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Foto 1. Adulto de Curculio nucum.

Los nematodos
entomopatogenos, un
potencial agente de control
bioldgico del diabld del
avellano Curculio nucum
(Coleoptera, Curculionidae)

Los nematodos entomopatdgenos son un agente de control bioldgi-
co utilizado en el control de numerosas plagas de insectos, de gran
importancia econdmica, que se desarrollan en diferentes habitats.
Los mayores éxitos se han alcanzado contra plagas que habitan en el
suelo o en el interior de galerias producidas en las plantas, donde los
nematodos encuentran una mayor proteccién para su supervivencia,
frente alos factores ambientales adversos. El diabld de los avellanos,
Curculio nucum (Foto 1), es una plaga cuyas larvas se desarrollan en
elinterior de las avellanas y al finalizar su desarrollo salen del fruto
para hibernar enterradas en el suelo. Este comportamiento determi-
na que sea muy dificil su control con los medios que se disponen ac-
tualmente. En este trabajo se presentan diversos estudios realizados
para analizar la potencialidad de los nematodos entomopatdgenos
en el control de esta importante plaga de los avellanos.
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Foto 2. Cultivo de avellano en Catalufa.

Introduccion

El cultivo del avellano (Corylus ave-
llana L) ocupa en Espafia una su-
perficie de 12.806 ha de plantacio-
nes regulares (2017), localizadas
principalmente en Catalufia y con-
cretamente en la provincia de Tarra-
gona (con un 82% de la produccién
nacional). Existen también pequenas
plantaciones en Aragén, Castilla y
Ledn, Comunidad Valenciana, Nava-
rra, Pais Vasco, Rioja y en el norte de
Cataluna (Girona) (MAPA, 2018). El
avellano se encuentra también, aun-
que de forma silvestre, en Asturias,
Navarra, Pais Vasco, Canarias, Casti-
lla'y Leon y la Comunidad Valencia-
na (Figura 1).

Durante muchos afos, Espafia ha
sido el cuarto pais productor de ave-
llana a nivel mundial después de Tur-
quia, Italiay EEUU (Tous y col., 2001).
Sin embargo, actualmente ocupa el
octavo lugar con 15.300 t de ave-
llana en cascara en 2016 (FAOSTAT,
2018), debido a la pérdida de super-
ficie del cultivo en Espana, pero tam-
bién a la creciente importancia de
otros paises productores como Azer-
baiyan, Georgia, Iréan, Chile y China.
La explotacion del cultivo en nuestro
pais data de mediados del siglo XIX
(Baiges y col., 2012). La causa de su
expansion fue debido al arranque
de vifas afectadas por la filoxera,
asf como por la creciente importan-
cia del comercio de frutos secos. Es
por ello que la presencia actual del
avellano en Catalufia, como cultivo

tradicional, cumple una importante
funcion econdémica y social, a la vez
que una clara funcion medioam-
biental, actuando frente a la erosion
de los suelos, ayudando a la lucha
contra incendios y salvaguardando el
material genético autdctono de este
cultivo (Foto 2). Por este motivo, si
continua la drastica disminucion de
su superficie en las zonas tradiciona-
les de producciéon de avellanas, pro-
vocard numerosos efectos negativos
desde el punto de vista medioam-
biental, rural, social y econémico.

Para conseguir la viabilidad del cul-
tivo y mantener la estructura eco-
némica y social que genera, se han
de buscar nuevas perspectivas de
produccién y comercializacion. Una
de ellas es la produccion de avellana
ecologica, que permita obtener un
producto diferenciado con un consi-
derable valor afiadido. En la actuali-
dad hay una demanda creciente de
productos ecoldgicos y entre ellos de
avellana, tanto para el consumo di-
recto, como el consumo de produc-
tos elaborados. Al mismo tiempo, el
desarrollo de esta produccién eco-
l6bgica permitird mantener el interés
del cultivo, especialmente en zonas
de montafa.

En la actualidad en Catalufa, de
las 11.609 ha dedicadas al cultivo
del avellano, 2.444,64 ha estan de-
dicadas al cultivo integrado (CCPI,
2018) y 425,21 ha al cultivo ecolo-
gico (Consell Catala de la Produccio
Agraria Ecoldogica CCPA, comunica-
cion personal 2018).

Una de las razones que impiden la
expansion del cultivo ecolégico del
avellano es la presencia de algunas
plagas que en la actualidad no tie-
nen resuelto su control con los mé-
todos permitidos en la produccion
ecologica, limitando por tanto su
desarrollo.

Este cultivo contiene una rica ento-
mofauna que vive en su vegetacion,
de la que sélo algunos insectos y aca-
ros pueden en la actualidad consti-
tuirse como plaga, pudiendo provo-
car una pérdida de cerca del 60% de
la produccién potencial (Aliniazee,
1998). Entre ellos destacan los aca-
ros, como el eri¢fido Phytoptus ave-
llanae, que afecta a las yemas, y los
tetraniquidos Eotetranychus carpi-
ni, Tetranycopsis horridus, Tetrany-
chus urticae y Panonychys ulmi, que
afectan a las hojas; los lepiddpteros
como Zeuzera pyrina, Archips rosa-
na y A. xylosteana; los homdpteros
como Myzocallis corylii, Corylobium
avellanae y Eulecanium coryli; los
heteropteros como Pantilius tunica-
tus, Palomena prasina y Nezara vi-
ridula (con menor incidencia); o los
coledpteros como Cerambyx cerdo,
Melolontha melolonta (ambos con
poca incidencia) y Curculio nucum,
que afecta a los frutos. Todas estas
plagas pueden provocar, en mayor
o menor medida, pérdidas en el
cultivo, requiriendo diferentes estra-
tegias de lucha para su control (Ba-
rrios, 1997).

