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NEMATOLOGIA

Susceptibilidad de Otiorhynchus sulcatus (Coleoptera:
Curculionidae) a nematodos entomopatógenos (Rhabditida:
Steinernematidae y Heterorhabditidae)

A. MORTON, F. GARCÍA DEL PINO

Otiorhynchus sulcatus es una plaga importante de un gran número de plantas orna-
mentales y hortícolas, que se alimenta tanto de las hojas como de las raíces, causando
daños que afectan tanto al crecimiento como a la calidad de la planta producida.

En el presente estudio se ha evaluado la susceptibilidad de las larvas y pupas de O.
sulcatus a diferentes nematodos entomopatogenos en condiciones de laboratorio en pla-
cas de Petri y en macetas. Se ha comparado la eficacia de cepas autóctonas frente a cepas
comerciales tanto de heterorhabdítidos como steinernemátidos.

En los ensayos realizados en placas de Petri, la exposición de las larvas del insecto a
los nematodos Steinernema feltiae cepa PA y 5. arenarium cepa S2 causó una mortalidad
moderada (23 y 20 % respectivamente). Los resultados obtenidos con los nematodos 5.
arenarium cepa S2 y Heterorhabditis bacteriophora en el control de las pupas fueron, en
ambos casos, de un 100 % de mortalidad. El ensayo realizado con plantas de hiedras en
maceta se realizó con los nematodos entomopatogenos S. arenarium cepa S2 y H. bacte-
riophora. La eficacia de ambos tratamientos resultó ser importante en el control de los
adultos (>87 %), y moderado en el control de las pupas de O. sulcatus (>33 %).
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INTRODUCCIÓN

Otiorhynchus (Dorymerus) sulcatus
(FABRICIUS, 1775) es un insecto polífago pre-
sente en numerosos cultivos, que causa un
especial daño en las pequeñas plántulas en
crecimiento de los viveros. Tradicionalmen-
te, O. sulcatus ha sido un problema impor-
tante en los viñedos (BALAWCHOSKY, 1963),
y actualmente es una plaga en muchos vive-
ros de plantas ornamentales, como Cycla-
men, Taxus, Rhododendron, Begonia, Impa-
tiens (PAPE, 1977; LA LONE y CLARKE, 1981;

MASAKI et al, 1984; MOORHOUSE, 1990;

COWLES, 1997; BOFF et al, 2002). Igualmen-

te es una plaga en cultivos hortícolas (como
la fresa), en todo tipo de frutales y en olivo,
tanto en viveros como en producción (BON-
NEMAISON, 1976; WESTERMAN, 1998).

Los adultos se alimentan de las hojas,
observándose los típicos síntomas de las
hojas de la planta dañadas con el borde fes-
toneado (Fig. 1). Se alimentan sobre todo de
las hojas más tiernas, invalidando así muchas
plantas para su venta. La actividad de los
adultos en los viñedos también ha sido aso-
ciada con la aparición de virus en las plantas
(OCHS, 1960). Sin embargo, los daños más
importantes son causados por la larva, que se
alimenta de las raíces, comenzando por los



Figura 1. Adulto de Otiorhynchus sulcatus.

pelos radicales y llegando hasta el tallo. La
reducción del sistema radicular se refleja en
una baja producción y en plantas de mala
calidad. En algunas plantas como el cicla-
men, basta una sola larva de otiorrinco para
matar toda la planta (MOORHOUSE et al.,
1992).

El otiorrinco es un insecto que aparece de
forma esporádica, pero cuando lo hace es
difícil de controlar (GARCÍA MARÍ et al.,
1994). El control químico está dirigido prin-
cipalmente a los adultos, realizando trata-
mientos foliares y de suelo con productos
insecticidas de ingestión y de contacto, sien-
do efectivos en los primeros tratamientos,
aunque posteriormente pueden aparecer
poblaciones resistentes a estos insecticidas
(NIELSEN y ROTH, 1985). La eficacia de los
insecticidas es parcial debido a que los adul-
tos permanecen durante el día escondidos
bajo las macetas, plásticos y materiales de
los viveros. Históricamente se ha utilizado
un amplio rango de alternativas para contro-
lar esta plaga, como capturas masivas de
adultos, plantas de resistencia (NIELSEN y
DUNLAP, 1981; Doss y SHANKS, 1985;
SHANKS y Doss, 1986; GRAHAM etal., 1997),
rotación de cultivos (SMITH, 1932), etc, sin
conseguir controlarla totalmente.

