames, 1995). Se
han descrito varias especies de enddfitos, presentes en 209 hospederos,
principalmente gramineas (Bacon y De Battista, 1991). Los del género
Neotyphodium, estan infectando a un nimero aproximado de 25 especies de
plantas.

Los primeros antecedentes de la existencia del hongo enddfito en ballica y festuca,
son de los afios 1935 y 1941, respectivamente ; reportes de toxicidad en 1959 y
1950 y recién se asociaron ambos factores en los afios 1981 y 1977,
respectivamente. Por lo tanto, las primeras investigaciones que estudian la
interaccion hongo-planta y sus efectos sobre los animales y las plantas, se iniciaron
en la década de los 80'.

3.1.1 Relacion hongo-planta
Simbiosis

El hongo no produce sintomas a la planta, mantiene una relacion simbiética con ella,
en donde encuentra proteccion (espacios intercelulares de su tejido), nutrientes, la
posibilidad de reproducirse y diseminarse, o sea, alli puede completar todo su ciclo
de vida (Galdames, 1990).

La planta por su parte, recibe mayor crecimiento, persistencia, mejor tolerancia a
condiciones adversas del medio ambiente (déficit hidrico) y cierta resistencia al
ataque de plagas, en donde destaca el Gorgojo Argentino de la ballica (L.
bonariensis).
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Lo anterior, se demuestra en los trabajos realizados por Latch y Christensen (1982),
Latch et al. (1984), Latch et al. (1985) y Latch et al. (1987) en ballica y festuca. En
ballica con y sin enddfito, se reportan diferencias favorables en produccion de
materia seca, area foliar, nimero de macollos y crecimiento de hojas y raices en
plantas infectadas. En festuca, encontraron aumentos en produccion de macollos,
biomasa foliar y radicular.

Hospederos de mayor importancia

Los enddfitos, N. lolii encontrado en ballica perenne (Lolium perenne) y
Neotyphodium coenophialum en festuca (Festuca arundinacea), han sido objeto de
la mayor atencién de los cientificos, producto de la gran importancia de éstas
especies en las praderas del mundo.

Se puede apreciar que, incluso los cultivares antiguos (Nui, Santa Elvira), presentan
enddfito, siendo los de niveles mas altos los llegados en estos ultimos afios al pais,
procedentes de Nueva Zelandia. Esta situacion, hace suponer que los niveles de
enddfito en las praderas sembradas y regeneradas en la Zona Sur, se han
incrementado en las Ultimas temporadas.

Ciclo de vida del hongo

Como se observa en la Figura 3.1, la semilla infectada con grandes cantidades de
micelios del hongo, al germinar, origina una plantula en cuya base se ubica el
enddfito a los pocos dias después, asi como también en los macollos que emergen
posteriormente, para que finalmente en la primavera, al iniciarse el estado
reproductivo se localice en la inflorescencia, dentro de las semillas, las cuales daran
origen a nuevas plantas infectadas. Lo anterior, deja claramente establecido, que la
Unica forma conocida de transmision natural del hongo, se produce a traves de la
semilla (Prestidge y Thom, 1994).
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Fuente: Adaptado de Prestidge y Thom, 1994,
Figura 3.1 Ciclo de vida del endéfito en ballica perenne

Ubicacion en la planta

Las mayores cantidades de micelios, se encuentran en la vaina de las hojas de la
mayoria de los macollos, tallos, inflorescencias y semillas. Cantidades muy pequefias
del hongo viven en la lamina, raices y polen (Prestidge y Thom, 1994).

Viabilidad en la semilla

Las condiciones ambientales en el lugar de almacenamiento de las semillas, asi
como el periodo de tiempo transcurrido hasta su utilizacion, son determinantes en la
vida del hongo. Por este motivo, es importante adquirir semilla de la temporada y
almacenada en buenas condiciones, bajas temperaturas y humedad. Es frecuente
encontrar mayores niveles de enddfito en las semillas que en las plantas que
originan.

Evaluaciones realizadas por Latch y Christensen (1982), sefialan que al almacenar la
semilla a temperatura ambiente, la viabilidad de estos hongos decrece fuertemente
después de 12 a 24 meses. Sin embargo, N. lolii puede sobrevivir al menos por 7
afos en la semilla, si esta se almacena entre 0y 5 °C (Latch y Christensen, 1982).
En festuca se han encontrado disminuciones a cero, en un periodo de 12 a 18
meses.




61

3.1.2 Alcaloides

Los hongos enddfitos, son capaces de producir una serie de compuestos a los
cuales se les responsabiliza por la toxicidad en mamiferos, la tolerancia al ataque de
insectos y al comportamiento de las forrajeras en condiciones ambientales
determinadas.

Galdames (1995), menciona varios grupos de compuestos con actividad bioldgica,
relacionados a la asociacion endofito -planta, los cuales se presentan a continuacion:
Los ergoalcaloides, encontrados en plantas de ballica y festuca infectadas, son
considerados los principales responsables de sindromes de intoxicaciones en
animales producto del consumo de festuca con endofito.

Los alcaloides lolinas, parecieran estar limitados a la produccion de N.
coenophialum -festuca. Son considerados de baja capacidad toxica para mamiferos,
no asi para insectos.

Las peraminas, han sido aisladas a partir de cultivos puros de N. lolii y encontradas
en festuca infectada. Se considera el responsable de la resistencia de la ballica al
gorgojo argentino del tallo. En festuca, este alcaloide junto a las lolinas, son
considerados como los probables responsables de la tolerancia a insectos.

Los loliremos, han sido aislados s6lo en ballicas infectadas. El lolitrem B, es
considerado el principal responsable del sindrome del “ryegrass staggers” o
temblores en ovejas.

Finalmente, hay otro grupo de compuestos relacionados a las hormonas vegetales y
que han sido determinados en asociaciones enddfito-planta. El enddfito de la
festuca, tendria la capacidad de producir acido indol acético y acido absicico. De
esta manera, las plantas infectadas, presentan mayores niveles de estas hormonas.

Distribucion en la plantay en el tiempo

Los compuestos téxicos, se concentran mayoritariamente en la base de las hojas y
semillas y muy poco en las laminas y las raices. A través del afio, las mayores
concentraciones de toxinas se encuentran en el verano y otofio y disminuyen
considerablemente en invierno y primavera, lo que indica que los niveles estan
directamente relacionados con la temperatura ambiental.

Lo anterior, concuerda con la informacién entregada por Lane et al. (1997), en donde
se indica que los niveles y la concentracion del lolitrem B y ergovalina que produce el
hongo, se incrementan en las estaciones de mayor temperatura ambiental y del suelo
y por ende el riesgo de intoxicacion de los animales. Otro fendmeno que explica
niveles altos de lolitrem B y ergovalina en otofio, es que en esta época, la pradera
puede tener una gran cantidad de material senescente, fraccion que se caracteriza
por poseer altos niveles acumulados de las toxinas (Keogh et al., 1996).

Efecto sobre insectos
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Los mecanismos de mayor tolerancia de las plantas, se explican principalmente por
un rechazo al consumo, debido a la sensibilidad de los insectos hacia la presencia
de enddfitos o a los metabolitos presentes. Es importante mencionar ademas, que
existen otros factores que estan provocando inhibicion en el consumo de especies
forrajeras, principalmente por parte de L. bonariensis. Goldson (1982), indica que la
resistencia de algunas especies y cultivares puede deberse a la presencia de
“factores quimicos antialimentarios”, uno de ellos puede ser un contenido mas alto de
celulosa en la planta.

En el Cuadro 3.1, se presenta el efecto del nivel de enddfito sobre el dafio causado
por el gorgojo argentino del tallo en ballica de rotacién, en un estudio realizado en el
Centro Regional de Investigacién (CRI) Remehue, Llano Central de la Xa Region de
Chile.

Cuadro 3.1 Nivel de enddfito, dafio por gorgojo del tallo y poblacién final en ballica

de rotacion.
Cultivar Nivel enddfito Macollos afectados (%)| Poblacién final
(% macollos infectados) Afiol Afo2 (macollos /m 2)
Tetrone 0 67 62 108
Abercomo 0 60 44 188
Aberoscar 0 6 30 835
Greenstone E* 37,5 6 29 750
Greenstone LE* 0 10 33 723

Fuente : Torres, et al., 1997.
* LE (Low endosafe= Bajo enddfito suave), E (Endosafe= Endofito suave).

Se aprecia que existen cultivares sin endofito, que toleran con éxito los ataques del
gorgojo argentino del tallo, sobre todo en la primera temporada, como Aberoscar y
Greenstone LE. Es importante destacar que Abercomo, a pesar del mayor dafio,
mantuvo un buen comportamiento en las dos primeras temporadas. El desempefio
de Greenstone E, se debe probablemente a que el nivel de hongo que posee, no es
suficiente para marcar una diferencia importante con Greenstone LE. En este trabajo
gueda claro, que al menos existe otro factor que influye en la tolerancia de algunos
cultivares al ataque del L. bonariensis como lo plantea Goldson (1982).

La eficiencia de los enddfitos, en la disminucion de los efectos dafiinos que provoca
el gorgojo argentino del tallo, han hecho que el uso de cultivares infectados tengan
éxito en los paises con problemas causados por esta plaga, a pesar de los riesgos
gue se corren, sobretodo cuando se desconoce el manejo que se debe dar a estas
forrajeras.

3.2 Determinacion del hongo endofito



El nivel de endofito (% de plantas infectadas) de una pradera, dependera del
porcentaje de infeccion de la semilla con hongo viable que se utilice en el
establecimiento de ésta. De lo anteriormente expuesto deriva la importancia de
hacer un andlisis para determinar el porcentaje de endofito en la semilla, para tener
una primera aproximacion de lo que posteriormente tendra la pradera.

A continuacion se describen las metodologias para determinar la presencia del
hongo enddfito, tanto en semillas como en las vainas de los macollos. La presencia
del hongo enddfito se determina por analisis microscopico, de acuerdo a la técnica
descrita por Clark et al. (1983), usando como elemento principal la tincién con rosa
bengala.

3.2.1 Determinacion en la planta
Materiales

Microscopio ZEISS, para determinacién hongos se usa objetivos 10x y 40 x.
Tincién rosa bengala 0,5% (P/V) disuelta en solucién acuosa etilica al 5 %.
Bisturi.

Porta objeto.

Cubre objeto.

Macollos de ballica.

Metodologia

Se prepara la muestra a partir de la zona basal de la vaina de cada macollo, para
lo que se corta longitudinalmente una seccion de la vaina.

Posteriormente, con un bisturi se procede a extraer la epidermis interna y se coloca
la seccion del tejido en un portaobjeto, dejando la epidermis externa hacia abajo.
Inmediatamente después se aplica una gota de tincion de rosa bengala 0,5%
Peso/Volumen (P/V) para luego cubrir la muestra con un cubreobjeto, se mantiene
a temperatura ambiente por 1 minuto aproximadamente y se observa al
microscopio ZEISS para determinacion hongos, con objetivos 10x y 40 x.

Se consideran positivas o portadores del hongo enddfito, aquellas muestras que en
la vaina de los macollos, presentan hifas de crecimiento intercelular, septadas, de
aspecto enroscadas y que recorren en forma paralela las células del tejido.

3.2.2 Determinacion en la semilla

Materiales
Microscopio ZEISS, para determinacién hongos se usa objetivos 10x y 40 x.

Tincion rosa bengala , solucion acuosa al 0,25% P/V .
Pinzas.



Porta objeto.

Cubre objeto.

Semillas de ballica.

Hidroxido de sodio (Na OH) al 5%.
Vaso precipitado de 1000 ml.
Agua destilada.

Metodologia

En un vaso precipitado con solucion de NaOH al 5% P/V, se ponen semillas de
ballica por 16 horas, con el objeto de ablandarlas, al cabo de ese tiempo de
exposicion se lavan las semillas con abundante agua destilada para eliminar el
exceso de hidroxido de sodio.

Se seleccionan semillas tratadas al azar y se procede a desglumarlas, luego se
ubica la semilla en un portaobjeto, sobre la que se aplica una gota de solucion de
rosa bengala al 0,25% P/V. Después de un minuto se presiona la semilla con un
cubre objeto y se observa al microscopio.

Al igual que en la determinacion de las vainas de los macollos, se consideran
positivas o portadoras del hongo endofito las muestras en donde es posible
observar las hifas del hongo.

3.3 Determinacion de toxinas
3.3.1 Preparacion de las muestras

El procedimiento de toma de muestras y envio al laboratorio comienza con el corte
de las plantas de ballica, se coloca de inmediato en una bolsa de plastico negro u
otro envase que impida el ingreso de luz, se transporta de inmediato al laboratorio y
con la menor temperatura posible se procede a su liofilizacion (secado en frio). Si
esto no es posible, congelar la muestra a menos de -20°C para su envio al
laboratorio de INIA en el CRI La Platina, que es el Unico en el pais en hacer los
analisis.

Después de la liofilizacion, las muestras se muelen y envasan manteniéndolas en
oscuridad en cajas plasticas con silica gel a menos de -20°C hasta su andlisis.

3.3.2 Métodos analiticos
Para evaluar cada método se adicioné estandar puro a muestras sin enddfito, en tres
niveles diferentes de adicion, con cinco repeticiones por nivel, considerando ademas

un blanco de reactivos y la muestra testigo.

3.3.2.1 Determinacién de lolitrem-B en ballicas



Extraccién

La muestra es extraida con una mezcla de cloroformo/metanol, agitando por una
hora. Luego se deja decantar y del sobrenadante se toma una alicuota la cual es
evaporada con corriente de nitrdgeno, a temperatura ambiente y bajo campana de
seguridad.

Purificacion

Este proceso se realiza en un equipo de extraccion en fase sélida, con sistema de
vacio. El extracto anterior se reconstituye con diclorometano y se pasa por micro
columnas de silica, la toxina es eluida con una mezcla de diclorometano/acetonitrilo.

Se inyectan 20 ul (microlitros) en el cromatdgrafo liquido de alta resolucion(HPLC).

Cuantificacion

Equipo : HPLC Merck- Hitachi con detector de fluorescencia
Longitud de onda : De excitacion 268 nm y de emision 440 nm
Columna cromatogréfica : Waters Zorbax de silica

Fase movil : Diclorometano/Acetonitrilo (80:20)

Las areas o alturas de las muestras entregadas por el computador, se interpolan en
una curva de estandar puro.

Recuperacién (%) y limite de cuantificacién

El porcentaje de recuperacion promedio en cinco niveles de adicion de estandar fue
de 98,3%. El limite de cuantificacion del método es de 0,05 mg kg™ de ballicas
liofilizadas.

3.3.2.2 Determinacion de lolitrem-B en efluentes de ensilajes

La extraccion se hizo por particion con una mezcla de cloroformo/metanol en tubos
de ensayos Yy la purificacion y cuantificacién igual a la realizada para las muestras de

ballicas.

El porcentaje de recuperacién promedio fue de 97,04%. El limite de cuantificacion
para este método es de 0,015 mg/L de efluentes de ensilaje.



66

y =94,924x + 1,3873
R2=0,9995

D D= >

A Y=érea
——Lineal (Y=area)

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

ng de lolitrem B / 20ul de sustancia inyectada

Figura 3.2 Curva para determinacion de lolitrem B

3.3.2.3 Determinacién de ergovalina en muestras de ballicas
Extraccion

La muestra es extraida con una mezcla de cloroformo/NaOH 0,01N, se agita y luego
se filtra por Buchner con vacio, ocupando papel Whatman 1PS para evitar residuos
de humedad.

Purificacion
Del filtrado se toma una alicuota que se hace pasar por una micro columna
preparada con silica HL mas sulfato de sodio, la ergovalina es eluida con metanol, se

filtra por Millipore y luego se inyectan 20 ul (microlitros) en el cromatégrafo.

Cuantificacion

Equipo : HPLC Merck- Hitachi detector de fluorescencia
Longitud de onda : de excitacion 250 nm y de emision 420 nm
Columna cromatogréfica : Waters X-Terra RP-18

Fase movil . Acetonitrilo/carbonato de amonio

Las areas de las muestras, entregadas por el computador, se interpolan en una curva
de estandar puro.
Recuperacion (%) y limite de cuantificacion

El porcentaje de recuperacion promedio en cinco niveles de adicion de estandar fue
de 98.06%.
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El limite de cuantificacion del método es de 0,05 mg kg™ de ballicas liofilizadas.
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Figura 3.3 Curva para determinacion de ergovalina

3.3.2.4 Determinacion de peramina en ballicas

Extraccion

La muestra se extrae primero con una mezcla de metanol/cloroformo y luego de la
agitacion, se hace una segunda extraccion con agua/hexano, se agita nuevamente y
luego se centrifuga.

Purificacion

De la fase acuosa se toma una alicuota, se purifica usando el sistema de extraccion
en fase sélida con columnas de &cido carboxilico. La peramina es eluida y llevada a

volumen con metanol. Se inyectan 20 ul (microlitros) en el cromatografo.

Cuantificacién

Equipo : HPLC Merck- Hitachi con detector ultravioleta
Longitud de onda : 280 nm

Columna cromatogréfica : Waters Zorbax de silica

Fase movil : metanol/acido férmico/carbonato de guanidino

Las areas de las muestras, entregadas por el computador, se interpolan en una curva
de estandar puro.



Recuperacién (%) y limite de cuantificacién

El porcentaje de recuperacion promedio fue de 87,7%.
El limite de cuantificacion del método es de 1,0 mg kg™ de ballicas liofilizadas.
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Figura 3.4 Curva para determinacion de peramina

3.4 Evaluacion de cultivares de ballicas

La necesidad de usar ballicas con hongo endodfito depende de cada caso en
particular. Donde existen antecedentes de ataques del gorgojo argentino de las
ballicas, se deberian usar los cultivares que contengan el hongo. Este, no sélo
protegera a la planta de la plaga, sino que también provocara un mayor rendimiento
(10% a 12%), mejor comportamiento frente al déficit hidrico estival, una persistencia
mas prolongada y tolerancia a otras plagas y enfermedades.

Sin embargo, de no existir pruebas de la presencia del gorgojo, el uso de ballicas
con el hongo enddfito debe ser cuidadosamente analizado, ya que si no se maneja
bien este tipo de praderas, las toxinas producidas por el endéfito, pueden provocar
problemas de salud en los animales, con disminuciones de produccién variables, de
acuerdo a la gravedad de la intoxicacion.

En la eleccion de un cultivar de ballica no solo se debe considerar el nivel de
enddfito, sino que también su rendimiento, tolerancia al aluminio, precocidad,
resistencia a la sequia, crecimiento invernal, vigor al establecimiento y calidad
bromatolégica, entre los mas importantes.
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Debido a lo anterior, se establecieron ensayos de cultivares en otofio del afio 2000
en Los Lagos (Valdivia), Remehue (Osorno) y Nueva Braunau (Llanquihue);
evaluandose por dos temporadas.

La fertilidad del suelo fue adecuada para el desarrollo de las ballicas en ambas
temporadas y los niveles de nutrientes se corrigieron segun el andlisis de suelo.

En la Figura 3.5, se presentan los resultados del nivel de endéfito encontrados en los
diferentes cultivares de ballica perenne en las distintas localidades.
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Figura 3.5 Nivel de enddfito de la ballica perenne (%).

En relacion al nivel de enddfito, destaca el cultivar Nui con un 76% promedio, valor
mas alto encontrado en diferentes partidas de semillas analizadas, lo anterior,
probablemente explica su buen comportamiento productivo. Este cultivar, no se
comercializa con enddfito y los diferentes niveles encontrados en la semilla
importada desde Nueva Zelandia, se debe probablemente a la seleccion natural que
produce el ataque del gorgojo en los semilleros de ese pais, dejando cada vez mas
plantas con el hongo.