Tradicionalmente, el coledptero Cur-
culio nucum, conocido como ‘dia-
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bld’, se ha considerado la principal
plaga que afecta a la avellana. La lu-
cha contra este curculionido ha sido
la clave para entender la evolucién
fitosanitaria del cultivo (Barrios y col.,
2014). En este sentido, se considera
interesante explicar brevemente la
historia de su gestion fitosanitaria,
como un ejemplo de la necesidad de
conocer y respetar el complejo equi-
librio de los organismos que viven en
él, con el objetivo de evitar interven-
ciones que puedan dafarlo, sea cual
sea el sistema productivo.

Antiguamente, la lucha contra el dia-
blé se basaba en sacudir las ramas de
madrugada para recoger los adultos
en mallas y quemarlos. En los afios
40 empieza la lucha quimica con pro-
ductos a base de arsénico y aceites
de alquitrén, y posteriormente apa-
recen los clorados que fueron susti-
tuidos por el carbaril (carbamato). En
los afos 60, en plena efervescencia
de la lucha quimica, se incrementan
los ataques del badoc, acaro eriofi-
do que afecta a las yemas. Al mismo
tiempo, un nuevo producto aparece
en el ambito del cultivo, el endo-
sulfan, que marca este periodo por
controlar con eficacia las dos plagas
(diablé-badoc), pero que provoca la
aparicion de otras plagas secunda-
rias como los acaros tetraniquidos. A
principios de los afios 80 se produce
un cambio socioeconémico en las
zonas mas productivas de avellana
de Tarragona, en la cuenca del rio
Francoli, que favorece la agricultura
a tiempo parcial. Paralelamente, los
agricultores aumentan las incorpora-
ciones de los abonos nitrogenados,
incrementandose las plagas y por
tanto la utilizacién de los productos
fitosanitarios, creyendo equivoca-
damente que serfa la solucion para
la buena sanidad del cultivo. En ese
momento se generaliza la utiliza-
cion masiva del monocrotofos, que,
si bien era eficaz para el control del
badoc, del diablo y de los pulgones y
presentaba también efecto acaricida
sobre los tetraniquidos, era un pro-
ducto muy poco selectivo y de una
alta toxicologia, lo cual provocod un
contundente desequilibrio y la in-
cidencia de plagas que no estaban
presentes hasta entonces, como Z
pyrina, A. rosana, A. xylosteana y E.
coryli. Esta nueva situacién obligd
a tomar medidas excepcionales de
control, incluyendo tratamientos aé-
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Foto 3. C. nucum alimentandose sobre una avellana.

reos sobre 5.500 ha para frenar su
incidencia (Barrios y col., 2011).

El desarrollo de la produccion inte-
grada de la avellana requiri¢ buscar
métodos alternativos a la utilizacion
de productos quimicos de elevada
toxicidad para la lucha contra estas
plagas, que se especifican en las
normas técnicas correspondientes.
(DOGC n° 3744 de 21/10/2002).

Actualmente, el desarrollo de la
produccién ecologica reclama la
busqueda de alternativas a los pro-
ductos quimicos de sintesis para el
control de estas plagas. Para muchas
de ellas ya se cuenta con estrategias
de control biorracional o bioldgico
como la confusion sexual con fero-
monas para el control de Z. pyrina;
la utilizacion de biopreparados como
Bacillus thuringensis contra Archips
sp.; la proteccion y el incremento de
la fauna auxiliar, parasitos de hue-
vos como Trichogramma cacoeciae y
depredadores del género Allothrom-
bium también con accién sobre hue-
vos de Archips sp.; depredadores
como los pajaros insectivoros con
gran eficacia sobre Z. pyrina y Ar-
chips sp., o los fitoseidos Typhlodro-
mus philatus, Typhloctonus tiliarum,
Amblyseius andersoni, A. califor-
nicus 'y Kampimodromus aberrans
para acaros tetraniquidos (MAPA,
2015). En este cultivo también es
esencial la utilizacion de medidas
culturales como una buena gestion
del abonado nitrogenado para re-
ducir la incidencia de los pulgones
y E. coryli (Barrios y col., 2011). No
obstante, la plaga clave del cultivo,
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para la cual no se dispone de nin-
gun agente de control biolégico, y
por lo tanto limita en gran medida el
desarrollo de la producciéon ecologi-
ca, sigue siendo el diablé C. nucum
(Foto 1).