Los patógenos también han sido utiliza-
dos como estrategia de control de estos
insectos. Diversos estudios han utilizado
hongos entomopatógenos como Metarhi-
zium anisopliae para el control de larvas de

otiorrincos (SOARES et al., 1983; ANDERSCH
et al., 1990; MOORHOUSE et al., 1992; STEN-
ZEL, 1994; KERSHAW etal., 1999). Otros tra-
bajos han estudiado la efectividad de Baci-
llus thuringiensis en las larvas de O. sulca-
tus, aunque no proporciona un control signi-
ficativo (HERRNSTADT et al., 1986). ANÓN
(1987) también observó que la utilización de
virus contra las larvas de O. sulcatus tampo-
co era efectiva.

El estudio de los nematodos entomopató-
genos, como agentes de control biológico de
los otiorrincos, ha avanzado muy rápidamen-
te en los últimos años. BEDDING y MILLER
(1981) observaron que los nematodos parasi-
tan todos los estadios larvarios, la pupa y los
adultos recién emergidos. Diversos estudios
han demostrado que el género Heterorhabdi-
tis es más efectivo que el género Steinerne-
ma (SCHIROCKI y HAGUE, 1997; LONG et al.,

2000). Es por ello que existen numerosos
estudios de la utilización de heterorhabdíti-
dos para el control de Otiorhynchus sulcatus
(BACKHAUS, 1994; KINOSHITA y YAMANAKA,
1998; WESTERMAN, 1998; KAKOULI-DUARTE
y HAGUE, 1999; WESTERMAN, 1999; GEOF-
FRION, 2000; LONG et al, 2000; BOFF et al,
2001; FITTERS etal., 2001; GILL etal., 2001;
TOL et al, 2001; TOMMASINI et al., 2001;
BOFF etal., 2002).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar
la eficacia de cepas autóctonas de nematodos
entomopatógenos, tanto heterorhabdítidos
como steinernemátidos, en el control de O.
sulcatus, comparándolas con cepas comer-
ciales. También se ha evaluado la efectividad
de las distintas cepas en los distintos estadios
del insecto.

MATERIAL Y MÉTODOS

Los diferentes estadios de O. sulcatus uti-
lizados en los ensayos procedían de una
población que se encontraba atacando plan-
tas de un vivero comercial de hiedras orna-
mentales en la localidad de Cánoves (Barce-
lona). Las plantas afectadas fueron llevadas
al laboratorio donde se extrajeron e identifi-
caron los individuos encontrados.



Se realizaron ensayos de laboratorio de
susceptibilidad de este insecto frente a
nematodos entomopatógenos sobre larvas y
pupas, así como pruebas de eficacia en
macetas.

Los nematodos entomopatógenos utiliza-
dos en estos ensayos fueron Steinernema
feltiae cepa PA procedente de suelo de un
cultivo de cerezo (Torrellas del Llobregat,
Barcelona), Steinernema arenarium cepa
S2, de suelo de un cultivo de cerezo (Mor-
garraz, Salamanca) (GARCÍA DEL PINO y
PALOMO, 1995) y la cepa comercial Heteror-
habditis bacteriophora (e-nema, Raisdorf,
Alemania).

Las formas infectivas de las 3 cepas de
nematodos fueron reproducidas en el labora-
torio sobre larvas del lepidóptero Gallería
mellonella siguiendo la técnica de DUTKY et
al. (1964). Las formas infectivas de los
nematodos se guardaron a una temperatura
de 4 - 6 °C en agua estéril durante un perio-
do de 10 a 14 días, comprobando su viabili-
dad antes de su utilización.

Susceptibilidad de las larvas
Para evaluar la susceptibilidad de las lar-

vas de O. sulcatus de último estadio se utili-
zaron los nematodos S. feltiae cepa PA y S.
arenarium cepa S2. Las cámaras utilizadas
para la infección de las larvas consistían en
placas de Petri de 50 mm de diámetro con
4,5 g de turba esterilizada. Se añadían los
nematodos en lml de agua estéril y a conti-
nuación se colocaba una única larva por
placa, realizando 30 repeticiones por trata-
miento y dosis. Se realizó además una serie
control donde sólo se añadió agua estéril.