En el resto de los cultivares, la mayoria esta dentro de lo normal. Sin embargo, hay
cultivares que presentan niveles mas bajos que lo descrito en ellas, como Supreme,
Embassy, Nevis y Vedette. Esto, probablemente debido a que la viabilidad del
hongo en la semilla, depende de factores como el tiempo de almacenamiento y sus
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condiciones ambientales. A mayor tiempo de almacenaje, temperatura y humedad,
menor viabilidad del enddfito.

Otro grupo llama la atencion por presentar pequefios porcentajes como Anita,
Jumbo, Napoledn y Kingston, las que no deberian tener el hongo, esto puede
deberse a contaminacion con ballicas naturalizadas.

En la Figura 3.6 se presentan los niveles de lolitrem B de los cultivares por época del
afo en las tres localidades.
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Figura 3.6 Nivel de lolitrem B de los cultivares por época del afio en las tres
localidades.
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Se observa, que los valores se presentan significativamente mas altos en verano en
Los Lagos, siendo también otofio importante en Remehue y Nueva Braunau.
Primavera es la época de menores niveles. Lo anterior concuerda con la informacion
entregada por Lane et al. (1997), donde se indica que los niveles y la concentracion
del lolitrem B se incrementa en las estaciones de mayor temperatura ambiental y del
suelo; por ende existe el riesgo de intoxicacion de los animales. Otro fenédmeno que
explica niveles altos de Iolitrem B en otofio es que en esta época, la pradera
presenta alta cantidad de material senescente, fraccibn que se caracteriza por
poseer altos niveles acumulados de la toxina (Keogh et al., 1996).
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El cultivar Impact es el que tiene el nivel més alto en las tres localidades; le siguen
Samson, Meridian y Supreme. Por otra parte, entre los cultivares con enddfito, los
niveles mas bajos de lolitrem B son para Yatsyn, Nui y Nevis. Finalmente, Anita,
Jumbo, Napoledn y Kingston por no contener el enddfito, no poseen lolitrem B.

En la Figura 3.7 se presentan los niveles de ergovalina de los cultivares por época
del afio en las tres localidades.
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Figura 3.7 Nivel de ergovalina de los cultivares por época del afio en las tres
localidades.
Se puede observar, que los valores se presentan significativamente mas altos en
otofio en Los Lagos y Nueva Braunau, siendo también el verano importante en
Remehue. Primavera es la época de los niveles mas bajos. Al igual que con el
lolitrem B, lo anterior concuerda con la informacion entregada por Lane et al. (1997),
donde se indica que también los niveles y la concentracion de ergovalina que
produce el hongo se incrementa en las estaciones de mayor temperatura ambiental y
del suelo, sin ser esta toxina de gran importancia por requerir de altas temperaturas
para producir problemas en los animales. De la misma manera, los niveles altos de
ergovalina en otoilo se explican al igual que para lolitrem B, por la cantidad de

material senescente en esta época (Keogh et al., 1996).

El cultivar Impact contiene el nivel mas alto de ergovalina en las tres localidades, le
siguen Nevis, Dobson y Supreme. Finalmente, Anita, Jumbo, Napoledn y Kingston,
por no tener endofito, no poseen ergovalina.

En la Figura 3.8 se presentan los niveles de peramina de los cultivares por época del
afo en las tres localidades.
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Figura 3.8 Nivel de peramina de los cultivares por época del afio en las tres
localidades.

Los valores se presentan significativamente mas altos en otofilo en Los Lagos y
Nueva Braunau, siendo también el verano importante en Remehue. Primavera es la
época de menor nivel de peramina.

Al igual que con el lolitrem B y ergovalina lo anterior, concuerda con la informacién
entregada por Lane et al. (1997), quienes indican que la concentracion de todos los
metabolitos que produce el hongo se incrementa en las estaciones de mayor
temperatura ambiental y del suelo. La peramina, es de gran importancia para repeler
al L. bonariensis, ademas de otros insectos. A diferencia de lo que ocurre con
lolitrem B y ergovalina, segun Keogh et al. (1996), la peramina no se encuentra en el
material senescente.

Lo anterior concuerda con informacion proveniente de Nueva Zelandia, donde se
indica que los niveles de peramina también se incrementan en las estaciones de
mayor temperatura.

Los cultivares con los niveles mas altos de peramina en las tres localidades son
Meridian, Samson, Bronsyn e Impact, le sigue el cultivar Dobson; mientras que Anita,
Jumbo, Napoleodn y Kingston, por no tener endofito, no poseen peramina.

En los Cuadros 3.2 y 3.3, se presenta el comportamiento de los cultivares de ballica
perenne y de rotacion, respectivamente, evaluados por su rendimiento, en las
diferentes localidades de la Décima Region durante dos temporadas.

Cuadro 3.2 Rendimiento relativo (%) de ballicas perennes.

Los Lagos % | Remehue % |[Nueva Braunau %
Anita 100 | Kingston 100 | Yatsyn 100
Nui 100 | Nevis 94 |Dobson 99
Nevis 99 | Vedette 92 |Vedette 97
Yatsyn 99 | Bronsyn 92 |Supreme 96
Kingston 99 | Nui 90 |Nevis 94
Supreme 99 |Yatsyn 89 |Impact 94
Impact 97 | Dobson 88 [Bronsyn 93
Vedette 97 | Meridian 87 | Nui 92
Bronsyn 97 |Embassy 86 |Anita 91
Samson 96 |Impact 86 |Samson 90
Napoledn 93 | Jumbo 85 |[Napoledn 90
Embassy 93 | Anita 83 |Embassy 88
Meridian 91 | Samson 83 [Jumbo 87
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Dobson 88 | Napolebdn 81 |Meridian 86

Jumbo 85 | Supreme 80 [Kingston 86

Cuadro 3.3 Rendimiento relativo (%) de ballicas de rotacion.

Valdivia % Osorno % Llanquihue %
Flanker 100 Cruzader 100 Cruzader 100
Ajax 94 Flanker 96 Flanker 99
Cruzader 94 Maverick 94 Maverick 96
Domind 93 Domino 88 Domind 93
Concord 91 Conker 82 Concord 89
Conker 90 Concord 72 Conker 86
Maverick 90 Ajax 70 Sikem 86
Sikem 74 Sikem 62 Ajax 84

En los cuadros 3.2 y 3.3 se observa que los cultivares presentan distinto
comportamiento productivo en las diferentes localidades. Sin embargo, hay
cultivares que se mantienen en niveles similares en las tres localidades. Los valores
indican el porcentaje de rendimiento obtenido con relacion al cultivar de mayor
produccion. Diferencias menores de 10%, generalmente, no son significativas y
pueden ser consideradas como similares.

La mayoria de los cultivares presenta un buen comportamiento, especialmente en la
localidad de Los Lagos (Valdivia), le sigue Nueva Braunau (Llanquihue) y finalmente
Remehue (Osorno), donde las diferencias son mayores.

Considerando el comportamiento en las tres localidades en ballica perenne,
destacan los cultivares Yatsyn, Nevis, Vedette, Kingston y Bronsyn, siendo los de
menor rendimiento, Samson, Embassy, Napoleon, Meridian y Jumbo.

En el caso de las ballicas de rotacion, destacan los cultivares Flanker, Cruzader,
Maverick y Doming, siendo el cultivar de menor rendimiento, Sikem.

3.5 Localizacion y evolucion de toxinas

Se estudio la evolucion dindmica de las toxinas del hongo endoéfito (N. lolii) en
distintas épocas del afio y su localizacion en diferentes partes de la planta en tres
cultivares de ballica perenne; Yatsyn 1, Nui y Kingston. Los estratos del perfil de la
pradera fueron; 0 a4 cm, 4 a 8 cmy sobre 8 cm.
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En el Cuadro 3.4 se muestran los resultados del analisis de enddfito en los diferentes

cultivares en primavera — verano.

Cuadro 3.4 Nivel de enddfito (%) por cultivar en primavera — verano.

Cultivar Septiembre Noviembre Enero
2001 2001 2002
(%) (%) (%)
Yatsyn 74 86 88
Nui 20 14 12
Kingston 0 0 0

Se puede observar que no hay grandes cambios entre las diferentes fechas de
muestreo. Sin embargo, como era de esperar el nivel mas alto corresponde al
cultivar Yatsyn, un nivel intermedio para Nui (varia entre 0 y 78%, en semillas que se

encuentran en el mercado) y sin la presencia de enddfito el cultivar Kingston.

En los Cuadros 3.5, 3.6 y 3.7 se muestran los resultados de los andlisis de lolitrem B,
ergovalina y peramina, respectivamente en los diferentes cultivares a través del afio.

Cuadro 3.5 Nivel de lolitrem B (ppm) por cultivar a través del afio.

Cultivar Estrato Oct Dic May Ago
(cm) 2001 2001 2002 2002
(epm) | (ppm) | (ppm) | (Ppm)
Nui 0-4cm 0,06 0,13 0,1 0
Nui 4-8cm 0,05 0,05 0,05 0
Nui >8cm 0 0 0 0
Yatsyn 0-4cm 0 0,35 0 0,15
Yatsyn 4-8cm 0 0,1 0 0,17
Yatsyn >8cm 0 0 0 0,22
Kingston 0-4cm 0 0 0 0
Kingston 4-8cm 0 0 0 0
Kingston > 8 cm 0 0 0 0
Cuadro 3.6 Nivel de ergovalina (ppm) por cultivar a través del afio.



Cultivar Estrato Oct Dic May Ago
(cm) 2001 2001 2002 2002
(epm) | (Epm) | (ppm) | (PPM)
Nui 0-4cm 0,15 0,05 0,08 0
Nui 4-8cm 0,12 0,05 0 0,09
Nui >8cm 0,11 0 0 0,05
Yatsyn 0-4cm 0 0,08 0 0
Yatsyn 4-8cm 0,06 0 0 0
Yatsyn >8cm 0 0 0 0
Kingston 0-4cm 0 0 0 0
Kingston 4-8cm 0 0 0 0
Kingston > 8 cm 0 0 0 0

Cuadro 3.7 Nivel de peramina (ppm) por cultivar a traves del afio.

Cultivar Estrato Oct Dic May Ago
(cm) 2001 2001 2002 2002
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (PPM)
Nui 0-4cm 0 0 0 0
Nui 4-8cm 0 0 1 1
Nui >8cm 1,42 0 0 1
Yatsyn 0-4cm 0 0 0 0
Yatsyn 4-8cm 0 0 0 0
Yatsyn >8cm 0 0 0 0
Kingston 0-4cm 0 0 0 0
Kingston 4-8cm 0 0 0 0
Kingston >8cm 0 0 0 0
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Se observa, que solo los cultivares con endéfito presentan las toxinas lolitrem B,
ergovalina y peramina en algunas épocas del afio, estos son Nui y Yatsyn.

Es importante también mencionar, que en los meses de enero, febrero y marzo, los
que deberian tener valores mas altos de toxinas, no se pudieron muestrear por el
nulo crecimiento de la pradera, dado el déficit hidrico estival.

Los valores de lolitrem B y ergovalina encontrados son bajos en general, lo que no
permite ver con claridad las tendencias estacionales ni de los diferentes estratos de
la planta. Davies et al. (1993), encontraron valores entre 0,4 y 3,9 ppm para lolitrem B
y 0 a 1,5 ppm para ergovalina. EI comportamiento del cultivar Nui esta mas cercano
a lo que se menciona en la literatura, mayores contenidos hacia la base de la planta
(Keogh et al., 1996) y en épocas mas calurosas (Laneet al., 1997).

La peramina sélo se encontr6 en el cultivar Nui, con alguna tendencia a tener mas

toxina en las partes superiores de las plantas. Davieset al. (1993), encontraron entre
22,1 a 25,9 ppm de peramina.

3.6 Minisilos



Se confeccionaron minisilos en tres estados fenoldgicos de corte: bota, inicio de
espigadura y espiga completa. Se realizaron dos tratamientos de pre-ensiladura:
corte directo y premarchito (8 horas).

La acumulacion de forraje al estado de bota, fue de 3.500 a 4000 kg/ha de materia
seca, con un 14,6 % de materia seca.

El nivel de enddfito de las praderas fue 94,5 % para la ballica Yatsyn con el hongo
enddfito (E+) y 2 % para la ballica sin enddfito (E-).

En el Cuadro 3.8, se presentan los resultados de los anadlisis nutricionales y
parametros fermentativos de los minisilos, producto de los diferentes tratamientos en
estudio.

Cuadro 3.8 Resultados de los andlisis bromatologicos.

Estado Corte Enddfito| Materia [ Proteina] E.M. pH N-NH3
Fenoldgico seca (%) (%) |(Mcal/kg)

Bota Directo E+ 16,0 25,2 2,60 4,8 13,2
Bota Premarchito E+ 26,0 26,3 2,69 4,2 6,5
Inicio espigalDirecto E+ 15,5 19,8 2,53 4,6 12,3
Inicio espigajPremarchito E+ 32,2 19,1 2,68 4,2 55
Espiga Directo E+ 19,2 13,6 2,36 3,9 8,4
Espiga Premarchito E+ 34,2 12,0 2,34 4,2 6,2
Espiga Directo E- 17,9 14,6 2,44 4,0 8,7
Espiga Premarchito E- 33,2 11,9 2,34 6,0 18,7

En el Cuadro 3.8 se observa que el contenido de materia seca es mayor en el
ensilaje premarchito que en el corte directo. La proteina total es mayor en ensilaje de
corte mas temprano, al igual que el contenido de energia.

En relacion a los parametros fermentativos (pH y nitrégeno amoniacal) presentan
valores normales, excepto en el tratamiento de ballicas con espiga, sin enddfito y
premarchito. Lo anterior, probablemente debido al ingreso de aire a las bolsas que
lo contenian. También presentan algin problema los de corte directo en estados de
bota e inicio de espiga, debido probablemente a la baja materia seca al corte.

En el Cuadro 3.9, se presentan los resultados de los analisis de lolitrem B y
ergovalina de los ensilajes, producto de los diferentes tratamientos en estudio.
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Cuadro 3.9 Contenido de lolitrem B y ergovalina (ppm) en los diferentes ensilajes.

Estado Corte Enddfito| Lolitrem B | Ergovalina
Fenoldgico (ppm) (ppm)
Bota Directo E+ 0,075 0,155
Bota Premarchito E+ 0,050 0,053
Inicio espigalDirecto E+ 0,085 0,350
Inicio espigalPremarchito E+ 0,038 0,150
Espiga Directo E+ 0,138 0,295
Espiga Premarchito E+ 0,288 0,155
Espiga Directo E- 0 0
Espiga Premarchito E- 0 0

Se puede observar que los niveles de lolitrem B y ergovalina, en general son bajos.
Probablemente se producen pérdidas de esta toxina en el proceso de ensilado y
durante la fermentacion, en donde ocurre un fuerte aumento de temperatura y acidez
(bajo pH).

Dentro de los estados fenologicos de corte, el estado de espiga es el que presenta
valores un poco mas altos de ambas toxinas, lo que coincide con la migracién del
hongo a este estrato de la planta (Keogh et al., 1996). Por otra parte, como era de
esperar, los ensilajes de ballica sin enddfito, no presentan toxinas.

Es importante destacar que la ergovalina tiende a presentar menor contenido en el
ensilaje premarchito, esto puede deberse a la pérdida de agua o deshidratacion en
el proceso de premarchitamiento, donde también se arrastran otros compuestos,
principalmente nutritivos.
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Capitulo 4

CONSUMO DE BALLICAS CON ENDOFITO EN BOVINOS Y SALUD ANIMAL:
“SINDROME TEMBLOR DE LAS BALLICAS”

Oscar Araya V., Fernando Wittwer M., Francisco Lanuza A. y Héctor Uribe M.

41 Introduccién

Diversos cultivares de ballicas han sido introducidos a Chile en los ultimos afios con el
objeto de mejorar su potencial para la produccion de leche y carne, ya que este hongo
produce peramina, alcaloide que permite controlar el dafio a las plantas producido por
el gorgojo argentino (Listronotus bonariensis). Sin embargo este hongo también
produce otro alcaloide, lolitrem B, que induce la presentacion de los cuadros
tremorgénicos en los animales que consumen estas ballicas.

Los sindromes tremorgénicos comprenden una serie de cuadros toxicos del bovino, que
se caracterizan por una reducida funcibn neuromuscular, que provoca temblores
musculares que pueden variar desde leves, en los musculos del cuello y escapula,
hasta ataxia e incoordinacién total, lo que pueden llevar a la muerte; siendo ésta, de
muy baja ocurrencia. Entre los cuadros que presentan esta signologia estan, ademas
del temblor de las ballicas, el ergotismo convulsivo, cuadros tremorgénicos producidos
por hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium y toxicidad anual por ballica.

42 Temblor de las ballicas

El sindrome “temblor de las ballicas” (“Ryegrass staggers”) es una alteracion
neuromuscular que afecta a bovinos, ovinos, caballos y otros animales que pastorean
praderas con predominio de ballicas (Lolium perenne L) inoculadas con el hongo

endofito Neotyphodium lolii. El cuadro clinico se presenta en los animales con grados
variables de hiperexitabilidad, incoordinacibn de movimientos, hipermetria, caminar

rigido y ataxia.

Los efectos neuroldgicos son temporales y, aunque la mayoria de las veces los
animales se recuperan rapidamente del cuadro clinico, en algunos casos este persiste
por varios dias. Los animales generalmente aparecen normales hasta ser sometidos a
algun ejercicio, lo que complica la situacion especialmente en animales que deben ser
movidos diariamente de un lugar a otro, como es el caso de las vacas de lecheria.

La morbilidad es bastante variable entre rebafios con porcentajes que van de 5 a 75%,
pero la mortalidad es muy baja ocurriendo mas bien como consecuencia de accidentes,
como caida de los animales desde barrancos, dentro de pozos, bebederos o esteros,
como consecuencia de la actividad neuromuscular incontrolable.
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Los agentes causales son compuestos llamados tremégenos, de los cuales el mas
importante es el lolitrem B, un alcaloide producido por el hongo endoéfito Neotyphodium
lolii ( DiMenna et al., 1992). El afio 1981 fue reportado por primera vez el aislamiento de
dos potentes neurotoxinas desde praderas en donde los animales enfermaban del
sindrome, proponiendo el nombre general de lolitremos para estas toxinas, basados en
Su asociacion con ballicas (Lolium perenne L) y de su habilidad para producir tremores
musculares en los animales (Gallagher etal., 1981).

El “temblor de las ballicas” comenzé a cobrar importancia a comienzo de la década del
noventa en el sur de Chile, observandose con frecuencia en ganaderias que utilizan
cultivares de ballicas inoculadas como principal recurso forrajero (Araya, 1995). En el
Hospital Veterinario de la Universidad Austral se han recibido caballos provenientes de
predios en que también se habian observado bovinos afectados con signos nerviosos
correspondientes a la intoxicacion. La frecuencia de presentacion del cuadro es muy
variable, ya que depende de condiciones de clima, y se presenta especialmente durante
el verano-otofio. Condiciones ambientales como el déficit de agua ha sido asociado
con el aumento de las concentraciones de lolitrem B. Se ha sefalado que la ergovalina
y el lolitrem B estan en bajas concentraciones en la primavera temprana y van en
aumento en la medida que se elevan las temperaturas y comienza el desarrollo
reproductivo.