Curculio nucum, es un coledptero de
la familia Curculionidae que hiberna
enterrado en el suelo de los avellanos
afectados. Los adultos emergen del
suelo desde principios de abril a prin-
cipios de julio. Estos adultos jovenes
empiezan a alimentarse de flores,
frutos en formacion u hojas tiernas.
Hacia el mes de mayo, pasan a ali-
mentarse en el cultivo picando las
avellanas tiernas (Foto 3). Los adultos
requieren de cuatro a ocho semanas
para madurar sexualmente (Torras,
1978), por lo que las primeras pues-
tas aparecen desde finales de mayo a
principios de junio. La puesta la reali-
zan las hembras perforando la avella-
na con las mandibulas situadas en el
extremo del rostro y posteriormente
introducen un huevo por fruto con el
ovipositor, pudiendo poner cada una
entre 25y 30 huevos a lo largo de su
vida (Foto 4). El huevo eclosiona a los
8-10 dias (Foto 5). La larva neonata
excava una galeria en el interior de la
avellana de la cual se alimenta, com-
pletando su desarrollo en un mes
(Foto 6). Generalmente, las avella-
nas afectadas caen prematuramente
cuando la larva ha completado su
desarrollo (Foto 7). La larva madura
realiza un orificio circular en la casca-
ra, por donde saldra para enterrarse
a una profundidad que varia entre 5
y 30 ¢cm, dependiendo de las carac-
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Foto 4. Hembra introduciendo un huevo en el fruto con el ovipositor.

Foto 5. Huevo de C. nucum.

Foto 6. Larva de C. nucum en el interior de la avellana.

Foto 7. Larva de Ultimo estadio de C. nucum saliendo de la avellana.

teristicas del suelo. La larva realiza
un capullo de tierra donde pasa un
primer invierno en forma de larva. En
la primavera siguiente se transforma
en pupa (Foto 8) y aparece el adulto
gue pasara un segundo ano de hi-
bernacion en el interior del capullo
terroso que habia realizado la larva,
para emerger a la primavera siguien-
te (Maeso y col., 1988; Toth, 1984:
Bel-venner y col. 2009).

Curculio nucum afecta a muchas
zonas avellaneras de Europa y de
Turquia. Se ha descrito su presencia
en Espana (Nonell, 1921), Francia
(Breisch y col. 2008), Italia (Paparatti
y Speranza, 2005; Viggiani, 1994),
Polonia (Gantner, 2001), Rumania
(loachim y Bobarnac, 1977), Serbia
(Milenkovic y Mitrovic, 2001) y Tur-
quia (Tuncer y Ecevit, 1997). La dis-

tribucién de C. nucum esta parcial-
mente determinada por las diferentes
variedades de avellano, en relacion
al grosor y dureza de la cascara del
fruto (Germain y Sarraquigne, 2004,
Botta y Valentini, 2018) y la altitud a
la que éstos estan plantados. Asi, las
plantaciones de avellanos situadas a
mayor altitud, que corresponden con
una agricultura de montafa, como
es la zona productora de avellana de
las Muntanyes de Prades (Tarragona),
son mas susceptibles a sufrir ataques
de C. nucum que aquellas situadas a
menor altitud (Tuncer y Ecevit, 1997).
En Cataluna, el total de cultivo de
montana de avellano, donde el con-
trol biolégico de C. nucum adquiere
una especial importancia al tratarse
normalmente de zonas protegidas de
gran interés ecoldgico representa el
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20% de la produccion de avellana en
Cataluna (Baiges y col., 2012).

Actualmente, la lucha contra este
insecto se centra en los tratamientos
quimicos contra adultos para evitar
la picada alimenticia y, sobre todo,
la picada de puesta (SSV. Tarragona).
Pucci (1992) demostrd que, sin estos
tratamientos, se alcanzan unas pér-
didas del 30% al 40% de la produc-
cion (Foto 9). Debido a la importan-
cia de los dafos que ocasiona esta
plaga, actualmente se hace necesaria
la aplicacién de insecticidas, siendo
clorantraniliprol, deltametrin y lamb-
da cihalotrin las materias activas au-
torizadas a dia de hoy por el Registro
de Productos Fitosanitarios del Minis-
terio de Agricultura. Es por ello que,
si se pretende desarrollar una pro-
duccion ecolégica de avellanas, es
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Foto 8. Pupa de C. nucum en el interior de la cdmara pupal realizada

en el suelo.

Foto 9. Avellanas afectadas por la plaga.

imprescindible buscar alternativas a
estos productos quimicos de sintesis.

Debido al ciclo que presenta C. nu-
cum, cuyas larvas y adultos pasan un
largo periodo de tiempo enterradas
bajo tierra, los nematodos entomo-
patdgenos podrian ser una alternativa
adecuada para su control biolégico.

Los nematodos entomopatdgenos
(NEPs) de los géneros Steinernema
(Familia: Steinernematidae) y He-
terorhabditis (Familia: Heterorhab-
ditidae) son patégenos letales de
insectos. Su éxito como agentes de
control biolégico de plagas radica,
entre otros aspectos, en que mantie-
nen una relacion simbidtica con una
bacteria que es altamente virulenta
para los insectos. Las dos familias de
nematodos, aunque no relacionadas
filogenéticamente, tienen muchas
caracteristicas comunes. En ambos
géneros (Steinernema y Heterorhab-
ditis) existe un tercer estadio juvenil
de vida libre (Foto 10) que transpor-
ta, en el interior de su tubo digestivo,
una bacteria del género Xenorhab-
dus 'y Photorhabdus respectivamen-
te. Estas formas juveniles infectivas
tienen la boca y el ano cerrados, por
tanto no se alimentan mientras bus-
can un posible hospedante. Cuando
las formas infectivas encuentran un
insecto adecuado, entran en su inte-
rior a través de la boca, el ano o los
espiraculos respiratorios, dirigiéndo-
se posteriormente al hemocele del
insecto. Algunas especies también
pueden penetrar a través de la cuti-
cula del insecto, como es el caso de