Todas las placas fueron selladas con para-
film y se mantuvieron en una cámara clima-
tizada a una temperatura de 25±2°C, en total
oscuridad. Las dosis de nematodos entomo-
patógenos fueron de 12, 25 y 50 nemato-
dos/cm2. Se realizó un seguimiento diario
hasta la muerte del insecto o la aparición del
adulto. Tras dos días de la muerte del indivi-
duo, se procedía a su disección, comproban-
do la existencia de nematodos entomopató-
genos en su interior.

Susceptibilidad de las pupas
Se utilizaron nematodos de las especies

Heterorhabditis bacteriophora (e-nema) y
Steinernema arenarium cepa S2.

En placas de Petri de 50 mm de diámetro
con arena estéril al 15 % H.R. se añadió 0,5
mi de agua estéril con nematodos. Se intro-
dujo una pupa de O. sulcatus por placa, y se
selló con parafilm. Todas las placas se man-
tuvieron a 25±2°C de temperatura y total
oscuridad. Se realizaron series de 20 repeti-
ciones para cada tratamiento a una única
dosis de 50 nematodos/cm2 (dosis reco-
mendada en la cepa comercial), además de
una serie control donde solamente se añadió
agua estéril.

El seguimiento se hizo diariamente, hasta
la muerte del individuo o emergencia del
adulto, comprobando en el primer caso la
existencia de nematodos entomopatógenos
en el interior.

Prueba en macetas
En esta prueba se testaron los nematodos

Heterorhabditis bacteriophora (e-nema) y
Steinernema arenarium cepa S2. Se utiliza-
ron plantas de hiedra en maceta con sínto-
mas de estar atacados por O. sulcatus. Todas
las plantas tenían una edad que oscilaba
entre 1 y 1,5 años, y estaban en macetas de
14 cm de diámetro y 1,5 litros de capacidad.
Las hiedras pertenecían a las especies Hede-
ra algeriensis var. marengo y Hedera helix
var. hibernica.

Para cada especie de nematodo se realiza-
ron 30 repeticiones, aplicando una única
dosis inicial de 50 nematodos/cm2 en 40 mi
de agua. En el grupo control se realizaron 23
repeticiones y sólo se aplicó agua. Las plan-
tas se mantuvieron a una temperatura de
25±4°C, y un fotoperiodo de 18 horas de luz
y 8 horas de oscuridad, manteniendo un
riego diario mediante pulverización. Des-
pués de 14 días del inicio de la aplicación, se
procedió a analizar las plantas tratadas deter-
minando el número de pupas y adultos, vivos
y muertos, encontrados. Debido a que no
todos los individuos muertos pueden reco-
gerse al cabo de este tiempo porque, en ese



periodo de tiempo, en muchos casos se han
descompuesto y resulta imposible detectar-
los, se utilizó la transformación de ABBOT
(1925) para calcular el porcentaje de eficacia
de cada tratamiento.

Para el análisis estadístico de los resulta-
dos, se utilizó el test de Chi-cuadrado para
comparar los porcentajes de mortalidad entre
los distintos tratamientos y se realizaron aná-
lisis de regresión para comprobar la relación
entre concentraciones y mortalidad.

RESULTADOS

Susceptibilidad de las larvas
Los porcentajes de mortalidad de los dife-

rentes tratamientos a distintas concentracio-
nes observados a los 6 y 12 días se muestran
en el Cuadro 1.

En las Figuras 2 y 3 se muestra el porcen-
taje de mortalidad a lo largo de los 12 días
que duró el ensayo para cada uno de los dos
tratamientos testados, S.feltiae cepa PA y S.
arenarium cepa S2.

En el tratamiento con S.feltiae cepa PA
(Fig. 2) se observa que existen diferencias
significativas entre algunas concentracio-
nes en los días 6 y 12, pero no existe rela-
ción entre la concentración aplicada y la
mortalidad. En el día 12 no se detectan
diferencias significativas entre las concen-
traciones mayor y menor, pero sí entre
estas y la intermedia, de 25 nematodos/cm2

(X2=4,48, p<0,01). Hay que destacar que es
la concentración menor, de 12 nemato-
dos/cm2, la que alcanza una mayor mortali-
dad (23,33 %).