También en el verano existe una presencia mayor de hojas senescentes en la pradera
gue pueden ser una fuente significativa de toxinas (Easton, 1999). Estas condiciones
mencionadas, asociadas a la localizacion del lolitrem B en las partes bajas de la planta
y/o en las semillas, pueden ser factores que condicionan la presentacion del cuadro en
los animales que consumen estas ballicas como Unica racién alimenticia.

El “temblor de las ballicas” se caracteriza por ser una intoxicacion de naturaleza
transitoria, produciéndose los signos clinicos de tipo neuromuscular después de 7 a 14
dias de exposicion continua en praderas de ballicas con endéfito y con condiciones
climaticas favorables para el desarrollo del cuadro clinico Los animales en reposo
pueden parecer no afectados o tener leves movimientos de la cabeza y ocasionalmente
temblores.

Cuando los animales son sometidos a algun tipo de tension aparecen los signos
clinicos en forma violenta caracterizados por un caminar envarado (Fotografia 4.1),
temblores de la cabeza y con movimientos rapidos de la cola, los cuales pueden
generalizarse posteriormente a musculos de la escapula y miembros posteriores, que
finalmente llevan a la caida de los animales. En la mayoria de los casos, al ser
sometidos a ejercicio los animales presentan caminar envarado, con un paso “roboético”,
debilidad en los miembros anteriores, con lo cual los animales tropiezan y caen. En el
suelo presentan severas convulsiones, tetania y opistotonos, los cuales pueden persistir
por largos periodos de tiempo. Al dejarlos tranquilos estos signos cesan y los animales
se reincorporan en algunos minutos, particularmente en los casos menos severos. En
casos extremos, ellos quedan postrados por varios dias. Los animales afectados de
forma moderada no pueden ejecutar movimientos rapidos como consecuencia de la
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rigidez del tronco y las extremidades y por su tendencia a la caida. Para estos
animales es muy dificil cambiar de direccion en su desplazamiento.

Fotografia 4.1 Vaca con ataxia en sindrome “temblor de las ballicas”

Ademas de los signos nerviosos, otro signo que se puede observar son los esfuerzos
aparentes que realiza el animal para frotar el abdomen con la punta de las
extremidades posteriores. La anomalia de los reflejos posturales conduce a decubito
lateral o decubito esternal, con las patas traseras estiradas (Fotografia 4.2).

Fotografia4.2 Decubito esternal en vaca con sindrome “temblor de las ballicas”
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Las ovejas, caballos y venados son sefialados como los animales méas susceptibles a la
intoxicacion con enddfitos de la ballica, debido a su habito de pastoreo mas bajo .En las
vacas de lecheria el problema es menos frecuente debido a que se les cambia
rutinariamente a praderas en fase de crecimiento.

Ademas de los problemas neurotoxicos producidos por el endofito de la ballica, se han
observado disminuciones en las tasas de incremento de peso,especialmente en
periodos estivales y a inicios de otofio; adicionalmente se describe un aumento en la
frecuencia respiratoria en forma mas marcada que en el aumento de la temperatura
corporal (Fletcher, 1993).

Los exdmenes de laboratorio son utiles como elemento de ayuda en el diagndstico
diferencial ya que los animales no presentan ningiin cambio hematol6gico o bioquimico
sanguineo importante. En los casos clinicos es posible encontrar un aumento de la
actividad sérica de las enzimas aspartato amino transferasa (AST)y creatinfosfoquinasa
(CK) que estan relacionados con el dafio de las células musculares consecuente a la
severa actividad tremorgénica. De igual manera éstas enzimas se pueden encontrar
muy elevadas, AST > 500 unidades por litro (U/L); CK > 1000 U/L en casos de
traumatismos productos de golpes o caidas que pueden presentar los animales como
consecuencia de su incoordinacion.

A la necropsia no se han observado lesiones definidas importantes; en algunos casos
crénicos de intoxicacion es posible identificar, a nivel de cerebelo una axonopatia
proximal de las células de Purkinje, las que corresponden a una tumefaccion celular
(Familton et al., 1995) y rarificacion de la sustancia blanca. Se presenta palidez
macroscopica de los musculos esqueléticos e histolégicamente se observan areas
focales de necrosis hialina. Sin embargo, estas lesiones serian secundarias a la anoxia
y traumas de la fase convulsiva y de el decubito prolongado.

El diagnéstico se puede realizar mediante la anamnesis y signologia clinica de animales
que pastorean ballicas perennes en los periodos criticos.

4.3 Diagnostico y diagnostico diferencial con otros cuadros tremorgénicos

Hay que tener en consideracidon que esta intoxicacion es muy semejante a otros

cuadros tremorgénicos que afectan al bovino, algunas de los cuales ya se han
mencionado previamente, de los cuales haremos aqui una breve descripcion de ellos.

4.3.1 Ergotismo convulsivo

Este cuadro ha sido descrito en bovinos a pastoreo en el sur de Chile producto del
consumo de una pradera mixta constituida por ballica (Lolium perenne), pasto dulce o
miel (Holcus lanatus) y pasto ovillo Dactylis glomerata) y fuertemente afectada con
esclerocios de “cornezuelo del centeno” (Claviceps purpurea), (Poo y Araya, 1989).
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Este cuadro también ha sido descrito en diversos paises como consecuencia de la
ingestion de pastos atacados por Claviceps paspalli. Pareciera ser que el cuadro
tremorgeénico se produce por estos 2 tipos de hongos, dependiendo su presentacion del
pastoreo en praderas sobremaduras, fuertemente contaminadas con estos hongos, al
final de veranos hiumedos y calurosos. La presentacion del cuadro estaria condicionada
entonces por el consumo de alta cantidad de Claviceps en un corto periodo de tiempo.
Un bovino adulto necesitaria consumir 1 a 4 kg de espigas con alto contenido de
esclerocios por 2 a 6 dias para presentar signos clinicos. La intoxicacion en este caso
se debe a la presencia de alcaloides inddlicos, los que son polipéptidos derivados del
acido lisérgico. La morbilidad puede alcanzar a un 30-50% en 2 a 3 dias en una pradera
muy contaminada.

4.3.2 Sindrome tremorgénico por Aspergillus y Penicillum

Los hongos de estos géneros producen al menos seis diferentes tipos de micotoxinas
tremorgénicas. Hay que tener en consideracion que algunos de estos hongos se
encuentran normalmente en el suelo y pueden ser ingeridos accidentalmente por los
animales cuando se produce sobrepastoreo.

Los signos clinicos de esta intoxicacion corresponden en general a lo descrito para los
otros cuadros tremorgénicos descritos en este trabajo. En este caso los tremores
musculares son muy finos, pero aumentan marcadamente al mover los animales. Los
terneros afectados se balancean ritmicamente, manteniendo las manos sparadas y
rigidas.

4.3.3 Toxicidad anual por ballica

Es un cuadro neuroldgico con las caracteristicas de un cuadro tremorgénico, causado
por el consumo de espigas de ballica infectadas por un estado larvario del neméatodo
Anguina agrostis. El nematodo se encuentra infectado por un Corynebacterium, el cual
produce una toxina del grupo de los glicolipidos, llamada corynetoxina (Vogel, 1987). El
nematodo parece tener una funcién mas bien de vector, siendo la toxina bacteriana la
causante del problema.

El cuadro clinico se caracteriza por disturbios neurol6gicos intermitentes, manifestados
por ataxia, colapso, tremores y convulsiones, a menudo seguido de la muerte de los
animales. Los animales caen al principio durante unos pocos segundos, para luego
recuperarse. A medida que el cuadro progresa, los animales caen, presentan
opistétonos, convulsiones y mueren. La alta mortalidad diferencia este cuadro de los
otros sindromes tremorgénicos, particularmente del temblor de las ballicas.
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4.3.4 Diagnéstico diferencial de los sindromes tremorgénicos y otros cuadros
con signologia nerviosa.

En la mayoria de los sindromes tremorgénicos descritos, los animales solo presentan
signos evidentes al ser movidos o estimulados de alguna manera, generalizandose
rapidamente su presentacion dentro del pifio frente a estos estimulos. Posteriormente al
dejarlos tranquilos por algunos minutos los signos van desapareciendo rapidamente en
el grupo de animales.

Entre los cuadros que presentan alguna signologia similar a los sindromes
tremorgénicos estan las intoxicaciones por insecticidas hidrocarburoclorados,
actualmente de escasa presentacion. Otros cuadros que podrian llevar a confusién y
deberian tenerse en consideracion, estan la hipomagnesemia y la acetonemia, que
pueden ser diferenciados mediante la anamnesis, sus signos clinicos especificos para
cada uno de ellos y las determinaciones a nivel de laboratorio de concentraciones
disminuidas de magnesio en sangre u orina 0 aumentos de cuerpos cetonicos en
sangre o leche.
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Capitulo 5

EFECTO DEL CONSUMO DE BALLICAS CON ENDOFITO (N.lolii) SOBRE LA
PRODUCCION DE LECHE Y CARNE BOVINA

Francisco Lanuza A.; Héctor Uribe M.; Oscar Araya V. ; Fernando Wittwer M.;
Alfredo Torres B.; Ernesto Cisternas A.; Stella Moyano A. ;
Nelly Morales R. y Cristian Vergara M.

5.1 Introduccidén

La alimentacion del rebafio bovino en base a praderas es uno de los pilares
estructurales de los sistemas lecheros en el Sur de Chile, ya que este item participa
entre un 45-55% de los costos de produccion. En la medida que estas praderas
perduren mayor tiempo y sean altamente productivas serd posible disminuir los
costos de produccion y asi poder ser mas competitivos en el mercado de la leche y
carne.

Como se explicd anteriormente, frente al problema de la plaga de L. bonariensis, se
cuenta con la opcion del uso de ballicas con el enddéfito N.lolii , que permiten su
perennidad a través del alcaloide peramina, que repele al insecto. Sin embargo, los
otros dos toxicos (ergovalina y lolitrem B), provocan problemas de salud en los
animales que los consumen y en especial lolitrem B quién es el responsable principal
del “Temblor de las ballicas”, cuadro tremorgénico ya descrito anteriormente.

El efecto adverso del endéfito N.lolii, en ballica perenne sobre la salud y produccion
animal en Nueva Zelandia esta bien documentado (Fletcher, 1993; Thom et al., 1994;
Clark et al., 1996; Cosgrove et al., 1996; Thom et al., 1997) En Chile solo se han
reportado experimentos relacionados al tema con vacas en lactancia (Butendieck et
al.,1994;Lanuza et al.,1999) y con hembras de reemplazo (Lanuza et al., 1998).

En general en los experimentos de produccion de leche se han observado diferentes
respuestas productivas al consumo de praderas de ballicas con enddfito; en algunas
ocasiones se ha afectado con distinta magnitud y en otras los efectos han sido
inconsistentes o no han existido.

En produccion de carne, no se han reportado efectos negativos en ensayos que
abarcan buena parte de la estacion de pastoreo, solo ha habido un efecto negativo
en un periodo corto del verano en uno de los ensayos de Cosgrove et al, 1993,
citados por Easton (1999).



Se hace dificil homologar las distintas condiciones en las que se desarrollan los
experimentos y junto a eso, los diferentes materiales forrajeros con niveles distintos
de N.lolii y las condiciones climaticas de verano-otofio, llevan a respuestas
productivas diferentes en los animales.

Los experimentos que mas adelante se mencionan abordan varios temas
relacionados con el uso de ballicas con endofito N. lolii a saber: la intensidad de
pastoreo en el verano-otofio con vacas lecheras y vaquillas en crecimiento; el manejo
alimenticio de vacas lecheras a pastoreo en verano-otofio; el forraje conservado
como ensilaje para vacas con lactancia invernal y el consumo permanente de ballicas
con enddfito desde edad temprana hasta la primera lactancia de las hembras de
reemplazo.

5.2 Intensidad de pastoreo en verano-otofio
5.2.1 Vacas lecheras

Para establecer una norma de manejo de pastoreo de praderas de ballicas con alto
nivel de endéfito N. lolii asociadas a trébol blanco en vacas lecheras durante el
verano - otofio se llevo a cabo un ensayo para evaluar el efecto de la intensidad de
pastoreo sobre su salud y produccion.

El ensayo se desarrolld entre los meses de noviembre del 2000 y abril 2001 y se
dispuso de 34,4 ha de pradera mixta formada por ballica perenne cultivar Yatsyn 1y
trébol blanco, que fueron sembradas al azar con enddfito (16,2 ha) y sin enddfito
(16,2 ha), en los afios 1996 y 2000. Las praderas se utilizaron con una disponibilidad
inicial de 1.800 a 2.200 kg de MS/ha, en potreros que fueron parcelados, dividiendo
las franjas con y sin infeccion de endéfito. Ademas, dentro de cada franja una mitad
se utilizé dejando un residuo de 8 cm. y la otra mitad con 4 cm de residuo medidos
con plato.

Se emplearon 44 vacas con parto en primavera distribuidas en un disefio factorial de
medidas repetidas a los siguientes tratamientos:

(T1): sin enddfito y 4 cm de residuo post-pastoreo.
(T2): sinendofito y 8 cm de residuo post-pastoreo.
(T3): con enddfito y 4 cm de residuo postpastoreo.
(T4): con enddfito y 8 cm de residuo postpastoreo .

Adicionalmente a la pradera recibieron 1 kg. de trigo chancado, como suplemento
energético, 1 kg de concentrado comercial (18% PC ; 2,90 Mcal/kg, base MS) y 200
g de sales minerales por vaca/dia, ademas de agua ad libitum.
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Semanalmente, se evaluo individualmente la condicion clinica de los animales en
cuanto a su temperatura rectal y frecuencia respiratoria. El peso vivo de cada animal
se registrd cada 15 dias.

La presentacion del sindrome “temblor de ballicas” en los animales, se observé en la
pradera y al momento del arreo a la sala de ordefia, 6 en los cambios de potrero;
segun la severidad de los signos, se le asigné un puntaje de 0 a 4, desde ningun
efecto (grado 0), hasta animal postrado con imposibilidad de movimiento (grado 4);
la pauta evaluativa disefiada por Araya citado por Vergara (2002) se bas6 en una
escala utilizada para describir el temblor de las ballicas en ovejas (Keogh, 1973,
citado por Thom et al 1997)

Cuadro 5.2.1.1 Pauta evaluativa para el cuadro “temblor de las ballicas”

Grado Intensidad Signos clinicos
0 Negativo No presenta
1 Leve Tremor de cabeza, orejas y musculares leves
2 Mediano Tremores musculares severos e hipermetria
3 Intenso Tremores severos y ataxia
4 Grave Incoordinacion severa, caidas y postracion,
convulsiones y opistétono

Se tomaron muestras de sangre para bioguimica clinica de las vacas mensualmente,
a fin de detectar afecciones de tipo neuromuscular de los animales durante el
estudio, evaluando los niveles plasmaticos de las enzimas séricas CK y AST.

En la pradera, se realizaron evaluaciones de disponibilidad, contenido de materia
seca, proteina cruda, digestibilidad in vitro y energia metabolizable.

Las mediciones realizadas en cada vaca y en cada periodo de evaluacion estan
correlacionadas por lo que se pierde la independencia de los elementos de la
variable de intereses a medir. Una manera de corregir estadisticamente esto es
usando el efecto vaca, anidada dentro de tratamiento como error experimental.
También al incluir el efecto fijo de vaca dentro del tratamiento implica incluir como
covariable parametros propios del animal como es la medida inicial de la variable a
estudiar. Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza, los datos se
editaron utilizando el procedimiento PROC GLM del paquete estadistico SAS/TAT
(1999).

Produccion y composicion de Leche

Al analizar estadisticamente los resultados de la produccion diaria de leche por vaca,
para los controles efectuados durante todo el ensayo, se encontré un efecto
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significativo de los factores hongo endofito (P=0,018) y altura del residuo
postpastoreo (P=0,040). La interaccibn entre ambos factores no fue
estadisticamente significativa (P >0,05).

En la Figura 5.1, se puede apreciar las diferencias que se generan entre los
distintos grupos experimentales a causa de los factores en estudio y se confirma que
la interaccion entre ambos factores no es significativa, debido al paralelismo que se
observa entre las dos alturas de residuo para cada uno de los niveles de infeccion de
enddfito en las ballicas.
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Figura 5.1 Promedios de produccion diaria de leche por vaca, segun nivel de
infeccion de enddfito y residuo postpastoreo.

De esta forma, independiente de la altura de residuo postpastoreo, el factor enddfito
se traduce en una menor produccion diaria de leche, 1,47 kg, lo que representa una
disminucion promedio del un 9%, en comparacion a la produccion de los grupos que
consumen ballicas con bajo nivel de enddfito.

Los resultados son consistentes con lo informado en la literatura, en cuanto a que el
consumo de ballicas infectadas con endodfitos provoca una disminucién en la
produccién individual de leche (e.g.Valentine et al., 1993), aun cuando en algunos
trabajos no se ha demostrado este efecto (Thom et al., 1999).
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Pese a la menor produccion individual que se encontrd en este estudio debido al
efecto con de alto nivel de enddfito, puede existir también una situacion de mayor
produccion por hectarea, de acuerdo a lo encontrado por Lanuza et al., (1999),
donde se observo que las praderas de ballicas con alto nivel de endéfito soportaron
una mayor carga animal, a lo que en este caso puede sumarse la intensidad de
pastoreo.

Ademas, la reduccion en la producciéon de leche encontrada es similar con la
literatura nacional e internacional, donde se informa una disminucion relativa, que
fluctia entre un 4 y 34% para las vacas que consumen ballicas infectadas con el
hongo enddfito (Valentine et al., 1993; Butendieck et al., 1994; Clark et al.,, 1996;
Thom et al.,1997). Al respecto, debe tenerse presente que es dificil comparar los
resultados obtenidos en los ensayos, dado que el efecto del enddfito sobre la
produccion individual de leche puede variar entre los estudios o afios debido a la
influencia de numerosos factores, tales como condiciones climaticas, manejo de
pastoreo, niveles de produccion de leche de las vacas, cultivares de ballica,
especies acompanantes, niveles de infeccion de enddfito y largo de los ensayos.

De lo expuesto se desprende que la menor produccion de leche, cuando se
presenta, puede deberse en forma primaria al efecto de los toxicos tremorgénicos
sobre los animales afectados mas severamente por el cuadro “temblor de las
ballicas”, debido a la imposibilidad de ordefiar las vacas postradas, 0
secundariamente por la reduccién del consumo de alimentos, asociada a la dificultad
o imposibilidad de deambulacion que exhiben algunas de estas vacas, lo que limita
su capacidad de pastoreo.

Por otra parte, en las vacas que no se observaron afectadas por el cuadro y
disminuyeron su rendimiento lacteo, es posible que las toxinas del endofito generen
un cuadro subclinico, donde éstas afectarian de alguna forma el consumo y/o los
procesos de sintesis de leche.

También, la intensidad de pastoreo medido por la altura del residuo afectd en forma
significativa la produccion diaria de leche de las vacas del ensayo. La utilizacion de
las praderas dejando un residuo postpastoreo bajo (4 cm), provoca en promedio una
disminucién de 1,29 kg en la produccion de leche (8%), respecto a un residuo de
mayor altura. Sin embargo, ambos factores ejercen su efecto de manera
independiente sobre el rendimiento lacteo, dado que no se encontré una interaccion
estadisticamente significativa (P >0.05). Esto puede entenderse, debido a que el
pastoreo con un residuo de 8 cm, les permitié a los animales efectuar una mayor
seleccidn y con elo acceder a las partes mas nuevas y nutritivas de las plantas.