los nematodos del género Heteror-
habditis, utilizando un diente cuticu-
lar que poseen en su region oral. En
el hemocele del insecto las formas
infectivas liberan las bacterias que
transportan en el interior de su in-
testino. Las bacterias proliferan en la
hemolinfa y provocan la muerte del
insecto por septicemia en 24 a 48
horas. Los nematodos se alimentan
de las bacterias que han digerido
los tejidos del hospedador, crecen,
se desarrollan en formas adultas y
se reproducen. Se pueden producir
una o mas generaciones de nemato-
dos dentro del cadaver del insecto,
dependiendo de la disponibilidad
de alimento. Cuando los nemato-
dos consumen todo el alimento en
el interior del insecto, se producen
nuevas formas infectivas que salen
del cadaver para buscar un nuevo
insecto que parasitar (Foto 18).

Los NEPs han demostrado su eficacia
en el control de numerosas plagas que
se desarrollan en el suelo, debido a
gue es éste el habitat natural de estos
nematodos, siendo, por tanto, el que
proporciona las mejores condiciones
para las interacciones nematodo-in-
secto (Klein, 1990). En este contexto,
existen diversos estudios sobre la utili-
zacion de NEPs en el control de diver-
sas plagas del género Curculio, cuyas
larvas pasan largos periodos de su ci-
clo biolégico enterradas en el suelo.
La mayoria de ellos han sido realiza-
dos en EEUU para el control de Cur-
culio caryae, plaga del pecano (Car-
ya illinoensis) (Shapiro-Llan, 20013,

2001b, 2003; Shapiro-Llan y col.,
2003a, 2003b, 2004, 2005). También
existen algunos estudios, aunque en
menor ndmero, sobre la eficacia de
los NEPs contra C. elephas, que ata-
ca a bellotas y castanas (Kepenekci y
col., 2004, Vicinguerra y Clausi, 2006;
Picoaga y col., 2008b; Karagoz y col.,
2009) y sobre C. glandium, que ataca
a bellotas (Vicinguerra y Clausi, 2006).
Los estudios sobre NEPs relacionados
con el diablo del avellano, C. nucum,
se centran en los trabajos realizados
en Espana por Garcia del Pino y col.
(2009), Garcia del Pino y Morton
(2010) y Santamaria y col. (2009), asi
como en el trabajo realizado en Ale-
mania por Peters y col. (2005).

En este articulo presentamos los re-
sultados mas relevantes de diferen-
tes trabajos que hemos realizado
sobre el estudio de la eficacia de
los NEPs en el control de C. nucum.
Concretamente, analizaremos la im-
portancia de la presencia de pobla-
ciones nativas de NEPs en campos de
avellanos de Cataluia con diferentes
sistemas de produccion (convencio-
nal, integrado y ecolégico). También
expondremos algunos de los resul-
tados de los trabajos de Batalla-Ca-
rrera y col. (2014 y 2016) sobre la
virulencia de estas especies nativas
de NEPs y las vias de entrada de los
nematodos en las larvas y los adul-
tos del diabld del avellano (Curculio
nucum) y finalmente evaluaremos
la eficacia de los nematodos contra
esta plaga en condiciones de campo
(Batalla-Carrera y col., 2013).
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Material y métodos

Presencia natural de NEPs en
plantaciones de avellanos

Para valorar la presencia natural de
NEPs en plantaciones de avellanos
de Catalufa, se muestrearon un
total de 295 plantaciones con pro-
blemas de C. nucum. De ellos, 63
correspondian a producciéon conven-
cional, 142 a produccién integrada,
10 a produccion ecoldgica, 50 a
campos de avellanos abandonados
y 30 a extensiones de avellanos en
estado silvestre no cultivados.

De cada plantacién se tomaron cuatro
muestras de suelo separadas entre si
una distancia de 2 a 4 m. Cada mues-
tra consistia en cuatro submuestras
gue se tomaron, con ayuda de una
pequefa pala de jardinerfa, alrede-
dor de un avellano a una distancia de
1-1,5 m del tronco y sobre una exten-
sién de terreno de 10 x 10 x 25 cm
de profundidad, recogiendo un volu-
men aproximado de 250 cc de tierra.
Por tanto, cada muestra constaba de
un volumen de 1.000 cc. Las cuatro
muestras de cada campo se mezcla-
ron enérgicamente en un recipiente
de plastico, retirando las piedras, ra-
mas, hojas y otras fracciones de ma-
yor tamafo, y se recogié un volumen
final de 1.000 cc, el cual se introdujo
en una bolsa de plastico y se llevd al
laboratorio para su posterior analisis.

Los NEPs se aislaron mediante el
método del insecto-trampa (Bed-
ding y Akhurst, 1975). Para ello, en
el laboratorio se colocaron 50 cc de
tierra en cinco placas de Petri y en
el interior de cada una de ellas se
introdujeron cinco larvas de ultimo
estadio de Galleria mellonella L. (Le-
pidoptera. Pyralidae). Las placas de
Petri se mantuvieron a una tempera-
tura de 25 °C durante un periodo de
siete dias. Al final de este periodo se
procedid a desenterrar las larvas. La
obtencion de los NEPs se realizo de
los cadaveres de los insectos desen-
terrados que mostraron sintomas de
infeccion. Los nematodos se extra-
jeron mediante la técnica de White
trap (Kaya y Stock, 1997).