En el tratamiento con S. arenarium cepa
S2 (Fig. 3), no se observan diferencias signi-
ficativas entre las distintas concentraciones a
lo largo del ensayo, alcanzando todas ellas
una mortalidad mínima del 20 %.

Al realizar un análisis de regresión para
comprobar si existe una relación lineal entre
la concentración de nematodos y el porcen-
taje de mortalidad, se observa que tanto para
el tratamiento con S. feltiae cepa PA como
para el tratamiento S. arenarium cepa S2 los
datos obtenidos no se ajustan a un modelo de
regresión lineal en ninguno de los dos casos
(R2=0,50, p>0,05; R2=0,55, p>0,05, respec-
tivamente).

Susceptibilidad de pupas
Los resultados, reflejados en la Figura 4,

muestran la eficacia de los nematodos S. are-
narium cepa S2 y H. bacteriophora (e-nema)
en el control de las pupas de O. sulcatus. En
el día 7, S. arenarium cepa S2 alcanza una
mortalidad del 100 %, significativamente
superior al 75 % obtenido en el tratamiento
con H. bacteriophora (X2, p<0,05). Sin
embargo, el día 9 esta mortalidad se iguala,
no observándose diferencias significativas
entre los dos tratamientos (X2, p>0,05). Es
de destacar que al final del ensayo, en los dos
tratamientos se alcanza el 100 % de mortali-
dad de las pupas.

Prueba en macetas
En el Cuadro 2 se muestra el número de

pupas y adultos recogidos vivos y muertos al
analizar las macetas después de 14 días del
inicio del tratamiento.

Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad de las larvas de otiorrincos en placa de Petri a los 6 y 12 días del inicio del
ensayo.



Figura 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de O. sulcatus tratadas con S.feltiae cepa PA a tres concentraciones
(expresadas en número nematodos/cm2) a lo largo de 12 días de duración del ensayo.

Al comparar los resultados obtenidos por
ambos tratamientos, se observa que el por-
centaje de eficacia obtenido mediante la fór-
mula de ABBOT (1925) a las dos semanas del
inicio de los tratamientos es del 71,26 % en
el caso de H. bacteriophora y del 68,97 % en

el caso de S. arenarium cepa S2, no detec-
tándose diferencias significativas entre ellos
(X2,p>0,05).

El porcentaje de eficacia sobre las pupas
es de 38,9 en el tratamiento con H. bacte-
riophora y 33,33 en el tratamiento con 5.

Figura 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de O. sulcatus tratadas con S. arenarium cepa S2 a tres concentraciones
(expresadas en número nematodos/cm2) a lo largo de 12 días de duración del ensayo.



Figura 4. Porcentaje de mortalidad de las pupas de O. sulcatus a lo largo de 11 días de duración del ensayo.

arenarium, mientras que el porcentaje de efi-
cacia sobre adultos es de un 87,5 y un 93,75
en cada tratamiento respectivamente, no
existiendo diferencias significativas entre
ambos tratamientos (X2, p>0,05).

DISCUSIÓN

En el presente estudio se ha podido deter-
minar que tanto las larvas como los estadios
pupales de O. sulcatus son susceptibles de
ser parasitados por nematodos entomopató-

genos de las familias Heterorhabditidae y
Steinernematidae. BEDDING y MILLER (1981)
ya observaron que los heterorhabdítidos son
capaces de parasitar todos los estadios larva-
rios, la pupa e incluso los adultos recién
emergidos de O. sulcatus.

Se ha observado una baja efectividad de
S. feltiae cepa PA en el control de las larvas
de este insecto (30 % de mortalidad). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por
MOORHOUSE et al. (1992), quienes determi-
naron que S. feltiae es una especie muy poco

Cuadro 2.- Efectos sobre O. sulcatus obtenidos después de 2 semanas de la aplicación de los tratamientos con
nematodos en macetas de hiedras.



efectiva en el control de las especies del
género Otiorhynchus, mientras que H. bacte-
riophora es más eficaz. Igualmente, KAYA
(1990) comprobó que, en general, H. bacte-
riophora es más virulenta para insectos cole-
ópteros que los steinernemátidos.