En los grupos experimentales de alto nivel de enddfito, la mayor intensidad de
pastoreo (4 cm de residuo, Fotografia 5.1), generd una reduccion en la produccién
lactea de casi el 10%, en comparacion a la reduccion de 7,5% observada para el



residuo de 8 cm. Ello concordaria con los resultados de Lanuza et al., (1999),
obtenidos en INIA-Remehue, donde se manejo un solo residuo postpastoreo, sin
evaluar la intensidad de pastoreo, encontrandose una disminucién en la produccién
lactea de 7,5% debido al alto nivel de enddfito de las ballicas.

La composicion de leche (grasa, proteina, lactosa), no se afect6 por el consumo de
ballicas con alto nivel de endofito, ni por la intensidad de pastoreo utilizado. Los
valores promedios de grasa fluctuaron entre 3,66 y 4,08%, los de proteina entre 3,16
y 3,23% y los de lactosa entre 4,86 y 4,97%. Resultados similares se observaron en
un trabajo realizado por Lanuza et al., (1999).

Fotografia5.1 Vacas en pastoreo del tratamiento con endofito
y 4 cm. de residuo.

Por otra parte, los resultados también son consistentes con lo informado en algunos
trabajos extranjeros, en los cuales se describe un comportamiento similar para la
produccién de leche, grasa y proteina; particularmente en aquellos estudios donde se
verifica una disminucién el volumen de leche, atribuible al consumo de ballicas con
enddfito, conjuntamente con una reduccion de magnitud similar en la produccion (kg)
de los sélidos lacteos (Valentine et al., 1993; Thom et al., 1999; Blackwell y Keogh,
1999).

Los valores promedio de recuento de células somaticas por mililitro fluctuaron entre
55 mil y 96 mil, y no hubo diferencias entre tratamientos; también no se presento
ningun caso de mastitis durante el ensayo. Esto permitiria suponer que ninguna de
las toxinas del enddfito de las ballicas utilizadas en el ensayo afecta los mecanismos
de defensa de la glandula mamaria. Autores de Nueva Zelandia (Auldist y Thom,



2000) también observaron que las células sométicas no se afectaron por el
consumo de ballicas con endofito.

Ganancia de peso

En el Cuadro 5.2, se presentan los resultados de ganancia de peso. El efecto nivel
de enddfito afecto significativamente esta variable (P< 0,007).

Cuadro 5.2 Medias marginales de ganancia diaria de peso vivo (kg), de
vacas alimentadas en base a praderas compuestas mayoritariamente
por ballicas, segun nivel de infecciobn de enddfito y residuo

postpastoreo.
Altura de residuo post-pastoreo
Nivel de endofito 4cm 8cm Total
Bajo 0,167Aa (+ 0,07) 0,335Aa (+ 0,06) 0,251a (+ 0,05)
Alto 0,026Ab (+ 0,08) 0,064Ab (+ 0,08) 0,045b (£ 0,06)
Total 0,096A (+ 0,05) 0,199A (% 0,05)

() : Error estandar

AA : Superindices iguales indican ausencia de diferencias significativas segun altura
de residuo postpastoreo (P>0,05)

a,b : Superindices distintos indican diferencias significativas segun nivel de infeccion
de enddfito (P<0,05)

Los valores promedios indican que los dos grupos de vacas que pastoreaban las
praderas de ballicas con alto nivel de endofito, solamente mantuvieron el peso
corporal durante el ensayo. En cambio, aquellos animales que consumieron praderas
de ballicas con bajo nivel de enddfito tuvieron una ganancia diaria de 0,2 a 0,3 kg.
que tendio a ser mayor en el grupo con alto residuo postpastoreo.

Temperatura rectal

El promedio de temperatura rectal determinada semanalmente fue muy similar entre
los grupos experimentales y se encuentran dentro del rango de referencia de
temperatura corporal del bovino adulto. En un sector del ensayo se determiné el
contenido de alcaloides en forrajes en el mes de febrero, encontrandose
concentraciones de ergovalina 0,37; 0,43 mg/kg MS.

Ello permite suponer que la ergovalina producida por el enddfito de las ballicas
consumidas por las vacas no fueron niveles suficientes como para generar
alteraciones a la disipacion de calor en la época estival 6 que también la humedad y
temperatura ambiente no fueron suficientemente elevadas.
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Frecuenciarespiratoria

El promedio de frecuencia respiratoria de las vacas en todos los grupos fluctud entre
31 y 35 ciclos por minuto, levemente por sobre el limite superior del rango de
normalidad en el bovino. La revision de los promedios en cada semana de
evaluacion no revelé diferencias (P>0,05) entre los grupos experimentales ni
incrementos que pudieran asociarse al endofito de las ballicas en algan periodo del
ensayo en particular, en que hubiera un aumento de la temperatura y humedad
ambiente.

Enzimas séricas
Aspartato aminotransferasa (AST)

El valor promedio de AST tendid a ser mayor en las vacas que consumian ballicas
con alto nivel de enddfito. Ello fue particularmente evidente en el grupo de vacas del
tratamiento 3 (alto nivel de enddfito y bajo residuo postpastoreo), donde el promedio
de esta enzima supera en aproximadamente un 60% al promedio correspondiente a
su control de bajo nivel de infeccion de enddfito.

No obstante, la diferencia entre los promedios de ambos tratamientos se debe a la
influencia que ejerce elevado valor de AST (662 U/l), de una vaca del tratamiento 3.
Al excluir esta medicion, el promedio de AST de dicho tratamiento disminuye a 127
U/l, sin diferenciarse mayormente de los promedios de los demas grupos
experimentales. Una sola vaca fue afectada por el “temblor de las ballicas” con grado
3 y 4 que presenté un valor elevado de AST. El esto de los animales de este
tratamiento, mostré valores de AST dentro del limite superior del rango de
normalidad (< 150 U/l), descrito por Wittwer (2000).

Los niveles de AST de los animales que pastoreaban praderas con alto nivel de
enddfito y un residuo postpastoreo mas alto se ubicaron en todos los casos por
debajo del limite superior del rango de referencia de la enzima.

Creatinfosfoquinasa (CK)

El rango de CK alcanzaron valores comprendidos entre 176 y 730 (T,), 166 y 1071
(T2), 163 y 9.087 (T3), y 174, 2.789 (T,4) U/l, respectivamente. De lo que se deduce
gue en un pastoreo mas intensivo de praderas de ballica con alto nivel de enddfito
alcanzaron un promedio de CK casi 5 veces mayor que el promedio correspondiente
a los animales que consumieron ballicas con bajo nivel de enddfito, con el mismo
manejo de pastoreo. Para la condicion de alto residuo postpastoreo, el promedio de
CK de las vacas alimentadas en base a praderas con alto nivel de enddfito, superd
s6lo en un 80% al valor correspondiente al de los animales manejados en praderas
de ballicas con bajo nivel de enddfito. En la Figura 5.2, se representa graficamente
los valores promedio de la enzima.
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Figura 5.2 Niveles séricos de creatinfosfoquinasa (U/L).

En los mayores valores de CK de las vacas que pastorearon las ballicas con alto
nivel de enddfito, constituirian un indicador de dafio (Kaneko et.al., 1989).

Analizados globalmente, los resultados obtenidos para las determinaciones
enzimaticas son consistentes con lo sefialado por Wittwer (2002) citado por Vergara
(2002) que considera a la enzima CK como un indicador de lesiones musculares en
las vacas afectadas por el “temblor de las ballicas”; mientras que la enzima AST
refleja fundamentalmente alteraciones hepaticas, lo que explica que sus valores se
encontraran dentro del rango de normalidad en la casi totalidad de las vacas que
consumieron ballicas con alto nivel de enddfito, lo que permitiria suponer que las
toxinas del endofito no generan inflamacién del tejido hepéatico.

Presentacion del sindrome “temblor de las ballicas”

Durante la estacion estival, especialmente en el mes de febrero se presentaron los
signos del “temblor de las ballicas”, con una intensidad mediana a grave (grados 2 a
4) (Cuadro 5.1), solamente en vacas pertenecientes al tratamiento 3 (alto nivel de
enddfito en la ballica y bajo residuo postpastoreo). Los casos afectaron a 7 de las 11
vacas de este grupo, observandose en algunas de ellas reincidencia de los ataques.
En su grupo control de mayor residuo, sélo se observé grados leves (1), en una baja
proporcion de animales (2 de 11 vacas).

Los grupos de bajo nivel de enddfito en las ballicas, no presentaron ningun signo del
sindrome en las 22 vacas experimentales.
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De lo expuesto, se desprende que el consumo de ballicas con alto nivel de enddfito,
especialmente en el sistema con bajo residuo postpastoreo, se asocia a la
presentacion del “temblor de las ballicas” en una proporcion importante de casos
durante los meses de verano. Sin embargo, se observo una alta variabilidad en la
presentacion de casos y en los valores de las transaminasas.

Para graficar el efecto de la intoxicacion sobre la produccién de leche en la Figura
5.4, se representa la curva de la vaca mas afectada versus el promedio de
produccién de las vacas que no presentaron signologia del cuadro temblor de las
ballicas. Esta vaca fue retirada del ensayo por presentar el cuadro con intensidad
grave y con reincidencia; luego de ser incorporada al rebafio pudo recuperar en
parte su nivel productivo en un plazo de 2 semanas, como se observa en la Figura

5.4.
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Conclusiones

El consumo de praderas mixtas, con un alto nivel de enddfitos, provoca una
disminucion significativa de un 9% en la produccion diaria de leche en vacas con
partos de primavera durante el periodo de pastoreo (diciembre a abril); respecto de
vacas que pastorean praderas con bajo nivel de enddfito.

La menor produccién de leche se asocia a vacas que consumen praderas con alto

nivel de enddfito y bajo residuo.

La composicion de la leche (grasa, proteina, lactosa), no se afecta por el consumo
de ballicas con un alto nivel de enddfito, ni por la intensidad de pastoreo.

La ganancia diaria de peso se afecta negativamente por el consumo de ballicas con
un alto nivel de enddfitos, pero no se observa un efecto por la altura del residuo

postpastoreo.
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El enddfito de las ballicas no se relaciona con la susceptibilidad a infecciones
intramamarias, dado que el recuento de células soméaticas de la leche.

En base al analisis de sangre durante el mes de febrero en el que se presentaron los
problemas de intoxicacion, el enddfito de las ballicas no afecta la concentracion de la
AST, evidenciandose en cambio un incremento en los niveles de la CK,
especialmente en las vacas que pastorearon praderas con una baja altura de
residuo, alza que indicaria hiperactividad y lesiones del tejido muscular asociada al
cuadro del “temblor de las ballicas”.

Los casos clinicos alcanzaron una frecuencia y severidad importante, solo en las
vacas que consumieron las estratas bajas de las ballicas con altos niveles de
enddofitos.

No se presentaron casos de “heat stress” por consumo de praderas con altos niveles
de enddfitos, probablemente porque los niveles de ergovalina del endofito de las
ballicas no fueron suficientemente altos y/o las caracteristicas climaticas del verano
de la X2 Regién no predisponen a enfermar.

5.2.2 Vaquillas dereemplazo

Para establecer una norma de manejo del pastoreo en vaquillas de reemplazo que
pastorean ballicas con hongo N. lolii en mezclas con trébol blanco durante el verano -
otofio, se llevd a cabo un ensayo para evaluar el efecto de la intensidad de pastoreo
sobre la salud y ganancia de peso vivo; y asi generar una estrategia de utilizacion de
estas praderas para el control del sindrome “temblor de las ballicas”.

Para la ejecucion de este ensayo se establecieron praderas de ballica con y sin
enddfitos. (N. lolii)) en mezcla con trébol blanco. Estas se utilizaron en pastoreo
rotativo ingresando los animales con una disponibilidad inicial de 1.800-2.000 kg
MS/ha. El ensayo se realizé con 4 tratamientos de acuerdo a la altura de pastoreo y
presencia o ausencia del hongo endofito. Los tratamientos fueron:

a) E+ 4: pastoreo en ballicas con endéfito dejando un residuo de 4 cm, medido
con plato.

b) E+ 7: pastoreo en ballicas con endofito dejando un residuo de 7 cm, medido
con plato.

c) E- 4: pastoreo en ballicas sin endoéfito dejando un residuo de 4 cm, medido
con plato.

d) E- 7: pastoreo en ballicas sin endofito dejando un residuo de 7 cm, medido
con plato.
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En cada tratamiento hubo 12 vaquillas, las que fueron bloqueadas por peso vivo
inicial. Ademas de las praderas, los animales recibieron una suplementacion
alimenticia de 1 kg. de concentrado y 0,1 kg de sales minerales. Los animales se
evaluaron desde diciembre de 1999 hasta abril de 2000.

Los animales se observaron a diario para evaluar su condicion clinica y determinar la
presentacion de la signologia del cuadro “temblor de las ballicas” y en tres
ocasiones se tomaron muestras de sangre para determinacion de las enzimas AST y
CK.

El disefio estadistico correspondié a bloques completos al azar con peso inicial
como covariable. La variable dependiente fue el promedio de ganancia diaria de
peso en todo el periodo de estudio. Los resultados fueron analizados mediante
andlisis de varianza y los datos fueron editados usando los procedimientos del
paquete estadistico SAS (1993). El analisis de varianza fue hecho usando el
procedimiento PROC GLM de SAS.

Peso vivo y ganancias de peso

Los promedios de peso inicial, peso final y ganancia diaria total se presentan en el
Cuadro5.3.

Cuadro 5.3 Peso vivo y ganancia de peso.

Tratamiento | Peso inicial | Peso final | Ganancia diaria| Promedio de los
(kg) (kg) promedio minimos cuadrados
(kg/dia) (kg/dia)
E+4 245 318 0,51° 0,52
E+7 248 342 0,74° 0,73
E-4 254 344 0,71° 0,72
E-7 256 362 0,80° 0,78

(letras diferentes a través de columnas indican diferencias estadisticamente significativas P<0,01).

El efecto tratamiento fue estadisticamente significativo (P<0,01) para ganancia diaria
de peso. Las vaquillas que pastorearon ballicas con endéfito y dejaron un residuo de
4 centimetros ganaron significativamente menos peso que los otros tratamientos.
Las ganancias de peso para los tratamientos E+7, E-4 y E-7 no fueron
significativamente diferentes (P>0,05).

En la Figura 5.5, se presenta la evolucién de peso vivo de los cuatro tratamientos. Se
observa que las menores ganancias de peso ocurrieron en los meses de febrero y
parte de marzo, esto ocurrid en especial en los animales del tratamientos E+4 en
gue practicamente mantuvieron el peso vivo desde el 18 de febrero al 22 de marzo.
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Por el contrario la curva del tratamiento E-7 es mas sostenida y supera a los otros
dos tratamientos E-4 y E+7 que practicamente coincidieron en gran parte del periodo
de estudio.

La diferencia de ganancia de peso total para el periodo experimental fue de
alrededor de 0,20-0,30 kg/dia a favor de los grupos sin enddfito (E-7, E-4) y del
grupo con endofito con residuo de 7 cm. Cosgrove et al., (1996), sefialan que el
efecto directo de los alcaloides del enddfito sobre el consumo y la ganancia de peso
fue pequenio y esta influenciado por la estacién del afio.

También Mc Callum y Thomson (1994), en ensayos con ganado lechero en
crecimiento no han encontrado efectos del endéfito sobre la perfomance animal. En
un ensayo anterior Lanuza et al., 1998, reportan los resultados de un ensayo en
donde no hubo diferencias en la ganancia de peso en vaquillas que consumieron
ballicas con endodfito versus sin enddfito, bajo similar manejo de residuo post-
pastoreo.
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Figura 5.5 Evolucion del peso vivo de las vaquillas durante el periodo
experimental y residual

Presentacion del sindrome “temblor de las ballicas”

El exdmen visual de las vaquillas en el campo permitié diagnosticar el sindrome de
temblor de las ballicas en algunos de los animales del tratamiento E+4. Estas fueron
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principalmente clasificadas de leves a moderados con temblores de cabezay cuello,
caminar incoordinado y con tendencia a rigidez de los miembros, afectando
aproximadamente al 30 % de los animales en E+4. Los sintomas fueron mas visibles
durante el mes de febrero donde se registraron mayores temperaturas.

No se observaron sintomas de “temblor de las ballicas” en los animales que
pastorearon ballicas con endéfito y dejaron un residuo de 7 centimetros (E+7).
Tampoco se observo sintomatologia en los animales que pastorearon ballicas sin el
hongo enddfito.

La Figura 5.6, muestra la evolucién de peso vivo comparando las cinco vaquillas del

tratamiento E+4 que presentaron el sindrome descrito versus el resto de los
animales.
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Figura 5.6 Evolucion del peso vivo de las vaquillas gafectadas y no afectadas por
el sindrome.

En este caso se observa una clara superioridad en el desarrollo corporal de aquellos
animales que no sufrieron el sindrome del temblor de las ballicas comparado con
vaquillas que si sufrieron el sindrome. Las ganancias diarias fueron de 708 y 484

gramos diarios para las vaquillas sin y con presentacion del sindrome,
respectivamente.

Enzimas séricas CKy AST
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En tres oportunidades durante el ensayo, se analizaron las muestras de sangre de
los animales que presentaron sintomatologia, o que tenian menor peso en el
tratamiento E+4, y en los animales con menor ganancia de peso en los tratamiento
E-4y E+7.

Los promedios totales, por tratamiento y a través del tiempo de medicién para la
enzima se presentan en el Cuadro 5.2.2.3.

En la Figuras 5.7, se presentan los resultados de concentracion de la enzima CK en
la sangre. Se observa una alta variabilidad, en las tres muestras. Sin embargo
ademés del posible dafio muscular por los temblores, esto también se puede
interpretar como respuesta a un estrés de los animales en el arreo y extraccion de
sangre. Por lo general, aparentemente el efecto de la intoxicacion, fue pasajero, y no
coincidio el muestreo de sangre con algunos de los episodios del sindrome temblor
de las ballicas.

Los resultados de la enzima AST a ésta muestra no permiten concluir que sea
indicadora de la presentacion del sindrome.

Los resultados de la enzima AST (Figura 5.8) no permiten concluir que ésta sea
Indicadora de la presentacion del cuadro de intoxicacion.
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* Linea en centro de barra indica desviacion estandar.
Figura 5.8 Valores de enzima Aspartato aminotransferasa

Conclusiones

Las vaquillas que pastorean ballicas con enddfito y dejan un residuo de 7 cm pueden
ser tan productivas como aquellas que pastorean ballicas sin enddfitos.

Pastoreos intensos de ballicas con enddfito, (residuo de 4 cm. medido con plato) con
vaquillas afectan la ganancia de peso vivo en un 30%.

Falta tener claridad sobre la interpretacion de los valores de transaminasas en el
cuadro clinico, en especial la creatinfosfoquinasa.

5.3 Manejo alimenticio de vacas lecheras a pastoreo en verano-otofo
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Se realizé una investigacion entre los meses de diciembre del 2001 y marzo del
2002, para establecer una norma de manejo alimenticio en vacas lecheras que
pastorean praderas de ballicas Yatsyn 1 con endéfito N.lolii asociadas a trébol
blanco durante el verano - otofio bajo condiciones del secano en la Décima Region,.
El objetivo fue evaluar el efecto de la utilizacion de suplementos alimenticios a vacas
lecheras que pastorean praderas mixtas permanentes, compuestas con ballica
perenne (Lolium perenne), infectada con el hongo endéfito N. lolii, asociadas con
trébol blanco sobre su salud y comportamiento productivo.