Los nematodos asi aislados se man-
tuvieron sobre larvas de Ultimo esta-
dio de G. mellonella. Una vez aislado
y purificado el cultivo del nematodo,
las formas infectivas se conservaron
en solucidon acuosa, en frascos de
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Foto 10. Formas infectivas de los nematodos entomopatégenos.

cultivo celular, a una temperatura de
8 °C hasta el momento de su utiliza-
cion en los ensayos de virulencia.

Evaluacién de la virulencia de
los NEPs

Las larvas de ultimo estadio de C. nu-
cum utilizadas para realizar los expe-
rimentos se obtuvieron directamente
de avellanas recogidas de campos de
cultivo ecolégico atacados por este
insecto. Las larvas asi recogidas se
guardaron en tierra, previamente es-
terilizada, a una temperatura entre
10-15 °C hasta el momento de su
utilizacion. Los adultos se recogieron
de campos de cultivo de avellano,
realizando vareos y frappage. Los
adultos asi recogidos se mantuvieron
en el laboratorio, con fragmentos de
manzana como fuente de alimento,
hasta el momento de ser sometidos
al ensayo.

Los experimentos sobre la suscepti-
bilidad de las larvas de C. nucum se
desarrollaron en pequeinos vasos de
plastico (3-4 cm de didmetro y 3,5
cm de profundidad) llenos de tierra
previamente esterilizada (10% de
humedad p/p) donde se introdujo
una Unica larva (Foto 11). Se eva-
luaron los aislados que mostraron
mas virulencia sobre las larvas de
G. mellonella: cinco aislados de la
especie Steinernema feltiae (D37,
D108, D113, D114, D245), uno de
S. affine (D66), uno de Steinernema
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sp. (D122) y uno de Heterorhabditis
bacteriophora (DG46), todos ellos
encontrados en campos de avella-
nos, y un aislado de S. carpocapsae
(B14) de la coleccién de cepas de
NEPs de la Unidad de Zoologia de
la Universitat Autonoma de Barce-
lona. La dosis utilizada en los trata-
mientos fue de 50 nematodos/cm?.
Se realizaron cuatro réplicas de diez
vasos por tratamiento (cepas de ne-
matodos) y cuatro réplicas mas para
el control. El experimento se repitid
dos veces. A los siete y catorce dias
después del tratamiento se evalué
la eficacia de las diferentes cepas de
nematodos.

Los experimentos para analizar la
virulencia de los nematodos sobre
los adultos de C. nucum se reali-
zaron en placas de Petri de 5,5 cm
de didmetro con 23 g de tierra es-
téril, donde se les suministraba un
pequefio trozo de manzana como
alimento. Los nematodos que se uti-
lizaron fueron S. feltiae (D144), Stei-
nernema sp (D122), S. carpocapsae
(B14) y H. bacteriophora (DG46). La
dosis utilizada fue de 50 nemato-
dos/cm?. Las placas se mantuvieron
a 25°C en oscuridad. El control de
la mortalidad se realizé a los catorce
dias. El experimento se disefid con
tres réplicas de diez placas por cada
tratamiento (especie de nematodo)
y el control.
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Foto 11. Vaso de plastico con una larva de C. nucum donde se realiza-
ban los ensayos de susceptibilidad a los nematodos.

transferencia ’recn()]c')gica

Foto 12. Larva atada por la mitad del abdomen para evaluar las vias de
entrada de los nematodos al interior de las larvas.

Evaluacion de las vias de entra-
da de los NEPs

Para evaluar las vias de entrada prefe-
rentes (boca o ano) de los NEPs en las
larvas de C. nucum, previamente a su
exposicion a los nematodos, las lar-
vas fueron atadas con un cordon de
algodon fuertemente apretado por
la mitad del abdomen (entre los seg-
mentos abdominales 6 y 7) (Foto 12).
Este procedimiento impedia que los
nematodos que entraban por la parte
anterior de la larva pudiesen migrar a
la posterior y viceversa. Las larvas ata-
das fueron expuestas a una concen-
tracién de 100 nematodos/cm? de S.
carpocapsae (B14) y Steinernema fel-
tiae (D114) en placas de Petride 5 cm
de didmetro durante 48 horas. Des-
pués de este periodo, todas las larvas
fueron lavadas intensamente y disec-
cionadas para comprobar la presen-
cia de nematodos en el interior de las
dos mitades. Los controles consistian
en larvas atadas sin la presencia de
nematodos. Se realizaron un total de
quince larvas por tratamiento y cada
tratamiento se repitié cinco veces.

Para evaluar la entrada en los adultos
se utilizaron tubos Eppendorf de 1ml.
Se realiz6 un pequeno orificio en la
tapa del tubo por donde se pasaba
el rostrum de los adultos y se pega-
ba con SuperGlue3 (Loctite, Henkel
adhesives SL) (Fotos 13-14). En el
interior del tubo se introducia arena
donde se aplicaban los diferentes ne-
matodos. Para exponer la boca a los
nematodos, los adultos se colocaban

con la boca dirigida hacia el interior
del tubo donde se encontraba la are-
na con los nematodos (Foto 15), y
para exponer el ano y los espiraculos
los adultos se colocaban con el cuer-
po dentro del tubo y la boca dirigi-
da al exterior (Foto 16). La dosis de
nematodos aplicada fue de 157 ne-
matodos/tubo (200 nematodos/cm?)
y los adultos fueron expuestos a los
nematodos Unicamente durante tres
horas. Se utilizaron un total de trein-
ta adultos (quince machos y quince
hembras) por tratamiento y el expe-
rimento se repitid dos veces.

