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UNA NUEVA POBLACION DE HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA POINAR,
1975 (HETERORHABDITIDAE) DE RIO NEGRO, ARGENTINA:
CARACTERIZACION Y ACCION SOBRE EL HUESPED

por
M. M. A. DE DOUCET y M. A. BERTOLOTTI

Resumen. Se describe una poblacidon de Heterorbabditis bacteriophora Poinar, 1975 de Rio Negro (RN), Argen-
tina. Se estudian sus caracteres morfoldgicos y morfomeétricos v se sefiala su acciéon sobre el huésped. Esta po-
blacién se compara con una procedente de Cordoba (RIV). El nematodo en estudio fue aislado de muestras de
suelo procedentes de Rio Negro mediante técnica rapida. Los nematodos fueron obtenidos y procesados segin
técnicas standard. Los caracteres morfométricos amplian los rangos conocidos, a diferencia de los morfologicos
que son semejantes a los descriptos para otras poblaciones. Los insectos muertos mantienen la coloracion y no
producen bioluminiscencia. El estudio comparativo con RIV mostré diferencias significativas entre los caracteres
morfométricos de todos los estadios (hermafroditas, larvas, hembras y machos). Los resultados ponen de mani-
fiesto la importancia de caracterizar correctamente las diferentes poblaciones de H. bacteriophora.

Summary. A new population of Heterorhabditis bacteriophora Poinar 1975 (Heterorbabditidae) from Rio Ne-
gro, Argentina: Characterization and effects on bost. A new population of the entomogenous nematode Hetero-
rbabditis bacteriophbora Poinar, 1975, from Rio Negro, Argentina is described and its effect on its host is ana-
lyzed. Morphometric and morphological characters of this populations (RN) and another from Coérdoba (RIV)
were compared. H. bacteriopbora RN was extracted from soil samples from Rio Negro using the rapid method
for entomogenous nematodes. The nematodes were reared and processed by standard methods. The analysis of
morphometrical characters broadens the ranges known for this species, but morphological characters are similar
to those already reported. Parasitized insects do not change their colour and do not produce bioluminescence.
There are significant differences between RN and RIV populations in the measurements of all the stages. The
need for a correct characterization of H. bacteriophora populations is emphasized.

Heterorbabditis bacteriophora Poinar, 1975
se caracteriza por ser un nematodo entomo-

sp. aislado en Australia cuya bacteria no pre-
senta bioluminiscencia (Boemare y Akhurst,

patdgeno y estar relacionado con bacterias en-
dosimbiontes del género Photorbabdus (Entero-
bacteriaceae) (Boemare y Doucet, 1996). La
multiplicaciéon de las bacterias genera biolumi-
niscencia y cambios en la coloracion del insec-
to, torndndose rojizo (Poinar, 1975a; 1979; 1990;
Akhurst y Boemare, 1990). A esta generalidad
cabe una excepcion, la de un Heterorbabditis

1988).

Dado el interés practico que revisten, en la
lucha contra insectos plaga (Gaugler y Kaya,
1990; Wouts, 1991; Doucet y Laumond, 1996)
es necesaria su correcta identificacion y por lo
tanto, imprescindible caracterizar las distintas
poblaciones a fin de precisar los limites de la
especie.
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La distribucion de H. bacteriophora es am-
plia, abarcando las regiones holartica, australia-
na y neotropical (Poinar, 1990). En Argentina,
estudios realizados en Cordoba, revelaron su
presencia en departamentos del centro y sur
(Doucet vy Bertolotti, 1994). Recientemente, una
nueva poblacion ha sido localizada en la pro-
vincia de Rio Negro.

Los objetivos del presente trabajo fueron ca-
racterizar morfoldgicamente y morfométrica-
mente la poblacidon aislada en Rio Negro (RN),
comparar esta poblacion con otra de Argengina,
procedente de Rio Cuarto (RIV), cuyos limites
se conocen en detalle, v determinar la accién
que ejerce sobre el huésped.

Materiales y métodos

H. bacteriophora RN fue aislada a partir de
muestras de suelo procedentes de una planta-
cion de Malus sylvestris Mill. (Fam. Rosaceae)
en Rio Negro durante 1991.

Las larvas infectantes se detectaron mediante
técnica rapida (Doucet, 1986).

La multiplicacion del nematodo y las obser-
vaciones de los huéspedes parasitados se reali-
zaron sobre larvas de Galleria mellonella (L)
(Lepidoptera: Pyralidae). Los estadios considera-
dos fueron: hermafroditas, hembras, machos y
larvas infectantes (tercer estadio larval) obteni-
dos y procesados segin técnicas standard (Sta-
nuszek, 1974; Poinar, 1975b).