Se dispuso de 16,2 ha de praderas mixtas de ballica perenne variedad Yatsyn 1 con
endofito N. lolii trébol blanco, que fueron sembradas en los afios 1996 y 2000. La
pradera se utilizé con una disponibilidad inicial de 1.800 a 2.200 kg. de m.s./ha.,
pastoreandolas hasta dejar entre 6 y 7 cm de residuo de pastoreo, en potreros que
fueron parcelados, segun un ensayo anterior (Lanuza et al., 2002)

Se utilizaron 39 vacas con parto en primavera, cuyo promedio de produccion diario,
no fue mayor a 25 kg de leche y que se encontraban en la etapa posterior al pico de
lactancia. Las vacas fueron alimentadas con praderas utilizadas en pastoreo rotativo.
Los animales se asignaron en un disefio de bloques al azar de medidas repetidas a
tres tratamientos que fueron :

T,: pastoreo + suplementacion con 0,15 kg sales minerales.

T,: pastoreo + suplementacion con 30 kg ensilaje de praderay 0,15 kg de
sales minerales.

T;: pastoreo + suplementacién con 5,6 kg concentrado, 0,15 kg sales
minerales y 0,2 kg de bicarbonato de sodio.

Ademas las vacas dispusieron de agua permanentemente.

La decisién de avance en la rotacion se realizd, evaluando la altura del residuo en la
pradera, de 6-7 cm. (medidos con plato), y se llevé a cabo mediante cerco eléctrico
movil.

La produccién de leche se midi6 semanalmente en 2 dias sucesivos, usando
medidores volumétricos. También, se evalu6 la condicion clinica de los animales.

El peso vivo y la condicion corporal individual se registro cada 14 dias.
La intensidad del sindrome se observd en el potrero y al momento de ser los
animales arreados a la sala de ordefia 6 en los cambios de potrero, y se le asigné un
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puntaje. Basado en la pauta evaluativa (Cuadro 5.1) Se tomaron muestras de sangre
para bioguimica clinica de las vacas en cuatro oportunidades, a fin de detectar
problemas de tipo neuromuscular y de higado de los animales durante el estudio,
evaluando los niveles plasméticos de las enzimas séricas CKy AST y gama glutamil
transferasa (GGT).

En la pradera, se evalué la disponibilidad, con cuatro marcos de muestreo de 0,25
m?, por franja de tratamiento distribuidos al azar y cortados a ras de suelo, para
determinar la materia seca, proteina cruda, digestibilidad in vitro y energia
metabolizable. Ademas se estimé la altura al ingreso y salida de la franja (40
observaciones por franja). Se tomaron muestras de forraje de las praderas que
pastoreaban las vacas para analizar la concentracion de las toxinas

Resultados

De las 16,32 hectareas de ballicas con endéfito para este ensayo se utilizaron para
los tratamientos 5,96 ha (T,); 5,65 ha (T,) y 4,71 ha (T3); la carga promedio para el
periodo de 86 dias fue de 2,07 ; 2,08 y 2,57 vacas por hectarea en Ty, T, y Ts,
respectivamente. No se pudo prolongar mas el periodo experimental por la sequia
estival del afio 2002.

En enero precipitaron 16,6 mm distribuidos en siete ocasiones, con nula efectividad.
Al final de febrero cayeron 22,3 mm, pero ya la recuperacion de la pradera no era
posible.

En el Cuadro 5.4, se observan los resultados de lolitrem-B y de ergovalina. En
general los resultados sefialan que la concentracion de lolitrem B es mayor que la de
ergovalina en ballicas en estado vegetativo. Resultados similares se entregan en la
literatura (Cosgrove et al., 1996; Thom et al.,1999). Solo una de las muestras de la
parte apical de las ballicas, que se tomé a modo de observacion de la distribucion
de los tdxicos arrojo una concentracion mayor de ergovalina.

Esto sucedi6 en un periodo de déficit de lluvias y concuerda con la evidencia de que

el aumento de la concentracion de la ergovalina parece ser mayor con el déficit de
agua que lo que sucede con el lolitrem-B (Barker et al., 1993, Lane et al., 1997)

Cuadro 5.4 Concentracion de lolitrem-B y ergovalina en muestras de praderas.

|Fechamuestreo|  Potrero | Muestra | LoliremB | Ergovalina
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mg/kg MS mg/kg MS
21/02 Cacique 2/3 E+ Residuo 0,47 0,16
21/02 41 E+ 1/3 basal 0,71 0,50
21/02 41 E+ 1/3 apical 0,78 1,28
21/02 41 E+ 1/3 medio 0,24 0,18
21/02 Hijuela 3 E+ Franja 2 1,53 0,37
21/02 Hijuela 3 E+ Franja 3 1,08 0,40
21/02 Hijuela 3 E+ Franja 4 1,49 0,41
21/02 Hijuela 3 E+ Franja 8 0,93 0,43

La suplementacion en los animales de T, y Ts permite un efecto de dilucién de las
toxinas. Esto también se logra cuando el trébol blanco que acompafa a la ballica,
participa con un porcentaje importante en la mezcla (> 10%). El consumo de los
suplementos permitié utilizar menor superficie de pradera, en especial en Tz, donde
aumento la carga animal.

En las observaciones de los animales en la pradera y ordefia no se presentd
signologia del “temblor de las ballicas”. Esto a pesar de que segun los resultados del
Cuadro 5.4 existian niveles de hasta 1,49 mg/kg de m.s. de lolitrem B y de tener altas
temperaturas en el mes de enero y febrero ( maximas entre 27 y 29°C, algunos dias),
la pluviometria fue escasa durante todo enero y primera mitad de febrero, teniendo
asi una baja humedad relativa. Esto hizo la diferencia al clima del afio anterior, donde
se presentd del cuadro clinico. En esta temporada, tal vez hubo sintomas en forma
sub-clinica.

Produccion y composicion de leche

La produccion promedio de leche en T; fue significativamente mayor (P<0,01) que la
produccién en T, (12,7%) y T, (27,6%), respectivamente. Sin embargo entre los
tratamientos T, y T», no hubo diferencias significativas (P >0,05) en la produccion de
leche. En general hubo una alta variacion dentro de los grupos (desviacion estandar
T,: 5,05; T, : 4,80; T;: 3,88), denotando una respuesta animal variable al efecto de
las toxinas y a la suplementacion alimenticia. La evolucion de la curva de lactancia
real promedio para los animales de los distintos tratamientos se observa en la Figura
5.9.
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Figura 5.9 Evolucién de la curva promedio de leche por tratamiento

La composicion lactea fue significativamente diferente (P<0,01), en el contenido de
materia grasa y solidos totales, siendo menor en las vacas del T3 en comparaciéon
conT2yT1.

Peso vivo y condicién corporal

Tanto el peso vivo promedio como la condicion corporal no fueron diferentes
(P>0,05) entre los tratamientos. Durante el ensayo, se mantuvo el peso vivo y una
tendencia a mejorar la condicién corporal hacia el final del periodo experimental.

Recuento de células somaticas y urea en leche

El conteo de células sométicas no revel6 diferencias significativas (P2 0,05) entre las
vacas de los tratamientos. Hubo una a dos vacas por tratamiento que mostraron
elevados conteos de células en alguno de los controles. En general para la etapa de
lactancia en que se encontraban las vacas promedios estuvo entre 45.000 y 253.000
células somaticas por mililitro, considerados como muy buenos a buenos.

Enzimas séricas
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La actividad sérica de la enzima AST presento, diferencias significativas (P<0,01)
para los tratamientos, siendo T; mayor a T; y T, y entre estos ultimos hubo similares
promedios (Ti: 112,2b ; T2 :102,06b y Ts :127,7a) encontrandose todos los valores
dentro de los rangos de referencia.

No ocurrié lo mismo con la actividad sérica de la enzima GGT donde no se
encontraron diferencias significativas (P>0,05) entre los promedios de los
tratamientos (T:: 30,5; T :27,12 ; T :27,20) que se situaron en los rangos de
referencia que describe la literatura. (Wittwer, 2000).

Respecto a la CK, en general se acepta que animales en pastoreo, presenten
niveles mas elevados, pero dentro del rango del promedio poblacional. Los valores
promedios para T;, T,y T3 fueron 253,2; 326,1 y 396,7, respectivamente, no siendo
estadisticamente diferentes (P > 0,05) (Figura 5.10).

Hubo 2 a 3 animales en alguno de los muestreos que tuvieron elevados valores de
CK. Sin embargo los promedios de todos los tratamientos superaron los niveles
considerados de referencia, pero permitidos para muestras post-ejercicio que son
hasta 500 U/L.

600
550
500 - Trat 1

450 - — |lm
400 4 Trat 2

350 U Trat 3
300 - —
250 A
200 -~
150 -
100 -

O . T T T

& 9 q
XY @9& @6‘9 ra@o

Figura 5.10 Valores de creatinfosfoquinasa (U/L).
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Por las condiciones ofrecidas a los animales era esperable que los del tratamiento 1,
pastoreo con solo suplementacion de sales minerales y agua, consumieran una dieta
de forraje conducente a la intoxicacion. Sin embargo, a pesar del contenido de
toxicos del forraje no se observé sintomologia clinica; quizas fue por haber dejado un
residuo mayor (6 cm) o porque hubo condiciones climéticas distintas.

A su vez la vacas de T, presentaron una mayor concentracion de grasa lactea, al
igual que las de T2, suplementadas con ensilaje. En éste, el factor nutricional pudo
ser determinante.

El respaldo de un monitoreo mas frecuente de la concentracién de toxinas en la
pradera y conjuntamente con variables climéaticas de humedad y temperatura podrian
explicar el diferente comportamiento de los animales entre temporadas y dentro de
una misma estacion del afio. En la literatura, se describen tanto efectos
detrimentales sobre la salud y produccién de las vacas, y también, ausencia de tales
efectos.

La suplementacion con alimentos sin endofito, sin duda ayuda a mitigar el efecto
nocivo de los téxicos mediante la dilucién de los alcaloides en la racion consumida.

Conclusiones

Las praderas de ballicas con enddfito N.lolii, presentan concentraciones variables
de lolitrem-B (0,24 y 1,49 mg/kg de MS) y de ergovalina, (0,16 y 1,28 mg/kg MS),
durante el mes de febrero.

La suplementacion con concentrado aumento la produccion de leche en vacas que
consumen ballicas con N. lolii.

La produccion de grasa lactea se afectd al suplementar con concentrado, no fue asi
cuando se suplement6 con ensilaje.

No se observé signologia clinica del “temblor de las ballicas” durante el verano 2002,
en pastoreo rotativo y con residuos de 6 a 7 cm (medido con plato).

Los valores de las enzimas séricas AST y GGT se movieron en los rangos de
normalidad. Sin embargo los valores de CK en todos los tratamientos presentaron
promedios sobre el limite de referencia, pero en el rango permitido en animales post-
ejercicio.

Es necesario profundizar en el estudio de los factores que determinan la
presentacion de la intoxicacion por lolitrem B y/o por ergovalina.
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5.4 Vacas lecheras alimentadas con ensilaje de ballicas con endéfito

Esta investigacion se realiz6 entre mayo y diciembre del 2001, con el objetivo de
determinar el efecto del consumo de ensilaje de pradera de ballica perenne con
endofito (N.lolii) y su efecto tremorgénico en vacas. Ademas evaluar el efecto en la
produccion y composicion de leche, el cambio de peso vivo, condicion corporal, la
actividad sérica de algunas enzimas y el nivel de consumo del ensilaje.

Se ensilaron praderas de ballicas Yatsyn-1 (con y sin endéfito), en mezcla con trébol
blanco.

Se utilizaron 30 vacas en lactancia Frisdbn Negro, asignadas aleatoriamente segun su
produccién, nimero de partos y dias en leche, a los siguientes tres tratamientos: T;.
Ensilaje de corte temprano sin enddfito. T,. Ensilaje de corte temprano con enddfito.
Ts. Ensilaje de corte tardio con enddfito. El estado fenoldgico de las ballicas del corte
temprano fue a inicio de espigay el tardio con espiga completa, en floracion.

Los animales fueron estabulados por 15 semanas y alimentados dos veces al dia
segun tratamiento. El ensilaje fue el 80% de la racion total, ademas de un nucleo
proteico, cebada y sales minerales; el rechazo promedio por grupo fue pesado 4
veces a la semana.

Se registro el peso vivo y condicion corporal cada 14 dias, produccion y composicion
de leche 2 dias seguidos por semana mafana y tarde frecuencia respiratoria y
examen visual de los animales, semanalmente. Se tomaron muestras de sangre los
dias 1, 45y 90. Se utilizaron bloques al azar de medidas repetidas con covarianza.

Presentacion del “temblor de las ballicas”

Durante el desarrollo del ensayo no se presenté sintomatologia de la intoxicacion por
micotoxinas tremorgénicas. Los animales permanecieron en estabulacion completa y
cerca de la sala de ordefia, por lo que no fueron sometidos a arreos. Los analisis de
toxinas de muestras de ensilaje no mostraron elevadas concentraciones de lolitrem
B, Cuadro 5.5 .

Cuadro 5.5 Determinacion de lolitrem-B en muestras de ensilajes de ballica
perenne con tré bol blanco.
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Fecha Tratamiento Muestra Lolitrem -B
(mg/kg MS)
T1 Ensilaje s/E (L) ND
27/06/01 T2 Ensilaje c/E ler corte(L) ND
T3 Ensilaje c/E 2do corte(L) 0.15
T1 Ensilaje s/E (L) ND
18/07/01 T2 Ensilaje c/E ler corte(L) Trazas
T3 Ensilaje c/E 2do corte(L) 0.13
T1 Ensilaje s/E (L) ND
22/08/01 T2 Ensilaje c/E ler corte(L) ND
T3 Ensilaje c/E 2do corte(L) Trazas
T1 Ensilaje s/E (L) c/barreno ND
22/09/01 T2 Ensilaje c/E ler corte(L) c/b* ND
T3 Ensilaje ¢/E 2do corte(L) c/b* Trazas
T1 Ensilaje s/E c/b seca a 60°C ND
22/08/01 T2 Ensilaje c/E ler corte c/b -s 60°C ND
T3 Ensilaje ¢/E 2do corte c/b -s 60°C 0.10
Muestra en fresco
27/11/00 Hijuela 2 1/3 sup. alt.1m (L) 041
27/11/01 Hijuela 2 1/3 sup. alt.1m -s 60°C 0.33

T : tratamiento / S/E : Sin Enddfito / C/E : Con Endofito / C/b : muestra tomada con
barreno / L : Liofilizada / S : seca a 60°C / ND : No Detectado / * hijuela 2 1/3 superior
mg/kg ms: miligramos de lolitrem-B por kilo de muestra seca. Limite de cuantificacion
(LC): 0.1 ppm

Las muestras de ensilaje fueron tomadas en la medida que avanzo6 el periodo
experimental. Los valores fueron bajos y solo se observaron en el tratamiento 3 con
ballicas cosechadas en espiga. La muestra fresca tomada en la fecha de corte y del
tercio superior arroja una concentracion 3 a 4 veces mayor de lolitrem-B. Esto
permite suponer el efecto de dilucién existente y/o que el tdéxico sufre cambios con
las fermentaciones, 6 escurre por los efluentes del ensilaje.

Fletcher et al., (1999), han demostrado la presencia de dos toxinas en el ensilaje, la
ergovalina y el lolitrem-B, pero su estabilidad en el ensilaje, y la toxicidad en los
animales no ha sido demostrada.
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La frecuencia respiratoria fue estadisticamente diferente (P <0,05), siendo el
tratamiento T, menor a los tratamientos T, y T, que resultaron con valores similares,
Cuadro 5.6.

Sin embargo estos se encuentran dentro de los rangos de referencia para la especie
bovina (Radostis et al.,1994).

Cuadro 5.6 Promedios de frecuencia respiratoriade tres grupos de
vacas, alimentadas con ensilaje de pradera de ballica en dos
estados fenoldgicos, con y sin
hongo enddfito.

Tratamientos
Frecuencia Respiratoria T1 T2 T3
(ciclos/min.) Sin hongo corte| Con hongo corte Con hongo corte
temprano temprano tardio
Promedio 213 a 226Db 224D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

No se observé diferencias significativas, (P>0,05) en la actividad sérica de las
enzimas AST, GGT y CK. En la literatura consultada no se han reportado casos, de
niveles séricos elevados en animales que consumen ensilaje de ballica con enddfito.
Tampoco se presentaron diferencias significativas (P>0,05) en el peso vivo y
condicion corporal de los animales que consumieron ensilajes de ballicas con hongo
enddfito.

Produccidén y composicion lactea.
Produccion de leche

El efecto de la alimentacién de ensilaje de ballica con y sin hongo enddfito sobre la
produccion lactea promedio por semana para los tres tratamientos se presenta en la
Figura 5.11, y para el periodo total en el Cuadro 5.7.

Cuadro 5.7  Produccion lactea total (litros) del ensayo, produccion promedio de
leche semanal, desviacion estandar y porcentajes de la produccion
promedio de leche, de tres grupos de vacas, alimentadas con
ensilaje de pradera de ballica en dos estados fenoldgicos con y sin
hongo enddfito.

Tratamientos

Leche T1 T2 T3
Sin hongo corte Con hongo corte Con hongo corte
temprano temprano tardio
Produccion total (Litros) 15.960 16.433 13.755
Promedio/vaca/litros 15,20 a (¥2,72) 15,65 a (x2,43) 13,10 b ¢2,90)
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Porcentaje (%) 97,12

100,0

83,70

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05).

() _Cifras desviacién estandar

22

20

18

16

14

Leche (L)
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Figura5.11 Evolucion de la produccion promedio de leche de tres

grupos de vacas, alimentadas

con ensilaje de

de ballica en

fenologicos, con y sin hongo enddfito.

estados

Las diferencias para la produccion de leche resulto significativa (P<0,05). En la
figura 5.11, observamos que las curvas de produccion difieren levemente, entre los

tratamientos T, y T,, presentando la menor produccion el tratamiento Ts.

En el Cuadro 5.7, se observan los promedios de produccion diaria de leche que
fueron 15,20, 15,65y 13,10 L, para los tratamientos Ty, T, y T3, respectivamente. La
diferencia entre los tratamientos resultd significativa (P<0,05), siendo T3 diferente a
T, y T,. Este ultimo fue el que alcanz6 la mayor produccién promedio de leche
(100%), teniendo los tratamientos y una menor produccion, siendo 2,9% vy 16,3%

respectivamente, respecto a T».
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La menor produccién de las vacas del tratamiento 3, se debe principalmente al
menor consumo de ensilaje (ver Cuadro 5.9), debido a su menor contenido de
energia y mayor fibra; probablemente en menor medida por los toxicos, debido a la
baja concentracion de lolitrem-B, encontrado en las muestras (ver Cuadro 5.5)

Estos resultados son comparables con trabajos realizados en alimentacion de vacas
lecheras con una dieta basada principalmente en ensilaje de pradera, en los que se
han tenido resultados similares. En Francia, Dulphy et al.,(1981), concluyen, que si
los ensilajes de pradera se realizan, en un estado de corte temprano, con una
digestibilidad de la materia organica superior a 70%, sustentan producciones
diarias desde 10 a 17 kg. de leche Castle y Watson (1976), sefialan que ensilajes de
pradera de alta digestibilidad y ofrecidos como Unico alimento a vacas en lactancia
media, sostienen una produccion promedio de 14,6 kg de leche.

Composicion lactea

Los resultados de la composicion de leche y recuento de células somaticas (RCS),
de las vacas del ensayo, se observan en el Cuadro 5.8.

Cuadro 5.8 Composicion de la leche y RCS, de tres grupos de vacas con
estabulacién invernal, alimentadas con ensilaje de pradera de ballica
en dos estados fenoldgicos con y sin hongo endofito.