Evaluacion de la eficacia de los
NEPs en condiciones controladas
de campo

Los ensayos se realizaron en dos
plantaciones de avellanos de pro-
duccion ecoldgica (Hortals y Ma-
llola) situados en las Muntanyes de
Prades (Tarragona). Los nematodos
utilizados para estos ensayos fue-
ron los mismos que se utilizaron
para el ensayo anterior de viru-
lencia en el laboratorio: S. feltiae
(D144), Steinernema sp. (D122),
S. carpocapsae (B14) y H. bacte-
riophora (DG46).

Los experimentos se realizaron en tu-
bos de plastico (12 cm de didmetro,
40 cm de longitud) con abertura por
la parte inferior para facilitar el dre-
naje del agua y tapados por la parte
superior con una malla para evitar la
posible emergencia de los adultos de
Curculio (Foto 17). Los tubos fueron
colocados debajo de los avellanos
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a una distancia de 2 m del tronco y
llenados con suelo procedente de la
propia plantacién de avellanos sien-
do mantenidos en estas condiciones
durante nueve meses. Los experi-
mentos se llevaron a cabo durante
dos anos. Se realizaron dos ensayos
diferentes para evaluar la eficacia de
los NEPs en el control de C. nucum.
En el primero los nematodos se apli-
caron en verano, mientras que en el
segundo la aplicacion de los nema-
todos se realizé en primavera.

Ensayo |. Aplicaciones de verano.
Este ensayo se disefi¢ para determi-
nar la eficacia de los tratamientos con
nematodos cuando se aplican en el
suelo durante el verano, al generar
una barrera que permita el ataque de
las larvas de Curculio que penetran en
el suelo para iniciar la hibernacién. Se
realizaron tres tratamientos diferentes
que corresponden a las tres especies
de nematodos: S. feltiae (D144), Stei-
nernema sp (D122)y H. bacteriophora
(DG46). Los nematodos se aplicaron a
una dosis de 5 x 10° nematodos m
(5.655 nematodos/tubo) en 10 ml de
agua por tubo durante la Ultima se-
mana de agosto. La aplicacion se rea-
liz6 al atardecer para evitar los efectos
adversos de las altas temperaturas y
la radicacién UV sobre los nematodos.
Un dia después de la aplicacion de los
nematodos se introdujeron en la su-
perficie de cada tubo quince larvas
de Ultimo estadio de C. nucum, para
permitir su enterramiento. Los contro-
les solo recibieron agua. Se realizaron
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Fotos 13, 14, 15y 16: Adultos atrapados en tubo Eppendorf para evaluar las vias de entrada de los nematodos al interior de los adultos.

diez réplicas por cada tratamiento y
el experimento se repiti6 en dos afos
consecutivos.

Ensayo II: Aplicaciones de prima-
vera. Este tratamiento tenfa como
objetivo analizar si los nematodos
son capaces de localizar y matar
los individuos hibernantes cuando
ya estan enterrados en el suelo. En
este caso, durante la Ultima semana
de agosto, se depositaron larvas de
Ultimo estadio de C. nucum en la
superficie de los tubos para que se
introdujeran en el suelo. Siete meses
después (Ultima semana de marzo)
los nematodos fueron aplicados con
la misma metodologia que en el tra-
tamiento de verano.

En ambos tratamientos, siete meses
después de la aplicacion de los ne-
matodos, los tubos se llevaron al la-
boratorio para determinar la eficacia
de los tratamientos mediante el re-

gistro de las larvas que continuaban
vivas en su interior.

Resultados y discusion

Presencia natural de NEPs en
plantaciones de avellanos

De las 295 muestras de suelo anali-
zadas, Unicamente se han detectado
NEPs en quince muestras, que corres-
ponde al 5,1% del total de muestras
analizadas (Tabla 1). La presencia de
NEPs en suelos de avellanos en Ca-
talufa es similar a la obtenida en
otros cultivos por Morton y Garcia
del Pino (2009), quienes encontra-
ron un 5,2% de muestras de suelo
con nematodos en campos de fru-
tales de hueso, o con los resultados
obtenidos por Campos Herrera y col.
(2007), que encontraron un 5,4% de
muestras positivas en La Rioja. Sin
embargo, estos resultados son valo-
res menores a los obtenidos por Gar-

Foto 17. Tubos de plastico utilizados en los ensa-
yos en condiciones controladas de campo.
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cia del Pino y Palomo (1996), quienes
registraron un 23,3% de las muestras
de suelo de diferentes habitats (culti-
vos, prados y bosques) en localidades
de Catalufia con NEPs. En el presente
estudio se han aislado nematodos de
las dos familias de NEPs (Steinerne-
matidae y Heterorhabditidae), detec-
tando mayoritariamente nematodos
steinernematidos (93,3%) y en me-
nor grado nematodos heterorhabdi-
tidos (6,6%). Estos resultados coinci-
den con los obtenidos por Garcia del
Pino y Palomo (1996), que aislaron
un 94% de steinernematidos y un
6% de heterorhabditidos en diferen-
tes habitats de Catalufa.