El presente trabajo demuestra la eficacia
de Heterorhabditis bacteriophora sobre
pupas de O. sulcatus. BEDDING y MOLYNEUX
(1982) observaron que H. bacteriophora
tiene la capacidad de poder penetrar en el
insecto a través de la cutícula gracias a la
presencia de un diente cuticular, por lo que
no es necesario que existan en el insecto
aberturas naturales. Esta capacidad podría
explicar que los nematodos puedan parasitar
los estadios pupales de O. sulcatus, que no
presentan estos orificios. El ensayo realizado
aplicando H. bacteriophora en macetas con
hiedras atacadas por O. sulcatus corrobora la
eficacia de estos nematodos en el campo.

La eficacia de S. arenarium cepa S2 sobre
larvas y pupas de O. sulcatus difiere de
forma importante. La mortalidad producida
en las larvas es de un 58 % mientras que en
las pupas alcanza el 100 %. La eficacia obte-
nida en pupas coincide con los resultados
obtenidos para H. bacteriophora. Ambas
especies comparten una misma estrategia de
búsqueda del hospedador. CAMPBELL y GAU-
GLER (1993) demostraron que los nematodos
que buscan activamente al hospedador, como
S. riobrave, S. arenarium y Heterorhabditis
sp., son más efectivos en encontrar hospeda-

dores inmóviles que móviles. Tanto las
pupas como las larvas de O. sulcatus son
estadios poco móviles, con lo que las dife-
rencias de efectividad de S. arenarium son
difíciles de explicar. Una posible explicación
podría ser que el ensayo sobre las larvas se
realizó en un substrato de turba, mientras
que las pupas se colocaron en arena. El subs-
trato utilizado podría ser un factor importan-
te en la capacidad de encontrar y parasitar al
insecto por parte del nematodo. La textura
del suelo y su contenido de agua son impor-
tantes parámetros abióticos que determinan
su eficacia en términos de movilidad de los
nematodos (GEORGIS y POINAR, 1983; BAR-
BERCHECK y KAYA, 1991), persistencia
(KUNG et al., 1990) y virulencia (MOLYNEUX
y BEDDING, 1984). Los suelos arenosos per-
miten una mayor movilidad de algunos
nematodos como H. bacteriophora y algunas
especies de Steinernema (BARBERCHECK,
1992), debido a que se crea un mayor núme-
ro de espacios intersticiales por donde des-
plazarse, existe una mayor oxigenación del
medio y una menor compilación del substra-
to que en suelos arcillosos.

La utilización de nematodos entomopató-
genos puede ser una buena alternativa de
control de O. sulcatus, pero para obtener una
mayor eficacia en los cultivos de zonas
mediterráneas son necesarios futuros estu-
dios de selección de cepas autóctonas, que
estén mejor adaptadas a las condiciones
extremas del clima mediterráneo.

ABSTRACT

MORTON A., F. GARCÍA DEL PINO. 2005. Susceptibility of Otiorhynchus sulcatus
(Coleóptera: Curculionidae) to entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernema-
tidae and Heterorhabditidae). Bol. San. Veg. Plagas, 31: 243-251.

The black vine weevil, Otiorhynchus sulcatus, is an important pest of ornamental and
horticultural plants, attacking leaves and roots. The damage is reflected in reduced
growth and production, and lower plant quality.

In this study we evaluated the susceptibility of O. sulcatus larvae and pupae to ento-
mopathogenic nematodes under laboratory conditions in Petri dishes and pots. The effi-
cacy of endemic strains was compared to commercial strains of heterorhabditids and
steinernematids.

In Petri dish assays, insect larvae exposed to Steinernema feltiae strain PA and 5. are-
narium strain S2 gave moderate levels of mortality (23 % and 20 % respectively). The
nematode species S. arenarium strains S2 and Heterorhabditis bacteriophora were
equally effective, showing high mortality (100 %) to pupae. These strains were used in



pot assays of ivy plants. The efficacy of both treatments resulted in the high control of
adults (>87 %), and in the moderate control of O. sulcatus pupae (>33 %).

Key Words: Otiorhynchus sulcatus, coleóptera, entomopathogenic nematode,
Steinernema feltiae, S. arenarium, Heterorhabditis bacteriophora, biological control.
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