Tratamientos
Componentes lacteos T1 T2 T3
Sin hongo corte | Con hongo corte Con hongo corte
temprano temprano tardio

Materia grasa (%) 3,65 £ 0,52 355+ 0,38 3,36 £ 0,42
Proteina (%) 290+ 0,21 2,89 +0,20 2,80 £0,19
Lactosa (%) 5,08+ 0,15 a 5,08 £0,15 a 4,88+0,24 b
Sélidos totales (%) 12,81+ 0,81 12,74+ 0,66 12,20 + 0,79
Solidos no grasos (%) 8,83+ 0,29 a 8,83 +0,26 a 853+0,36 b
Urea (mg/L) 330+ 80 340+ 90 390 + 110
RCS (x 1000) 225 + 322 105 + 268 177 +£188

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Dentro de los componentes de la leche que presentaron diferencias
significativas,(P= 0,05) fueron los solidos no grasos y la lactosa. Probablemente la
falta de energia en la dieta del tratamiento T3, determiné la menor sintesis de lactosa.

Los tratamientos T, y T, presentaron valores promedios similares con un porcentaje
de 8,83% de sdlidos no grasos en la leche, cada uno. En cambio el tratamiento T;
difiere de los dos anteriores, con un valor promedio, de 8,53%.
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La lactosa en la leche presento diferencias significativas (P=0,05). Los tratamientos
T, y T, presentaron igual promedio (5,08%), siendo mayor al tratamiento T3, (4,88 %
de lactosa).

Peso vivo y condicidn corporal.

El promedio de peso vivo de los animales durante el periodo experimental, fueron
de: 507(T,); 483(T,) y 489(T3)kg. Las diferencias entre los tratamientos no fueron
significativas (P>0,05).

En cuanto al efecto del hongo endéfito en animales que consumen praderas de
ballicas con enddfito, no se conoce si el efecto dominante de éste en el cambio del
peso vivo se debe a un efecto directo de las toxinas en el animal o es un efecto
secundario en la reduccion del consumo por baja palatabilidad o por una reduccion
del apetito debido a efectos neuroquimicos (Fletcher, 1993). Tampoco se ha medido
el consumo de forraje conservado de praderas de ballicas con y sin enddfito, que
permitan determinar efectos en el cambio del peso vivo de los animales.

La condicién corporal promedio de los animales, durante el periodo experimental,
fueron de 2,43(T,), 2,38(T,) y 2,36(T3) puntos; diferencias no significativas (P>0,05).
No se ha encontrado informacion sobre consumo de ensilaje de ballicas con enddfito
como base de la dieta alimenticia y su efecto sobre la ganancia de peso.

Consumo de alimentos

El consumo de las raciones en base fresco, realizadas por los animales segun los
tratamientos tuvieron como promedio: 67,58, 67,18 y 53,96 kg. de ensilaje por vaca,
para los tratamientos Ty, T, y Tz, respectivamente. Los resultados del consumo de
los animales al andlisis estadistico fueron significativos (P£0,05) en donde el
tratamiento T3 tuvo un 20,6% menos de consumo en relacion a los tratamientos T; y
T, que fueron similares (P >0,05).

Cuadro 5.9 Racion ofrecida y consumida de materia seca a tres grupos de vacas
con estabulacién invernal, alimentadas con ensilaje de pradera de
ballica, en dos estados fenoldgicos, con y sin hongo enddfito.

Tratamientos
Item. T1 T2 T3
Sin hongo corte Con hongo Con hongo
temprano corte temprano corte tardio
Ensilaje T.C.O.(kg) * 71,2 71,6 58,3
Concentrado ofrecido (kg) 3,4 3,5 3,4
Total ofrecido (kg) 74,65 75,15 61,75
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Total Consumido (kg) 67,6 £5,17a* 67,2 £ 3,98a 54,0 £4,31b
Consumo Relativo (%) entre 100,0 99,4 79,3
tratamientos del total consumido
* Letras distintas en filas indican diferencias significativas (P<0,05).

1 T.C.O.: alimento tal como ofrecido

El rechazo promedio fue de 8,7; 9,0 y 9,8% del forraje ofrecido lo que revela que el
forraje fue administrado ad-Libitum. El consumo de materia seca promedio fue de
14,4; 14,2 y 13,5 kg MS/animal/dia, para los tratamientos T1, T2 y T3,
respectivamente (P>0,05).

El menor consumo de materia seca de ensilaje de las vacas en el tratamiento 3, se
debe al menor contenido de energia por el estado fenoldgico de las plantas a la
cosecha. El mayor contenido de paredes celulares disminuye la velocidad de
digestion y por ende aumenta el tiempo de retencion en el rumen, limitandose el
consumo de nuevo alimento.

Conclusiones

La alimentacion de vacas lecheras con ensilajes de corte temprano de ballicas con
hongo endofito (N.lolii), no provocd la presentacion clinica del sindrome
tremorgénico, debido fundamentalmente al bajo contenido de lolitrem-B que los
ensilajes.

La actividad sérica de las enzimas CK, GGT y AST, de los animales que
consumieron ensilajes de ballicas con enddfitos, estuvieron dentro de los rangos de
referencia.

La produccién y composicion de la leche y el consumo del alimento en el grupo con
ensilaje cosechado tardiamente se afecto por la menor calidad nutritiva de éste.

El peso vivo y la condicién corporal no se afectd por el consumo de los ensilajes de
ballica con enddfito.

Respecto a este tema existen interrogantes y sobre el camino de las toxinas durante
el proceso de ensilado y fundamentalmente en los ensilajes de segundo corte
(periodo estival), en donde debiera aumentar el contenido de téxicos.

5.5 Consumo permanente de ballicas con endéfito en hembras de
reemplazo

Este estudio se desarroll6 para evaluar el efecto del consumo permanente de
ballicas con y sin enddfito N. lolii asociadas con trébol blanco sobre la produccion y
salud animal. Al respecto la literatura revisada no entrega detalles del efecto en
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salud bovina del consumo permanente de ballicas infestadas con el hongo enddfito,
solo se reportan ensayos de corta duracién. El objetivo fue cuantificar
productivamente el efecto del consumo permanente de ballicas con endéfitos en
salud y produccién animal.

El ensayo consistio en un seguimiento comparativo durante 30 meses, de hembras
bovinas desde 6 meses de edad y aproximadamente hasta los 6 meses de su
primera lactancia, consumiendo forrajes en pastoreo y conservados como ensilajes,
provenientes de praderas de ballicas con y sin enddfito N. lolii. El resto del manejo
en ambos grupos correspondié al rutinario usado en el Centro Lechero INIA-
Remehue.

El ensayo tuvo dos tratamientos: alimentacion (pastoreo y suplementacion) con
forrajes con enddfito (E+) y alimentacion sin endofito (E-), cada tratamiento tuvo 12
vaquillas. Durante el invierno los animales fueron suplementados con concentrados
para balancear la racion de ensilaje. Las terneras entraron con un peso de 173
kilogramos en ambos tratamientos. En la etapa pre-productiva de estas hembras la
variable en estudio fue ganancia de peso vivo, realizandose los pesajes cada 14
dias. Se llevaron a cabo observaciones diarias en potrero para detectar algun signo
de intoxicacion. Posteriormente estas vaquillas alcanzaron su edad reproductiva y
fueron encastadas artificialmente de acuerdo al manejo normal del predio Remehue.
Luego del parto, adicional control de peso vivo, se midieron variables de produccion
y composicion de leche. Hacia el final del periodo de observacién se tomaron
muestras de sangre para bioquimica clinica de las vaquillas en produccion; el objeto
de estos andlisis fue detectar afecciones de tipo neuromuscular de los animales
durante el estudio, evaluando los niveles plasmaticos de las enzimas séricas CK
ASTy GGT.

Las diferencias entre tratamientos fueron cuantificadas mediante analisis de
varianza. El disefio estadistico correspondié a blogues completos al azar con
medidas repetidas. Los datos fueron editados usando diferentes procedimientos del
paquete estadistico SAS (1993), el analisis de varianza fue hecho usando el
procedimiento PROC GLM de SAS.



Fotografia 5.2 Composicion de vistas de vaquillas virgenes, prefiadas y vacas
Lecheras del ensayo.

Peso Vivo y ganancia de peso
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Los promedios de peso inicial, peso final y ganancia diaria, con sus respectivos
errores estandares, en etapa pre-productiva de las hembras, se presentan en el

cuadro 5.10:

Cuadro 5.10 Peso vivo inicial, final y ganancia diaria de peso

Tratamiento Peso inicial Peso final Ganancia diaria
promedio (kg/dia)
E+ 175 + 29,84 482 + 54° 0,53 +0,05%
E- 172 + 29,62 483 + 46° 0,54 + 0,05%
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Letras diferentes a través de columnas indican diferencias estadisticamente significativas P>0,05).

La evolucion de peso vivo en el tiempo se presenta en la Figura 5.12.
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Figura5.12 Evolucion del peso vivo de las terneras-vaquillas durante la fase de
crecimiento.

Los pesos de las terneras (vaquillas) en el tratamiento con endéfito (E+) se
mantuvieron mas bajos durante gran parte del ensayo, pero hacia el final estos fueron
iguales, pero las diferencias no fueron significativas (P>0,05) por lo que se concluye
gue el consumo permanente de ballicas con enddfitos no afectd el peso vivo ni el
promedio de ganancia en las vaquillas.

Los promedios de peso vivo hasta 34 semanas, en el post-parto fueron 498 + 48 kg
y 495 + 47 kg, para E+ y E, respectivamente. Los promedios de peso no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P30,05). Esto permite
concluir, el consumo prolongado de ballicas con enddfito no tiene un efecto sobre el
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peso vivo de las vacas en su primera lactancia, bajo una norma de pastoreo
rotacional y con residuos de alrededor de 7 cm (Fotografia 5.3) y con suplementos
alimenticios para balance de racion.

Fotografia 5.3. Sector de pastoreo con vacas lecheras (residuo 6-7 cm)

Produccion de Leche

En este ensayo se registraron producciones de leche en las primeras 34 semanas
de la primera lactancia. Los resultados promedios y desviacién estandar de
produccién de leche se presentan en el cuadro 5.11

Cuadro 5.11 Promedios sin corregir y desviaciones estandares para produccién

de leche.

Tratamiento Promedio (L/vaca) Desviacién estandar
E+ 15,49° 2,89
E- 16,04% 3,73

(Letras iguales en columnas no indican diferencias estadisticamente significativas (P>0,05).

Como las vaquillas parieron en diferentes meses, se incluyé en el modelo estadistico
el efecto fijo de dias en lactancia. Las diferencias entre tratamientos no fueron
estadisticamente significativas (P> 0,05), concluyendo que el consumo de ballicas
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con enddfitos durante el periodo de crianza no tiene un efecto sobre la produccion de
leche en la primera lactancia.

Componentes de la leche, grasa, proteina, urea y recuento de células
somaticas

Los promedios sin corregir y desviaciones estandares de los distintos componentes
en leche se presentan en el Cuadro 5.12.

Cuadro 5.12 Componentes de la leche, grasa, proteina, urea y células somaticas.

Tratamiento
E+ E- P<0,05
Materia grasa (%) 3,42+ 0,73 3,55+ 0,98 N.S.*
Proteina (%) 3,04+ 0,36 3,18 +0,44 N.S.
Urea (mg/L) 375,6 + 81 362,572 N.S.
RCS? (cal/ml) 11,8+ 1,04 12,23 +1,56 N.S.

1 N.S. : No Significativo
2 RCS : Recuento de células somaticas

Los resultados de urea se encuentran dentro de los rangos normales que revela que
los animales recibian dietas balanceadas nutricionalmente (energia-proteina)

Aungue la concentracién de materia grasa en la leche producida por vacas de primer
parto que consumieron ballicas con enddfitos fue menor que la concentracion de
grasa en leche de aquellas alimentadas con ballicas sin enddfito. El analisis
estadistico indic6 que la probabilidad que esta diferencia fuera producto del azar y
no del tratamiento es mayor a un 5 %.

Al igual que en el caso de porcentaje de grasa, la proteina de la leche no se vio
afectada significativamente por el consumo permanente de ballicas con endéfitos.

El recuento de células somaticas promedio fue de 176.000 (E+) y 374.000 (E-).
Como esta variable no sigue una distribucion normal, ésta debe ser transformada
para ser analizada con analisis de varianza que asume una distribucion normal. La
formula para transformar el recuento de células somaticas fue:

Variable Transformada = log(variable original+10)
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Los promedios de recuento de células sométicas transformado en una escala
logaritmica se presentan en el Cuadro 5.12.

De acuerdo al analisis de varianza, las diferencias observadas entre tratamientos,
para recuento de células sométicas, no fueron estadisticamente significativas
(P>0,05) en las primeras 34 semanas de lactancia. Similares resultados fueron
observados en los experimentos ya informados en este documento (puntos 5.2.1y
5.3) asi como lo sefialado por Auldist y Thom, (2000).

Anadlisis de Enzimas

Se analizaron 7 muestras del tratamiento con enddfito (E+) y 5 muestras del
tratamiento sin enddfito E-. Las enzimas estudiadas fueron AST, GGT y CK. Debido
al bajo nimero de muestras que se entrega en este boletin solo se presenta
informacién estadistica descriptiva de las 3 enzimas estudiadas. (Cuadro 5.13).

Cuadro 5.13 Valores promedios, minimos y maximos y desviaciones estandares
para las enzimas AST, GGT y CK

AST (U/L) GGT (U/L) CK (U/L)

E+ Promedio 112,28 41,00 243,28
Desv. estandar 21,12 36,96 73,57

Valor Minimo 86,00 16,00 162,00

Valor Maximo 150,00 123,00 378,00

E- Promedio 135,20 21,40 189,00
Desv. estandar 26,56 139,70 28.95

Valor Minimo 115,00 28,00 150,00

Valor Maximo 180,00 360,00 229,00

Debido al bajo nimero de observaciones y a la alta variabilidad del contenido de
enzimas en la sangre no se considera pertinente usar estos datos en un analisis de
varianza como el descrito anteriormente para las otras variables.

Conclusién

La exposicion prolongada a ballicas con enddfito en pastoreo dejando un residuo de
6-7 cm. como suplemento de ensilaje, no tiene efecto sobre la ganancia de peso de
hembras de reemplazo ni afecta su produccién de leche al menos en las 34 primeras
semanas de la primera lactancia.
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Capitulo 6

EFECTOS ECONOMICOS EN LA PERSISTENCIA DE LA PREDERAS DEL
COMPLEJO GORGOJO DE LA BALLICAS/HONGO ENDOFITO

Rodrigo Bravo H.

6.1 Introduccidén

En los sistemas de produccion animal, los costos de produccion estan
determinados de manera significativa por la alimentacion del ganado. Este item va
a determinar en gran medida la viabilidad econdmica de un sistema de produccién
animal, el que a su vez, esta limitado por la eficiencia de la transformacion de
alimento en producto animal leche y/o carne.

En las regiones Novena y Décima, la manera mas eficiente de alimentacion del
ganado es sobre la base de praderas de buen rendimiento, calidad y persistencia,
constituyendo casi el 28 % de los costos de produccion, siendo el item de mayor
importancia relativa en los costos de produccion de leche (Diaz et al, 1998;
Anrique et al., 1999).

Dentro de la produccion forrajera, el uso de ballicas se ha consolidado como una
alternativa de alta productividad que ha permitido que se vayan estructurando
sistemas de producciébn animal en base a forraje. Sin embargo, uno de los
problemas detectados en la produccion de forraje en los afios noventa a sido la
incidencia y el dafio provocado por ataque del gorgojo argentino (L. bonariensis),
con niveles distintos de ataque en varias especias gramineas, entre las que se
encuentran mayoritariamente ballicas anuales, bianuales y perennes (Cisternas y
Torres, 1997; Lanuza, 2001).

6.2 Dafos provocados por atagues del gorgojo argentino.

En Nueva Zelandia, el gorgojo argentino de las ballicas ha representado un
problema importante para la produccién animal. Prestidge et al.,(1991), sefialan
gue este insecto habria infectado alrededor de 7 millones de hectareas en dicho
pais y que el costo anual del dafio provocado seria sobre los MMNZ$78. Esta cifra
suma los dafios estimados por deterioro de la salud animal, pérdida de
productividad de las praderas y los costos de regeneraciéon de las mismas.

En Chile, los casos reportados por Cisternas y Torres (1997), constituyen una
preocupacion para el sector de produccion animal del sur de Chile; se sefiala que
existen zonas y productores que han sido afectados por atagues con un nivel
significativo de impacto en la economia predial.
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Estos autores sefialan que el gorgojo argentino causa sobre la pradera un dafio
que puede reducir su productividad y/o persistencia dependiendo del nivel de
ataque presentado. En relacion a la productividad anual, Cisternas (2001), reporta
pérdidas de 44% en produccion de materia seca en un periodo que va entre enero
y agosto, en una pradera de ballica bianual producto del dafio producido por el
insecto (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Efecto del gorgojo argentino sobre la pérdida de materia seca en
ballica bianual. (Fuente: Cisternas, 2001)

No obstante lo anterior, el dafio potencial mas importante que puede producir esta
plaga es sobre la persistencia de las praderas. En el caso de praderas recién
establecidas o en regeneraciones, las plantulas se pueden afectar de tal manera
que la superficie afectada es invadida por malezas perdiendo, su valor nutritivo y
por consiguiente pérdidas para productor. El dafio puede reducir en forma
significativa la persistencia de la ballica perenne, lo que puede ocurrir en el
transcurso de 2 a 3 aflos (Cisternas, 2001).

Dada la importancia en los costos de produccidén que tienen el uso de praderas de
alta productividad, la reduccién en su persistencia afectara en forma significativa la
competitividad de los sistemas de produccién animal. Segin Ponce (2001), en el
caso de productores ganaderos, que habiendo corregido los niveles de fertilidad
del suelo, la opcion de mejorar la productividad mediante la incorporaciéon de
ballicas como forraje de alto valor nutritivo, es una decision que busca reducir los
costos de produccion.

Por otra parte, la manera mas efectiva que se ha desarrollado para combatir los
efectos del gorgojo argentino es la utilizacion de ballicas infectadas con el hongo
Neotyphodium lolii. Esto, si bien puede traer efectos sobre la salud animal no
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reduce de manera significativa la productividad (Lanuza, 2001) y por otra parte,
aumenta significativamente la persistencia de la pradera cuyos costos de
establecimiento deben ser sustentados por la produccion animal asociada.

6.3 Persistencia de la pradera e implicancias en los costos de produccion.

En la produccién animal basada en praderas, la mayor persistencia de éstas
reduce en forma notable los costos de alimentacion del rebafio y en consecuencia,
el costo de produccion de leche y/o de carne.

Para analizar los efectos del posible dafio del gorgojo argentino en la produccién
de materia seca y su costo de produccién, se construyeron fichas técnicas de
establecimiento y mantencion de praderas de ballica perenne y bianual a partir del
trabajo realizado por Teubery Navarro (1997).

La estimacion del costo de establecimiento y mantencion de praderas de ballica
perenne y bianual se presentan en el Cuadro 6.1. En ambos casos, se supone una
situacién en que se ha corregido el nivel de fertilidad antes del establecimiento y
se atribuyen los costos directos de establecimiento y mantencién, prorrateandose
el costo de establecimiento por el nimero de afios de duracion de la pradera y sin
considerar el costo del capital.