Su distribucion en funcién del tipo de
produccion se puede observar en la
Tabla 1. Los nematodos fueron aisla-
dos en cuatro de los cinco tipos de
campos de avellanos muestreados.
La maxima presencia de NEPs se dio
en los avellanos silvestres no cultiva-
dos (26,7% de muestras positivas) y
en avellanos de produccién ecoldgica
(10%), sequido por campos de ave-
llanos abandonados (4%) y avella-
nos en produccién integrada (2,8%,).
Cabe sefialar la baja presencia de
NEPs en el conjunto de los cultivos de
avellanos, con un 2,6% (7 muestras
positivas de 265 analizadas) y muy
especialmente en el cultivo de avella-
no convencional, donde no se obtuvo
ninguna muestra con NEPs de las 63
muestras analizadas. Posiblemente
el continuo uso de productos fitosa-
nitarios en este tipo de cultivo puede
limitar la presencia de los NEPs, bien
por el efecto negativo directo sobre
los nematodos o, especialmente en
el caso de los herbicidas, por generar
un suelo sin cubierta vegetal que da
lugar a un habitat no propicio para
su presencia.

Evaluacion de la virulencia de
los NEPs

La mortalidad de las larvas del diablo
expuestas a los NEPs se muestra en
la Figura 2. La mortalidad causada
por steinernematidos oscilé entre el
10% (cepa Sa D66) y el 79% (cepa
Ssp D122) (Foto 18) y la cepa de he-
terorhabditido alcanzé un 61,2%
de mortalidad (Foto 19). Estos re-
sultados nos permiten discriminar
a la especie de nematodo S. affine
(D66), que manifesté una baja viru-
lencia sobre las larvas de C. nucum

Tabla 1. Numero de muestras de suelo recogidas en avellanos con diferentes sistemas de produccion y

presencia de NEPs.

Sistema de N° de % de b 6L (U o e kst
produccion muestras muestras lcsicol UEDEIL
nematodos nematodos
Integrada 142 48,1 % 4 28 %
Convencional 63 21,4 % 0 0 %
Ecolégica 10 3,4 % 1 10 %
Abandonada 50 16,9 % 2 4 %
Silvestre 30 10,2 % 8 26,7 %
TOTAL 295 100 % 15 51 %
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Figura 2. Mortalidad de larvas obtenida por las diferentes cepas de nematodos entomopatégenos: SaD66:
S. affine (D66), SfD37: S. feltiae (D37), SfD108: S. feltiae (D108), SID113: S. feltiae (D113), SID114: S.
feltiae (D114), SfD245: S. feltiae (D245), SspD122: Steinernema sp. (D122) y HbDG46: H. bacteriophora

(DG46).

de las especies de nematodos mas
virulentas: S. feltiae (D113, D114,
D245), Steinernema sp. (D122) y H.
bacteriophora (DG46). Estos ultimos
nematodos fueron los seleccionados
para poder realizar posteriores estu-
dios relacionados con el control de
las larvas.

La mortalidad de los adultos causada
por los NEPs se puede observar en la
Figura 3. Podemos ver que, aunque
las cuatro especies de nematodos
ensayadas son capaces de infectar
los adultos de diablo (Foto 20), no
todas tienen la misma virulencia. Las
cepas que manifestaban una mayor
virulencia sobre las larvas: S. feltiae
(StD114), Steinernema sp. (SspD122)
y H. bacteriophora (HbDG46), sobre
los adultos no tienen el mismo efec-
to, alcanzando mortalidades que
oscilan entre el 10% vy el 22%. Sin
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embargo, la cepa ScB14 de S. carpo-
capsae, que sobre las larvas obtenia
unas mortalidades discretas (57%),
sobre los adultos genera una morta-
lidad del 100%.

Evaluacién de las vias de entra-
da de los NEPs

La nula mortalidad de los controles
con larvas atadas, pero sin nemato-
dos, indica que la metodologia ha
resultado eficaz para valorar la via
preferente de entrada de los nema-
todos en las larvas de C. nucum. Los
resultados obtenidos indican que,
tanto en el caso del nematodo S.
carpocapsae como en el caso de S.
feltiae, la mayor entrada se realizaba
por la parte posterior del cuerpo de
las larvas (91,7% y 97% respectiva-
mente) (Fotos 21y 22), mientras que
por la parte anterior Unicamente se
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Foto 18. Larva de C. nucum parasitada por S. feltiae Foto 19. Larva de C. nucum parasitada por H. bacteriophora.

encontraron nematodos en el 16,7 %
de S. carpocapsaey en el 44% de las
larvas infectadas por S. feltiae. Cabe
sefialar que en dos individuos infec-
tados por S. carpocapsae y en once
infectados por S. feltiae se encon-
traron nematodos tanto en la parte
anterior como en la posterior de la
larva. Estos resultados muestran cla-
ramente que el ano es la principal
via de entrada de S. carpocapsae y
S. feltiae en las larvas de C. nucum.
Otros autores también han demos-
trado que el ano es la principal via de
entrada en especies como Liriomyza
trifolii (Burgess) (Diptera: Agromici-
dae) (LeBeck y col., 1993) y Musca
domestica (L) (Dipetera: Muscidae)
(Renn, 1998). Sin embargo, Koppen-
hoffer y col. (2007) observaron que
en larvas de diferentes especies de
gusanos blancos (Coleoptera Scara-
beidae) la entrada de otras especies
de NEPs como S. glaseri y S. scara-
baei era igual por la boca que por
el ano.