Los caracteres morfométricos considerados
fueron los que usualmente se utilizan para de-
scripciones de nematodos entomédfagos (Stanu-
szek, 1974). Se analizaron treinta individuos de
cada estadio y para cada caricter morfométrico
se calculd: rango, media y desviacion standard.

El estudio comparativo con H. bacteriophora
RIV (Doucet y Doucet, 1986) se realiz6 median-
te un andlisis de varianza. A fin de establecer
diferencias entre ambas poblaciones se consi-
der6 el valor de F cuando éste fue significativo
(P<0.001) (Sokal y Rohlf, 1980).

Resultados

DESCRIPCION (FIG. 1) (Tabla 1)

a. Hermafroditas

Cuerpo cilindrico y alargado. Cuticula lisa.
Region anterior levemente redondeada. Boca
terminal rodeada por seis labios. Esdfago en
forma de clava con bulbo basal piriforme. Anil-
lo nervioso rodeando al eséfago en proximidad
del istmo. Poro excretor situado generalmente a
nivel del bulbo basal. Vulva prominente en la
region media del cuerpo. Cola corta terminada
en punta.

b. Hembras

Morfométricamente distintas de las hembras
de la generacidon hermafrodita, son semejantes
en cuanto a la morfologia. Cabe senalar la pre-
sencia de una vulva fuertemente cuticularizada.

c. Machos

Testiculo simple y flexionado. Aparato copu-
lador representado por un par de espiculas
simétricas. Gubernaculo presente. Bursa copula-
triz sostenida por nueve pares de papilas, tres
preanales y seis postanales.

d. Larvas infectantes

Cuerpo fino y alargado, cubierto por una do-
ble cuticula: La propia y la correspondiente al
estadio larval anterior (segundo estadio). Esta
cuticula presenta estriaciones longitudinales y
transversales muy marcadas en el primer tercio
de su longitud, lo que le confiere un aspecto
cuadriculado. Estas estraciones se hacen menos
evidentes en el resto del cuerpo. Regidn ante-
rior redondeada. Presencia de un diente dorsal.
Esofago con bulbo basal piriforme. Poro excre-
tor a nivel del istmo. Hemizonidio situado por
encima del poro excretor. Presencia de bacte-
rias en la 1ra. porcién del intestino.
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TaBia T ~ Valores morfométricos de Heterorhabditis bacteriophora de Rio Negro y de Cordoba, Argentina.

larva infectiva

hermafrodita hembra macho
Caracteres
RN RIV RN RIV RN RIV RN RIV
Longitud (L) total 3.4610.78 5.01£0.41* 1.83%0.12 2141017 0.93810.044 0.845+0.057* 603+19.67  601.8%26.26
(2.4-4.8) (4.2-5.6) (1.65-2.15) (1.82.4) (0.85-1.03)  (0.70-0.94) (560-640) (530-660)
Ancho (A) miaximo 185.75£24.03 202.6£16.99 112.948.20 123.46+13.39* 43.56+1.63  44.63+2.94 2310.78 25.66+1.70%
(145-222.5) (175-242) (95-127.5) (100-162) (40-47) (37-50) (22-25) (22-30)
L. extremo anterior 175.58£23.27 189.93£13.65 131.2518.34 149.76%8.33* 88.36+4.52  129.246.07* 96.764.93  100.243.69
poro excretor (142.5-212.5)  (163-225) (117.5-150) (122-162) (78-98) (113-140) (90-112) (93-108)
L extremo anterior 136.41%17.26 138.8648.37 95.75t6.47  93.23%5.20 77.4633.78  77.2643.47  80.06£3.75 83.23%2.76*
anillo nervioso  (107.5-167.5)  (125-152)  (82.5-107.5)  (83-102) (70-85) (70-85) (73-86) (80-90)
L. extremo anterior 189.41423.83 199.0318.25 35.8345.62 133.63%6.77 101.9£3.06  102.2+3.44 116.3+4.16  120.0%£5.10
bulbo basal (155-225) (180-220) (125-150) (108-145) (94-107) (95-110) (108-122) (110-130)
A. cuerpo 4 nivel po- 104.76+14.65 118.03+8.52% 67.5845.27 27.8310.94 21.3610.49
10 excretor (77.5-127.5)  (103-142) (55-77.5) - (25-29) - (21-22) _
A cuerpo a nivel  89.91£11.28 99.26+6.05*  55.41%4.05 26.86£1.008 20.46£0.57
anillo nervioso (70-110) (90-112) (50-65) - (25-29) _ (20-22) _
A. cuerpo 112.08+15.25 118.83%9.98  68.75+4.58 30.23£1.006 21.96+0.76  22.86%1.25
a nivel bulbo basal ~ (90-145) (95-134) (60-77.5) _ (28-32) _ (21-24) (19-25)
L. cola 61.1618.97 72.8x7.09* 67.4114.61  54.46+4.83*  30.33%2.03 24.1£1.76* 101.54£6.72  94.46+5.00*
(47.5-87.5) (50-87) (60-77.5) (40-65) (26-35) (20-27) (88-113) (84-105)
A cuerpo a nivel ano  35.1629.30  53.313.66*  26.25£2.60  27.743.79  20.241.42  22.1%1.27° 15254120  15.90£0.75
(22.5-55) (45-62) (22.5-32.5) (23-40) (18-25) (20-2%) (13-17) 14-17)
Indice V 45.80+2.96  40.53+1.54* 46.51+1.52  46.73+2.37
(39.53-50.9) (35-45) (42.7-48.9) (41-50) _ _ _ _
Indice A 26.24+1.16  23.51%1.32*
_ _ - _ _ _ (23.75-28.63) (20.5-26.04)
Indice B 5.1810.17 5.01+0.27
_ _ _ _ _ _ (4.86-559)  (4.30-5.77)
Indice C (5.95£0.37 6.34+0.31*
_ _ _ _ _ . (5.22-6.66)  (5.85-7.00)
Indice D 0.8310.03 0.83%0.03
_ - _ _ _ _ (0.77-0.949  (0.75-0.93)
Indice E 0.9510.07 1.06+0.05*
_ _ _ - _ _ (0.82-1.10)  (0.95-1.17)
L. testiculo origen- 97.23x7.33  88.7+11.52
flexion _ _ — - (80-119 (75-115) _ _
L. testiculo flexién- 0.64+0.036  0.62£0.05
ano _ _ _ _ (0.57-0.70)  (0.49-0.70) — _
L. espicula 48.03£2,10  43.33+2.02*
_ _ _ _ (45-53) (39-47) - _
L. guberniculo 19.242.32 20.7£1.53
_ _ _ _ (14-23) (18-24) _ _