Como se puede ver en el Cuadro 6.1, el costo de produccion de una pradera de
ballica bianual es mayor por razones del tiempo de duracion, es decir los costos
de establecimiento se reparten en menos afos en relacion a una pradera de
ballica perenne. Para los rendimientos sefialados en el mismo cuadro, el cosi de
produccion por kilogramo de materia seca son lo que debiera tener un agricultor
gue establece praderas de ballicas y realiza un uso eficiente de las mismas y que
alcanzan un valor de $23,1 para una pradera de ballica bianual utilizada en
pastoreo y ensilaje; y de unos $13,7/kg de materia seca para una pradera de
ballica perenne. No obstante lo anterior, los costos sefialados corresponden a
praderas que tienen una duracion normal.

Cuadro 6.1 Costo de produccion de materia seca para pradera de ballica anual y
bianual. $ de julio del 2003 .

Costos segun el tipo de pradera Pradera ballica Pradera ballica
bianual perenne
Costo Establecimiento 299.737 239.656
Costo Mantencion 220.044 113.070
Costo anual 369.913 137.036
Rendimiento pastoreo (kg MS/ha) 5.850 10.000
Rendimiento ensilaje (kg MS/ha) 4.000
Costo MS ($/kg) 23,1 13,7

Fuente: (Teubery Navarro, 1997)

De lo anterior, surge la importancia de evitar el ataque del gorgojo argentino, pues
el costo mencionado podria verse incrementado rotablemente si la persistencia
de la pradera es afectada, ya que la inversion realizada en el establecimiento de
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una pradera tendra que ser absorbida en menos afos (Figura 6.2). Siguiendo el
ejemplo del Cuadro 6.1, para el caso del establecimiento de una pradera de ballica
perenne, la importancia que ésta tenga una larga vida 0til esta dada por que de
esta forma se reducen los costos de produccion de materia seca. Como se
observa en la Figura 6.2, al ir disminuyendo la vida util de la pradera el costo de
produccién por kilogramo de materia seca va aumentado en forma notable. Este
aumento no es lineal, es decir, con cada afio de disminucion de la vida util de la
pradera el costo no se incrementa de la misma manera.
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Figura 6.2. Estimacion del costo de produccion de materia seca segun los afios
de vida util de una pradera de ballica perenne.

En el Cuadro 6.2, se puede ver el ejemplo en forma numérica con el costo por
kilogramo de materia seca segun los afios de duracion de la pradera y la
diferencia en $/kg que significa disminuir en un afio la vida util de la pradera
perenne. Como se puede ver si la pradera se pierde, por ejemplo, en el afio 4el
costo de $17,3/kg y si se pierde al tercer afio es de $19,3/kg, de esta manera la
diferencia en el costo de materia seca entre los dos afos es de $2/kg, mientras
gue la diferencia entre una vida util de 9 y 10 afios es de 0,3%/kg con costos de
$14/kg y $13,7/kg, respectivamente, por lo cual el alargar la vida util de la pradera
permite ir reduciendo en forma significativa el costo de produccion del principal
alimento del ganado en los sistemas de produccion basados en recursos
pratenses.
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Cuadro 6.2 Costo por kilbgramo de materia seca segun los afios de duracién de
la praderay la diferencia en $/kg segun vida util.

Afios de vida util Costo de materia seca. | Diferencia en el costo segun

($/kg MS) vida util ($/kg MS)
2 23,3 4,0
3 19,3 2,0
4 17,3 12
5 16,1 0,8
6 15,3 0,6
7 14,7 04
8 14,3 0,3
9 14,0 0,3
10 13,7 -

Fuente: Elaboracién propia a partir del ejemplo del Cuadro 6.1.
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Capitulo 7

RECOMENDACIONES

Francisco Lanuza A.; Alfredo Torres B.; Ernesto Cisternas A.

En base al conocimiento actual del complejo Listronotus bonariensis,
Neotyphodium lolii, relacionado con la produccion de leche y carne bovina se
pueden establecer una serie de acciones y recomendaciones de manejo que
permiten anticiparse a la presentacion de los problemas.

Como el insecto es nativo y se encuentra en toda la region, su control natural es
bajo y circunscrito a areas menos intervenidas. Por lo tanto, cuando se inicie el
establecimiento de ballicas y el manejo posterior de la pradera con los animales se
debera considerar los siguientes puntos:

1. Sembrar en otofio

Las siembras en ésta época tendran un periodo de ataque menor en comparacion
a las siembras de primavera y por ende una menor tasa de ataque. Sin embargo
se debe cuidar el establecimiento de las plantas, si la plaga esta presente en el
potrero, ademas si la siembra es en cero labranza o regeneracion y el cultivo
anterior es una graminea. La presencia de la plaga en niveles superiores a 50
adultos/m? pueden causar porcentajes de ataque superiores al 20%.

2. Deteccion temprana de L. bonariensis

El insecto durante el invierno se encuentra en hibernacion e inicia su actividad
temprano en la primavera cuando las temperaturas en promedio son superiores a
10°C. Esto en la X2 Region es mas regular a partir de octubre.

Primaveras temperadas activaran tempranamente al insecto y primaveras frias
retrasaran su actividad. Iniciar los muestreos desde fines de septiembre. En
siembras de primavera revisar el follaje de las plantulas durante el periodo de
emergencia.

3. Control quimico

Solo después de detectar el insecto en niveles superiores a 50 adultos/m? o en la
eventualidad de presentar un historial de ataques en el predio. Recomendable es
un analisis desde el punto de vista econémico de la medida.

4. Usar ballicas con hongo endofito N. lolii

Existe en el mercado un gran numero de cultivares con hongos enddfito.
Chequear que su cosecha sea reciente 0 mayor a una temporada y haya sido
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almacenada con baja temperatura y humedad. Intentar obtener antecedentes de
niveles de infestacion por endofito en las semillas.

El enddfito, no solo protege a la planta del gorgojo, sino que también produce un
mayor rendimiento (10 a 12%), mejor comportamiento frente al déficit hidrico
estival, una persistencia mas prolongada y tolerancia a otras plagas y
enfermedades.

Cultivares antiguos, como Nui, presentan endofito en forma natural, en niveles
bajos y medios, siendo los cultivares de niveles mas altos, los procedentes de

Nueva Zelandia, llegados en estos ultimos afios al pais y a los cuales se les ha
introducido artificialmente el hongo.

En la elecciébn de un cultivar de ballica, no solo se debe considerar el nvel de
enddfito, sino que también otros factores como su rendimiento, tolerancia al
aluminio, precosidad, resistencia a la sequia, crecimiento invernal, vigor al
establecimiento y calidad bromatolégica, entre los mas importantes.

Existen cultivares sin enddfito, que toleran con éxito los ataques del gorgojo
argentino del tallo, por lo tanto hay otro factor no identificado que influye en la

tolerancia de algunos cultivares al ataque del L. bonariensis, esto se ha
denominado “factor quimico antialimentario”.

5. Ubicacién del hongo

La mayor cantidad de micelios, se encuentra en la vaina de las hojas de mayoria
de los macollos, tallos, inflorescencias y semillas. Cantidades muy pequefias del
hongo, viven en la lamina, raices y polen. Esto permite orientar su utilizacién con
los animales.

6. Presencia de toxinas

El hongo endofito produce una serie de toxinas, la peramina que ejerce un control
sobre varias plagas, entre las que esta el gorgojo de la ballica (L. bonariensis). Sin
embargo, el lolitrem B y la ergovalina pueden provocar intoxicacion en mamiferos,
dentro de los cuales estan los ovinos, bovinos y equipos, pudiendo disminuir su
produccion.

7. Establecimiento de mezclas forrajeras

No es recomendable establecer praderas con ballicas en mezclas de cultivares

con y sin endofito, pues frente a un ataque de la plaga, se reducira fuertemente la
poblacion de las ballicas sin endofito y con ello la productividad de la pradera.

Incorporar las semillas en suelos con niveles adecuados de fertilidad para
aumentar la capacidad de recuperacion de la pradera frente a un ataque de la

plaga.
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Es conveniente asociar alguna leguminosa como trébol blanco de acompafante
para diluir el efecto de las toxinas.

8. Ubicacién de las toxinas

Los compuestos téxicos, se concertran mayoritariamente en la base de las hojas
y semillas y muy poco en las laminas y las raices. A través del afio, las mayores
concentraciones de toxinas se encuentran en el verano y otofio y disminuyen
considerablemente en invierno y primavera, dependen directamente de la
temperatura ambiental y del suelo. Ademas, en otofio, la pradera puede tener una
gran cantidad de material senescente, fraccion que se caracteriza por poseer altos
niveles acumulados de las toxinas, principalmente lolitrem B y ergovalina. Lo
anterior permite prevenir la ingesta de toxinas a través de manejo de la utilizaciéon
en las distintas épocas.

9. Andlisis de toxinas

Para el analisis de toxinas, el procedimiento de toma de muestras comienza con el
corte de la planta a ras de suelo o a una altura que dependera del objetivo del
analisis, se coloca de inmediato en una bolsa de plastico negro u otro envase que
impida la exposicion a la luz, se transporta de inmediato y con la menor
temperatura posible a un laboratorio para proceder a su liofilizacion (secado en
frio) o si no es posible congelar la muestra a 20°C para su envio al Laboratorio
Central de INIA -La Platina en Santiago.

En relacion a los animales es necesario sefialar que en un predio, no existen
pruebas de la presencia del gorgojo, el uso de ballicas con el hongo endoéfito debe
ser cuidadosamente analizado, ya que si no se maneja bien este tipo de praderas,
las toxinas producidas por el endéfito, pueden provocar problemas de salud en los
animales, con variables disminuciones de produccion, de acuerdo a la gravedad
de la intoxicacion.

10. Manejo de pastoreo de ballicas con endofito

Un adecuado manejo debe evitar la utilizacion de la pradera cuando las ballicas se
encuentren en etapa reproductiva (espiga emergida). Cuando la pradera se
encafie, sobre todo en los manchones no pastoreadas, debe hacerse un corte de
limpieza mecénica.

No llevar a cabo un pastoreo intenso de la pradera (residuo menor a 5 6 6 cm)
para no consumir las partes bajas de las plantas, lugar donde se concentran los

mayores niveles de enddfito y de toxinas. Esto es particularmente necesario
durante el periodo estival y en el otofio, sobre todo cuando hay residuos de

material senescentes del verano.
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11. Periodos de presentaciéon de “temblor de las ballicas”.

En los periodos de mayor frecuencia de presentacion del cuadro temblor de las
ballicas (verano-otofio), se puede contemplar alguna suplementacion alimenticia,
estratégica para disminuir el riesgo de intoxicacion al diluir las toxinas con
alimentos que no mntienen endofito (forrajes frescos como soiling o pastoreo,
conservados como ensilajes y/o heno, y concentrados)

Los animales deben contar con agua en forma permanente.

12. Manejo animal

El movimiento de los animales debe hacerse lento y con cuidado de no someterlos
a estrés como arreos con perros y a gritos. Esto es de mayor importancia en las
vacas lecheras que transitan a la sala de ordefia dos veces al dia y en ocasiones
existe una gran distancia a las praderas.

13. Animales afectadas con la intoxicacién

Si se llega a presentar el cuadro temblor de las ballicas en los animales, debe
cambiarse a otras praderas con forrajeras sin endofito (ballicas anuales o de
leguminosas (alfalfa-trébol rosado). Si el animal cae y permanece echado, debe
dejarsele tranquilo y ofrecérsele agua y otros alimentos sin hongo hasta que se
recupere.

En lo posible se debe registrar a los animales que presentaron sintomas, para que
en futuros episodios puedan ellos servir para una deteccion precoz y asi anticipar
la presentacién de problemas. Regularmente hay animales muy sensibles o
susceptibles a la intoxicacién, en cambio otros son muy tolerantes.
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Capitulo 8
COMPENDIO Y DESAFIOS FUTUROS

Francisco Lanuza A.; Alfredo Torres B.; Ernesto Cisternas A.

8.1 Compendio

El complejo Listronotus bonariensis — Neotyphodium lolii, en relacion a la
producciéon animal de leche y carne es un tema técnico econdmico que en Chile se
ha abordado desde inicios de los noventa. Inicialmente no se dimensiono
adecuadamente el problema del ataque de la plaga del insecto (L. bonariensis) a
las praderas en la Zona sur, hasta que hubo un reconocimiento explicito de que el
fracaso del establecimiento de ballicas se debia al aumento real de la poblacion
del insecto que atacaba en su estado adulto y de larva a las plantas de ballica.
Esto fue avalado por estudios de Cisternas y Torres (1997), que respondiendo al
llamado de algunos productores de la X Region, identificaron el problema.

Otros estudios en la novena Regién (Aguilera y Marin, 1994), reportaron
resultados de ensayos que revelaron dafios en tallos de las ballicas, pero se
seflalé que la incidencia del gorgojo era inferior alos niveles que ocurren en
Nueva Zelandia pais en el cual este insecto es exético. Se establecié una
estrategia institucional para enfrentar esta amenaza de la praderas del Sur, (X y IX
Regiones), que constituyen el pilar fundamental de la fortaleza competitiva de los
rubros de leche y carne bovina.

Al mismo tiempo, este problema estaba afectando también a las praderas de
N.Zelandia, desde hace varias décadas, manifestandose en la presentacion de un
cuadro tremorgénico en los animales mamiferos (bovinos, ovinos, ciervos,
equinos) que consumian ballicas que contenian el hongo endéfito (Neotyphodium
lolii). En ese pais los enddfitos estaban presentes en el 70% de los macollos de
las ballicas en la Isla Sur y en el 99% en la parte alta de la Isla Norte. Este hongo
tiene una relacion simbidtica de tipo mutualista que beneficia a la planta porque
repele del ataque del insecto (L. bonariensis), pero que ademas, perjudica bajo
ciertas circunstancias a los animales que la consumen por contener unos
compuestos toxicos que solo fueron identificados recién el afio 1981 por
Gallagher, et al. Estos fueron el lolitrem B y la ergovalina. El primero es el
principal responsable del cuadro téxico “temblor de las ballicas” (“Ryegrass
staggers”) y el segundo es responsable del cuadro denominado stress por calor.
Luego de reconocido e identificado el problema en Nueva Zelandia, hubo un
sostenido plan de investigacién para contribuir a solucionar el problema de la
plaga, incorporando el hongo enddfito a las semillas de ballicas y al mismo tiempo
desarrollando estrategias de uso de estos para minimizar los efectos negativos en
los animales que la consumian.
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Aspectos relacionados con el endéfito y la produccion ovina fueron los mas
estudiados (Fletcher, et al., 1981; Fletcher 1983; Fletcher y Barrel, 1984, Fletcher,
et al., 1991). Mucho menos abordados fueron los problemas con otras especies.
Durante el primer quinquenio de los noventa se reportaron escasos trabajos en
bovinos de carne (Cosgrove et al., 1996) ; y en bovinos de leche (Valentine et al.,
1993; Thomet al., 1994 ; Butendieck et al., 1994 ; McCallum y Thomson, 1994).

En consideracion a que la gran mayoria de las semillas de ballicas provenian de
Nueva Zelandia y en su gran mayoria contenian el endodfito, la empresa
distribuidora de semillas ECSA Ltda. de Osorno, se adjudicé un Proyecto FONTEC
de Innovacion Tecnoldgica para respaldar con informacion nacional el uso de
estas nuevas tecnologias.

La ejecucion de este proyecto fue realizado por INIA -Remehue, que disefié una
serie de ensayos en relacion a los tres componentes principales de este complejo,
el insecto L. bonariensis, el enddéfito N. lolii de las ballicas, y la utilizacion de estas
ballicas en asociacion con trébol blanco para la produccién de leche y carne
bovina.

En el Llano Central de la X® Region, se realiz6 un ensayo para estudiar el
comportamiento de la ballica perenne Yatsyn 1 con y sin enddfito, y con y sin control
quimico de L. bonariensis. Se observo que el rendimiento de forraje puro, fue
significativamente superior en la ballica Yatsyn 1 con endéfito (E+), en
comparacion con la ballica Yatsyn 1 sin enddfito (E-). El factor insecticida presentd
un mayor rendimiento estadisticamente significativo para la ballica Yatsyn 1 con
aplicacién de insecticida (I+), en comparaciéon a la ballica Yatsyn 1 que no fue
aplicada con insecticida (I-).

Se determind que el periodo de mayor actividad de L. bonariensis se encuentra
entre las semanas 39y 19, es decir fines de septiembre y primeras semanas de
mayo.

A través de las muestras de poblacion y grado de ataque de L. bonariensis,
durante la época de mayor incidencia (verano) se ha determinado una clara
relacion de poblacion y ataque versus presencia o ausencia de enddfito,
regularmente la de ballica Yatsyn E(+) presenta los niveles mas bajos de
poblacion y nivel de ataque de ejes.

De los resultados expuestos se desprende que el rendimiento de forraje puro fue
significativamente superior en la ballica Yatsyn 1 con enddfito (E+), en
comparacion con la ballica Yatsyn 1 sin enddfito (E-). Al analizar el factor
insecticida, también se aprecia un mayor rendimiento, estadisticamente
significativo, para la ballica Yatsyn 1 con aplicacion de insecticida, en comparacién
con la ballica donde no se aplicé.

A través del analisis de los datos se pudo determinar la existencia de interaccion
negativa, la aplicacion de insecticida anula el efecto del endoéfito, en comparacion
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cuando no existe el factor insecticida, observandose claramente la accion del
endofito sobre la poblacién deL. bonariensis.

Los ensayos con animales se llevaron a cabo en el periodo en donde se
manifiestan con mayor frecuencia los efectos de los endéfitos (verano y parte del
otofio).

Respecto de los ensayos en produccion de carne, se utilizaron hembras de
reemplazo evaluandose el efecto del consumo de praderas con y sin enddfito, en
mezcla con trébol blanco, sobre la ganancia de peso. No se observaron
diferencias por el efecto endofito en los animales ni se presentd el sindrome
“temblor de las ballicas”, pero si hubo una mayor carga animal en el sector de las
ballicas con enddfito (Lanuzaet al., 1998).

En produccion de leche se evalud en 2 temporadas el efecto del consumo de
ballicas con enddfito sobre la produccién de leche y la salud de vacas lecheras
con parto de primavera.

En la primera temporada se observd una mayor produccion de leche de 7,5% en
las vacas que consumieron ballicas sin endofito. Sin embargo la produccion por
superficie fue similar porque el sector de ballicas con endofito soportdé una mayor
carga animal. Durante esta primera temporada se presentd el sindrome “temblor
de las ballicas”, en dos ocasiones en algunos animales debido a que hubo un
pastoreo profundo en una de las parcelas. En general el residuo post-pastoreo
que se utilizo fue de 7 6 8 cm medido con plato (Lanuza et al., 1999). Durante la
segunda temporada, la pradera se afectd por una intensa sequia, que obligé a
reducir la carga animal y ademas hubo que realizar una alimentacion
suplementaria que enmarcO un posible efecto de los téxicos enddfito; las vacas
produjeron similar cantidad y composicién de leche (Lanuzaet al., 2000).

Frente a muchas interrogantes del complejo Listronotus bonariensis-
Neotyphodium lolii en produccién animal, se formulé este Proyecto con el apoyo
institucional y el de muchas organizaciones de productores, empresas lacteas y
distribuidoras de insumos agropecuarios.

Bajo condiciones de la X Region el gorgojo argentino de las ballicas L. bonariensis
presenta dos generaciones al afio. La primera se desarrolla en primavera —verano
(agosto a diciembre) y la segunda en verano—otofio (diciembre—marzo),
permaneciendo los adultos de ésta generacion en estado de diapausa invernal.

La accion de los enemigos naturales sobre la plaga principalmente parasitoides
determinada en distintos predios y localidades de la region fue baja a nula en
muchos de ellos, detectandose s6lo dos agentes de control natural promisorios.
Un parasitoide de huevos Patasson atomarius (0 a 3%) y un hongo
entomopatdégeno Beauveria bassiana atacando adultos y pupas (0 a 15 %).