En el caso de los adultos, el pegado
del rostrum con SuperGlue3 tampo-
Co causoé ningun efecto negativo en
la supervivencia de los adultos. Los
resultados también mostraron que
los nematodos penetran mayoritaria-
mente en los adultos de C. nucum,
cuando se exponen el ano y los es-
piraculos (55% para S. carpocapsae
y 20% para S. feltiae) mientras que,
si se expone solo la boca, la mortali-
dad disminuye al 15% en el caso de
S. carpocapsae y al 0% en el caso de
S. feltiae. Al igual que ocurria con las

Foto 20. Adulto de C. nucum parasitado por Steinernema spp.
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Figura 3. Mortalidad de adultos obtenida por las diferentes cepas de nematodos entomopatégenos:
SfD114: S. feltiae (D114), SspD122: Steinernema sp. (D122), ScB14: S. carpocapsae (B14) y HbDG46: H.
bacteriophora (DG46).
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Fotos 21y 22: Larva infectada por nematodos que han entrado por el ano.
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Figura 4. Eficacia de Abbot en (a) aplicaciones de verano y (b) aplicaciones de primavera, usando tres cepas diferentes de nematodos entomopatogenos, SfD114:
S. feltiae (D114), SspD122: Steinernema sp. (D122) y HbDG46: H. bacteriophora (DG46) contra el diablo del avellano Curculio nucum.

larvas, en el caso de los adultos es el
ano también la principal via de entra-
da de los nematodos, quizas en este
caso relacionado al mayor tamario del
orificio anal con respecto al de la boca
de los adultos. Igualmente, observa-
ciones directas durante los ensayos
mostraron como los adultos presen-
tan comportamientos evasivos frente
a los nematodos, incrementando su
movilidad cuando los nematodos es-
tan presentes y aparecen comporta-
mientos de grooming (autoaseo) que
podrian generar que algunos nema-
todos sean retirados de la boca de los
insectos cuando intentan entrar en su
interior, siendo entonces mas eficaz la
entrada por el ano.

Evaluacion de la eficacia de los
NEPs en condiciones controladas
de campo

La eficacia de los diferentes trata-
mientos con nematodos en aplica-

ciones de verano y de primavera en
los dos anos que se desarrollaron los
ensayos, puede verse en la Figura 4.

En aplicaciones de verano, la mor-
talidad obtenida es del 34% y del
32,2% (en el primer y segundo afio
del ensayo respectivamente) para S.
feltiae; del 44,3% y 60,5% para Stei-
nernema spp. y del 51,5% y 60,5%
para H. bacteriophora, no habiéndo-
se detectado diferencias significati-
vas entre los distintos tratamientos.
En las aplicaciones de primavera, la
eficacia de los tratamientos alcanzé
valores de 51,5% y 88,2% para cada
afno en el caso de S. feltiae, 63,6%
y 50,0% para Steinernema spp. y de
60,6% y 47,1% para el tratamien-
to con H. bacteriophora. Destaca la
aplicacion de S. feltiae de primavera
del segundo afio como la significati-
vamente mas eficaz entre todos los
tratamientos realizados.
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Estos resultados muestran que todas
las especies de nematodos ensaya-
das son capaces de encontrar y pa-
rasitar C. nucum en condiciones de
campo, observandose una eficacia
similar a la mortalidad obtenida en
los ensayos de laboratorio (58,6%-
70,6%) (Batalla-Carrera y col., 2014)
con estas mismas cepas de nemato-
dos.

Conclusiones

Cabe destacar la presencia natu-
ral de NEPs, mayoritariamente en
las plantaciones de avellanos de
produccion integrada y ecologica,
frente a la nula presencia en planta-
ciones de produccion convencional.
Las practicas culturales, asi como la
utilizacion de productos fitosanita-
rios, concretamente la mezcla de
los herbicidas simacina y MCPA,
han podido tener un efecto negati-
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vo sobre la presencia y superviven-
cia de los NEPs .

Tanto las larvas como los adultos de
C. nucum han sido susceptibles de
la infeccién por NEPs, determinando
que la via principal de entrada de es-
tos nematodos, tanto en larvas como
en adultos, es el ano. Sin embargo,
no todas las cepas de nematodos
tienen la misma virulencia sobre los
diferentes estadios del insecto. Es-
tos resultados determinan que para
el control de este insecto con NEPs
deberemos contar con la utilizaciéon
de dos especies de nematodos dife-
rentes, una dirigida al control de las
larvas y otra al control de los adultos.

Finalmente, los estudios realizados
indican que los NEPs pueden reducir
las poblaciones de C. nucum en el

campo Yy sugieren que la aplicacion
de nematodos en primavera puede
ser una alternativa a la aplicacion de
verano, con el fin de minimizar los
efectos negativos que pueden tener
los factores abidticos (temperatura,
desecacion, etc.) sobre la persistencia
de los nematodos aplicados en vera-
no, lo que redundarfa en una mayor
eficacia de los mismos. Sin embargo,
es necesario realizar ensayos de cam-
po en plantaciones comerciales para
confirmar la eficacia observada en
estos trabajos realizados en condicio-
nes controladas de campo.
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