Las medidas se indican en wm, excepto las longitudes total y del testiculo desde la flexion hasta el ano (en mm). La disposicion de los
valores corresponde a: Media + Desvio Standard (Rango). * Diferencias significativas entre RN y RIV (P<0.001).
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Comparacion con B. bacteriopbora RIV

El anadlisis de varianza entre las poblaciones
RN y RIV arrojo diferencias significativas en los
caracteres morfométricos de los cuatro estadios
(Tabla D).

En hermafroditas, las diferencias se observan
en longitudes total y de la cola; anchos del
cuerpo a nivel del ano y del bulbo basal; indice
V. Esto representa el 55% del total de caracteres
considerados.

En hembras, las diferencias aparecen en lon-
gitudes total, del extremo anterior al poro ex-
cretor y de la cola; ancho médximo y del bulbo
basal. Igualmente, ésto es el 55% de los caracte-
res observados.

En machos, corresponden a longitudes to-
tal, del extremo anterior al poro excretor, de la
cola y de la espicula; ancho del cuerpo a nivel
del ano. Esto representa el 41.6% de los carac-
teres.

En larvas infectantes, presentan diferencias
significativas las longitudes del extremo anterior
al anillo nervioso y de la cola; anchos maximo
y del bulbo basal; e indices a, ¢ y e. Esto corre-
sponde al 50% de los caracteres considerados.

Observaciones biologicas

La fase parasitaria comienza cuando el ne-
matodo penetra en el insecto, atraviesa la pared
intestinal y se dirige al hemocel, alli libera las
bacterias endosimbiontes y la muerte del hué-
sped sobreviene entre 24 y 48 horas después.

Las larvas de G. mellonella muertas por la
accion de los nematodos conserva la coloracion
gris tipica; en un ambiente oscuro, no se ob-
servod luminiscencia.

El ciclo parasitario concluye cuando nuevas
larvas infectantes abandonan el cadaver del in-
secto, entre los 11 y 12 dias después de la in-
feccién. Junto con las larvas infectantes emer-
gen otros estadios juveniles y también adultos,
contenidos en el insecto.

Discusion

El estudio de los caracteres morfométricos
de la poblacion RN amplia los rangos conoci-
dos para la especie, en particular: longitudes to-
tal; del extremo anterior al poro excretor, al
anillo nervioso y al bulbo basal; de la cola, de
la espicula y del guberndculo; anchos maximo y
del cuerpo a nivel del ano; e indice V.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, son
semejantes a los descriptos para otras poblacio-
nes (Poinar, 1975a; Doucet y Doucet, 1986;
Doucet er al., 1996).