No se encontr6 el parasitoide de adultos aunque se conoce la existencia de éste
en la IV y VIl Regiones.
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Se clasificé los cultivares evaluados segun su susceptibilidad a la plaga en tres
areas de la Region (Los Lagos, Osorno (Remehue) y Puerto Varas (Nueva
Braunau). Los cultivares de las especies de rotacion y las perennes sin enddfito
fueron los mas susceptibles al insecto. La susceptibilidad promedio de las tres
localidades de todas los cultivares perennes con endéfito fue moderada (25 a 49
% de ataque). Lo regular es que a mayor poblacién de la plaga mayor nivel de
dafo en las ballicas y a mayor nivel de enddéfitos menor poblaciéon de la plaga. En
Nueva Braunau casi todos los cultivares fueron mas susceptibles al ataque de la
plaga. Los cultivares de rotacidbn corta mostraron una alta y muy alta
susceptibilidad a la plaga en todas las localidades, solo dos cultivares fueron
moderadamente susceptibles Maverik y Flanker.

Poblaciones iguales y superiores a 125 gorgojos/m? son capaces de dafiar
fuertemente el establecimiento de una pradera de ballicas de rotacion y perennes
sin enddfito. En 15 dias poblaciones cercanas a 50 gorgojos/m? pueden causar
ataques al 20 % de los macollos, dependiendo de los cultivares.

Asi mismo se pudo establecer a través de un muestreo en 12 localidades que el
inicio del ataque de la plaga ocurri6 el afio 2001 / 2002 entre fines de septiembre y
principios de octubre. Ademés, ha quedado de manifiesto que la plaga vuela
desde mediados de octubre a principios de enero y luego en marzo.

La deteccion precoz del insecto esta relacionada con las técnicas de muestreo y
su relacion a factores climaticos determinandose que el término de la diapausa
invernal ocurre cuando las temperaturas son en promedio cercanas a 10 °C, las
gue son regulares desde septiembre. Se confirma que la temperatura umbral
inferior seria 10 °C. Los Grados Dia necesarios para el desarrollo del ciclo del
insecto serian entre 422 y 486 GD. El plan de manejo de la plaga considera entre
sus medidas preventivas el reconocimiento real del insecto y oportuna deteccion a
través de muestreos y el conocimiento de factores claves. El plan preventivo
contempla el uso de ballicas con enddfitos, siembras en otofio, deteccidon
temprana del insecto y control quimico. Se estableci6 ademas la eficacia del
control quimico en cobertera y en aplicaciones a la semilla. Destacable es
reconocer la alta mortalidad y su efecto sobre la poblacion del gorgojo de hs
ballicas en aplicaciones de insecticidas contra la cuncunilla negra.

La mayoria de los cultivares de ballica evaluados presenta un buen rendimiento,
especialmente en la localidad de Los Lagos, (Valdivia) le sigue Nueva Braunau
(Llanquihue) y finalmente Remehue(Osorno), donde las diferencias son mayores.
Considerando el comportamiento en las tres localidades en ballica perenne,
destacan los cultivares Yatsyn 1, Nevis, Vedette, Kingston y Bronsyn. Los
cultivares de menor rendimiento fueron Samson, Embassy, Napoleon, Meridian y
Jumbo. En el caso de las ballicas de rotacion, destacan los cultivares Flanker,
Cruzader, Maverick y Doming, siendo el cultivar Sikem el de menor rendimiento.

El contenido de peramina se presenta en niveles mas elevados en otofio en Los
Lagos y Nueva Braunau, siendo también el verano importante en Remehue.
Primavera es la época de los niveles mas bajos. Al igual que con el lolitrem By
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ergovalina, la concentracion de todos los metabolitos que produce el hongo, se
incrementan en las estaciones de mayor temperatura ambiental y del suelo. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre con lolitrem B y ergovalina, la peramina no
se encuentra en el material senescente. Los cultivares con los niveles mas altos
de peramina en las tres localidades son Meridian, Samson, Bronsyn e Impact, le
sigue el cultivar Dobson. Finalmente los cultivares, Anita, Jumbo, Napoleén y
Kingston, no poseen peramina por no tener endofito.

Los contenidos de lolitrem B, se presentan significativamente mas altos en verano
en Los Lagos, siendo también otofio importante en Remehue y nueva Braunau.
Primavera es la época de los niveles mas bajo. Lo anterior, debido a que este
toxico se incrementa en las estaciones de mayor temperatura ambiental y del
suelo. Ademéas en otofio, la pradera tiene un gran cantidad de material
senescente, fraccion que se caracteriza por poseer altos niveles acumulados de la
toxina. El cultivar con el nivel mas alto en las tres localidades es Impact, le siguen
Samson, Meridian y Supreme. Por otra parte, entre los cultivares con enddfito, los
niveles mas bajos son para Yatsyn, Nui y Nevis. Finalmente los cultivares, Anita,
Jumbo, Napoledn y Kingston, no poseen lolitrem B. por no tener enddfito.

Los contenidos de ergovalina se presentan mas dtos en otofio en Los Lagos y
Nueva Braunau, siendo también el verano importante en Remehue. Primavera es
la época de los niveles mas bajos. Al igual que con el lolitrem B, la ergovalina que
produce el hongo se incrementa en las estaciones de mayor temperatura
ambiental y del suelo. De la misma manera, los niveles altos de ergovalina en
otofio, se explican al igual que para lolitrem B, por la cantidad de material
senescente en ésta época. El cultivar con el nivel mas alto de ergovalina en las
tres localidades es Impact, le siguen Nevis, Dobson y Supreme. Finalmente,
Anita, Jumbo, Napoleodn y Kingston, no poseen ergovalina por no tener endofito.

En el trabajo de localizacién y evolucién de toxinas, solo el comportamiento del
cultivar Nui, estd mas cercaro a lo que se menciona en la literatura, mayores

contenidos hacia la base de la plata y en épocas mas calurosas.

En los minisilos, se encontraron niveles de lolitrem B y ergovalina, en general
bajos. Probablemente, se producen pérdidas de éstas toxinas en el proceso de
ensilado y durante la fermentacion, en donde ocurren fuertes aumentos de
temperatura y acidez (baja de pH). Dentro de los estados fenologicos de corte, el
estado de espiga es el que presenta valores un poco mas altos de ambas toxinas,
lo que coincide con la migraciéon del hongo a este estrato de la planta. Es
importante destacar que la ergovalina tiende a presentar menores contenidos en
los ensilajes premarchitos, esto puede deberse a la pérdida de agua o
deshidratacion en el proceso de premarchitamiento, donde también se arrastran
otros compuestos, principalmente nutritivos.

Los experimentos en produccion y salud animal se diseflaron para generar
informacion de manejo de pastoreo durante el periodo de verano-otofio para
vaquillas de reemplaz y vacas lecheras; para establecer un manejo alimenticio y
asi prevenir la intoxicacion de los animales; para observar el efecto de alimentar
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con ensilajes de ballicas con enddfito a vacas lecheras; para evaluar el efecto de
consumir permanentemente ballicas con endéfito desde temprana edad de las
hembras de reemplazo hasta la primera lactancia, bajo un sistema de pastoreo
con residuos de 6 a 7 cm durante el verano-otofio y suplementos para balancear la
racion con ensilaje y concentrado.

En vaquillas virgenes se estableci6 un manejo de pastoreo que contempla
residuos de 7 cm medido con plato permite no afectar la ganancia de peso y
disminuir notablemente el riesgo de intoxicacion clinica. Cuando se aumenta la
intensidad de pastoreo dejando un residuo de 4 cm (medido con plato), se
disminuye significativamente (P<0,05) la ganancia de peso y un 30% de los
animales presentaron sintomas clinicos del cuadro “temblor de las ballicas”, de
grados leve a moderados.

En vacas lecheras se compararon dos intensidades de pastoreo que consideraron
residuos post-pastoreo de 4 y 8 cm en ballicas con alto y bajo nivel de enddfito.
Se observé una disminucién significativa de leche de un 9% en las vacas que
consumieron ballicas con alto nivel de endéfito. También la altura de residuo
menor a 4 cm provoca una disminucion de un 8% de la produccion de leche
respecto de las vacas que dejaban un residuo de 8 cm. No se observé efecto
sobre la composicién y calidad de la leche. Se presentd el sindrome “temblor de
las ballicas” en el 64% de las vacas que dejaban un residuo de 4 cm; en aquellas
gue dejaban 8 cm de residuo solo se observo a dos vacas (18%) con sintomas
leves del cuadro. Algunas de las vacas intoxicadas del tratamiento con residuo
menor reincidieron en la presentacion del cuadro por lo que fueron retiradas del
ensayo.

La ganancia diaria de peso vivo resulto afectada negativamente por el consumo de
ballicas con alto nivel de endofito, pero no se observa un efecto por la diferente
intensidad de pastoreo impuesta.

En una segunda temporada para reducir e riesgo de intoxicacion por consumo de
ballicas con alto nivel de endofito que dejan un residuo de 6 a 7 cm se suplementé
con el equivalente a 5 kg de materia seca por animal/dia con ensilaje de praderas
con bajo nivel de endodfito o con concentrado; esto para provocar un efecto de
dilucioén de las toxinas ingeridas.

En muestras de las praderas ofrecidas, se determinaron concentraciones de entre
0,24 y 1,49 mg/kg de materia seca de lolitrem B y de entre 0,16 y 1,28 mg/kg de
materia seca de ergovalina durante el mes de febrero. No se presentaron
sintomas del “temblor de las ballicas”, en ninguna vaca del ensayo durante esta
temporada y a pesar de que hubo temperaturas maximas cercanas a 30°C.

La suplementacion alimenticia con concentrado permiti6 aumentar la produccion
de leche. Sin embargo la de grasa disminuy6. El ensilaje suplementado no afectd
ningan parametro productivo respecto de las vacas no suplementada, salvo el
permitir una mayor carga animal.



154

La alimentacion con ensilajes de ballicas con alto nivel de enddfito de corte
temprano y tardio no provocé el cuadro “temblor de las ballicas”, debido
fundamentalmente al bajo contenido de lolitrem B (trazas a 0,15 mg/kg MS). El
ensilaje de corte tardio suplementado afectd la produccién de leche por su menor
calidad nutritiva.

El consumo permanente de ballicas con alto nivel de enddfito en hembras de
reemplazo, desde edad temprana (7-8 meses) hasta su primera lactancia no
afecté el comportamiento productivo (ganancia de peso, ni la produccion vy
composicion de leche); tampoco hubo problemas de salud asociadas al consumo
de ballicas con enddfito y la presentacion del sindrome. El manejo de pastoreo
contemplé residuos de 6 a 7 cm (medido con plato) y se suplementé con
concentrados de balance de racién en los periodos de déficit forrajero y/o segun
estado fisioldgico de los animales.

8.2 Desafios futuros

En relacion a Listronotus bonariensis, la baja a nula accion de los parasitoides
sobre los distintos estados de desarrollo del insecto plaga nos lleva a tener que
desarrollar estudios sobre la tabla de vida del insecto para determinar la existencia
de otros factores de mortalidad, como la accion de la temperatura y humedad y
biéticos como depredacioén, canibalismo, y enfermedades, alin cuando conocemos
de la accion de B. bassiana como agente entomopatogénico, serd preciso
estudiar relaciones con otros agentes como protozoos, nematodos, bacterias y
otros.

También sera necesario determinar la eficacia de B.bassiana colectada, aislada y
producida en laboratorio segun el momento de la aplicacién, dosis, formulacion y
tecnologia de aplicacion . Esto podria conducir el manejo de la plaga hacia un
cambio en el uso de insecticidas para que los productos exportables esten siendo
producidos sobre un sustrato alimenticio libre de agentes quimicos.

Serd preciso establecer estudios que permitan establecer el efecto del hongo
endofito sobre los insectos distintos a la plaga, presentes en la comunidad
pratense, estableciendo de esta forma el impacto o efecto sobre la comunidad de
insectos en praderas antropogénicas en el sur de Chile.

Sin lugar a dudas, la evaluacién cuantitativa de los dafios y o susceptibilidad de
los nuevos cultivares de ballicas a la plaga debera ser una preocupacion
permanente tanto para agricultores como para empresarios productores de
semillas.

En torno a Neotyphodium lolii , se hace necesario estudiar el efecto de distintos

niveles de fertilizacion en ballicas con alto y bajo nivel de y sin enddfito sobre la
produccion de las toxinas y tolerancia a la plaga.
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Asi mismo generar informacién nacional sobre los nuevos enddfito o “enddfito
noble”, NEA 2 (cultivar Tolosa) con niveles medios de peramina y ergovalina y el
tipo AR1 (cultivares Bronsyn, Impact, Meridian y Nevis) solo con peramina.

Es cada vez mas importante en la evaluacién de éstos cultivares de ballicas hacer
con y sin endéfitos estudios de palatabilidad y produccion bovina de leche y carne.
Seria de gran utilidad realizar una prospeccion de los enddfitos nativos de la zona
sur de nuestro pais, asociados a las diferentes especies gramineas que componen
la pradera naturalizada.

Al no estar totalmente claras las condicionantes de la mayor produccion de
toxinas, es conveniente hacer un monitoreo diario y observar @mmo varian las
concentraciones de toxinas durante el dia con factores de temperaturas y
humedad relativa. Esto a objeto de mejor focalizar la estrategia de prevenciéon. A
pesar de gque la intoxicacion es pasajera, falta conocer mas el como y porque del
impacto en la fisiologia animal.

No hay aun drogas y quimicos que sean efectivos en prevenir o aminorar el efecto
de las toxinas que el endofito tiene sobre los animales en pastoreo. De ahi que
por ahora los esfuerzos estan por prevenir la ocurrencia de la intoxicacion e
identificar si aquellos animales mas tolerantes a las toxinas es por su habito de
pastoreo o se debe a factores genéticos de resistencia. Algo de esto ya se ha
desarrollado en Nueva Zelandia con ovinos, especie que por pastorear mas
profundo, tiene mayores probabilidades de consumir mayor cantidad de las
toxinas.

La asociacion enddfito-planta, ha sido construida desde siempre como un
mecanismo de sobrevivencia y beneficio mutuo; la intervencion humana
deliberada es solo reciente. EIl desarrollo de un mayor y completo entendimiento
de la complejidad de las asociaciones endofito-planta en relacion a los herbivoros,
gue forman parte de la cadena trofica, es un desafio permanente para la
comunidad cientifica que tiene que generar los conocimientos necesarios para
desarrollar la produccion de alimentos de calidad que exigen cada vez el
resguardo del medio ambiente y el respeto del bienestar animal.
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Capitulo 9

GLOSARIO

Acremonium : Nombre cientifico de un género o grupos de hongos,
Neotyphodium fue formalmente clasificado en este género,
pero mas tarde reclasificado.

Alcaloide : Compuestos que contienen  nitrdgeno; pero no un
aminoacido. Muchas plantas y hongos producen alcaloides,
aparentemente como un mecanismo de defensa.

Aleurona . Granulos de proteina que se encuentran en el endosperma
de las semillas.

Anoxia : Oxigenacion insuficiente de tejidos por inadecuado
aporte de oxigeno a ellos.

Aspartato Amino  : Enzima cuyos niveles séricos se elevan respondiendo a

transferasa (AST) dafio de las Aminotransferasa a dafio de las células

musculares.

Ataxia . Irregularidad de la coordinacién, especialmente de los
movimientos musculares sin debilidad de éstos.

Axonopatia : Alteracion del cilindro-eje de una célula nerviosa.

Bivoltino : Que tiene dos generaciones o crias por afo.

Creantinfosfoquinasa : Enzima cuyos niveles séricos se elevan en respuesta
(CK) a dafo muscular.

Criptica . Relativo a la coloracion y las marcas que se parecen al
sustrato o sus alrededores y ayudan al ocultamiento.

Decubito esternal : Posicidon del cuerpo echado con el esternén (de pecho)
apoyado en el suelo.

Decubito lateral : Posicién del cuerpo echado de lado.

Diapausa : Fase de descanso; periodo de crecimiento o de desarrollo
suspendido, caracterizado por una actividad metabdlica
muy reducida, usualmente durante la hibernaciéon o la

estivacion.
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: Poblacién adaptada localmente; raza ecoldgica o grupo que

posee caracteres distintivos que son resultado de las
presiones selectivas del ambiente local.

: Un organismo que vive dentro de la planta. En este

documento se refiere especialmente a Neotyphodium lolii
que crece en simbiosis dentro de la ballica perenne
(Lolium perenne).

Término en ingles que significa endofito suave. Se le llama

asi por poseer menor concentracion de lolitrem B y/o

ergovalina.

Porcién nutritiva contenida en las semillas, que sirve como
alimento a la planta durante la germinacion.

. Agente que ocasiona enfermedad a los insectos.
: Enfermedad epidémica en animales.

. El principal de los alcaloides del grupo ergor, producido por

especies de hongos del género Neotyphodium

: Masa compacta de hifas (filamentos) de hongos.

Enzima del higado que aumenta en respuesta a dafio

transpeptidasa (GG'I.') hepético transpeptidasa.

Dias Grado

Hifa

Hirsuto

Intoxicacion

Listronotus

Lolitrem B

: Unidad que se utiliza en la medicion de la duracién de un

ciclo de vida o de una fase de crecimiento particular de un
organismo, se calcula como el producto del tiempo por la
temperatura promedio entre un intervalo especifico (GD).

Unidad basica de la mayoria de los hongos, semejan

filamentos que se entrecruzan en el entorno de las células

y tejidos, constituye el micelio de los hongos.

: Pelo disperso y duro.
. Intoxicacion sin signos clinicos evidentes.

: Nombre cientifico del gorgojo argentino de las ballicas,

insecto plaga bonariensis en algunas zonas de la X Region.

. Alcaloide del grupo de las indol-diterpenos producido por

especies de endofitos como el Neotyphodium lolii y que es
el principal responsable del sindrome “temblor de las
ballicas” (Ryegrass staggers).
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: Nombre cientifico de la ballica perenne.
: Unidad basica de reproduccion vegetativa de las gramineas.
El cuerpo filamentoso de un hongo constituido de hifas.

Puede ser superficial, intercelular, intracelular o subcuticular.

: Convulsion ténica de masculos con movimientos irregulares.
Tétano intermitente

Necrosis de Zenker : Destruccion de células musculares, la que toman un aspecto

Neoinfeccién
Oviposicién

Opistotono

Peramina

Reflejo postural

Ryegrass staggers
RGS

Rarefaccion de la
sustancia blanca

Septadas

Simbiosis

Tetania

Tremor

Tumefaccion

hialino (gelatinoso).
. Infeccién nueva
: Acto o proceso de depositar huevos

: Animal en posicion decubito con rigidez muscular de la nuca
y cuello (como mirando hacia atras).

: Alcaloide del grupo Pyrrolopyrazina, que actia como el
principal repelente deListronotus bonariensis.

: Actitud o posicion adoptada por la transformacion en un
centro nervioso de un estimulo en accién.

: Traduccion al inglés del cuadro temblor de las ballicas.
: Véase Ryegrass staggers.
Disminucion de la densidad y peso, sin alteracion de
volumen de la sustancia blanca del cerebro.
: Con division celular.

Dos organismos que viven juntos en una relacion de
beneficio mutuo.

: Contraccion tonica (mantenida) y dolorosa de los musculos
debido a una neuropatia (afeccién nerviosa).

: Temblor leve (muscular). Comienzo de temblor.

: Aumento de volumen o hinchazén de una célula.
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