El analisis entre las poblaciones RN y RIV
evidencio diferencias significativas en adultos y
corresponden a las longitudes total, del extremo
anterior al poro excretor, de la cola y de la espi-
cula; anchos maximo y a nivel del ano. Por el
contrario, en el estadio infectante, no se registra-
ron diferencias significativas, en particular en los
caracteres: longitudes total, del extremo anterior
al poro excretor y del extremo anteiror al bulbo
basal. Estos resultados corroboran observaciones
anteriores en donde se demostré que en adultos
los caracteres son muy variables, ya que pueden
ser influenciados por las condiciones de cria, en
cambio las larvas infectantes son menos afecta-
das por dichos factores (Doucet er al., 1991).

La coloracion caracteristica v la biolumini-
scencia provocada por las bacterias endosim-
biontes asociadas a estos nematodos, no fue
observada en este aislado. En efecto, los insec-
tos parasitados conservaron su color gris tipico
y no se registréo emision de luz. Es conocido
que la produccion de pigmento y la manifesta-
cion del color son variables segin las cepas de
bacterias; ello daria lugar a la aparicion de dife-
rentes fenotipos, mds o menos pigmentados
(Boemare y Akhurst, 1988).

En funcidon de la dificultad de mantener en
laboratorio los cultivos de este aislado, podria
tratarse, dada la falta de sincronizacién de la
emergencia de las larvas infectantes, de un ne-
matodo que habria perdido por error la bacteria
asociada (Boemare y Doucet, 1996).
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Los resultados alcanzados sefialan la impor-
tancia de caracterizar correctamente las pobla-
ciones y la conveniencia de considerar el esta-
dio infectante para el reconocimiento de H.
bacteriopbhora. El color de los insectos parasita-
dos y la bioluminscencia tienen un valor relati-
vo en la determinacion de los nematodos.

Agradecimientos. Este trabajo fue realizado
con fondos provenientes de CONICOR, CONI-
CET y SECYT (UNC).

Obras citadas

AxHUrsT R. J. vy Boemare N. E., 1990. Biology and taxo-
nomy of Xenorbabdus. Pp. 75-90. En: Entomopathoge-
nic Nematodes in Biological Control (R. Gaugler and
H. K. Kava, Eds.). CRC Press, Boca Raton, Florida.

Bormage N. E. y AKHURST R. J., 1988. Biochemical and phy-
siological characterization of colony form variants in
Xenorbabdus spp. (Enterobacteriaceae). J. Gen. Micro-
biol., 134 751-761.

Boemare N. y Doucer M. M. A. de, 1996. Estudio de Xe-
norbabdus y Photorbabdus spp., bacterias asociadas a
los nematodos entomopatogenos. En: Microorganismos
patogenos empleados en el control microbiano de
plagas. Ed. Lecuona. Sudamericana (en prensa).

Doucer M. M. A. de, 1986. Técnica ripida para detectar
nematodos entomofagos. Rev. Cs. Agrop., 5 57-63.

Doucer M. M. A. de y BERTOLOTTI M. A., 1994. Nuevos regi-
stros de nematodos entoméfagos (Steinernematidae;
Heterorhabditidae) en Cordoba, Argentina. En Actas:
XI J. Cient. Soc. Biol. de Tucumin, No. 38. San Pedro
de Colalao, Tucuman. 6, 7 y 8 de Octubre de 1994.

Doucer M. M. A. de, BertoLOTIT M. A. v CaGNOLO S. R.,
1996. On a new isolate of Heterorbabditis bacteriopho-
ra Poinar, 1975 (Nemata: Heterorhabditidae) from Ar-

Aceptado para la publicacion el 22 de Marzo 1996.

gentina: life cycle and description of infective juveni-
les, females, males and hermaphrodites of 2nd. and
3rd. generation. Fund. appl. Nematol. (en prensa).

Doucer M. M. A. de y Doucer M. E., 1986. Nuevos datos
para el conocimiento de Heterorbabditis bacteriophora
Poinar, 1975. Rev. Inv. Agrop., 21: 1-10.

Doucer M. M. A. de, DouceT M. E. y BERTOLOTTI M. A.,
1991. Efecto de la temperatura de crfa e intensidad de
infestacion sobre los caracteres morfométricos de Here-
rorhabditis bacteriopbora. Anilisis de variabilidad. Ne-
matropica, 21: 37-49.

Doucer M. M. A. de y Laumonn C., 1996. Uso de nemato-
dos entomopatdgenos a campo. En: Microorganismos
patogenos empleados en el control microbiano de pla-
gas. Ed. Lecuona. Sudamericana. (en prensa)

GAUGLER R. y Kava H. K., 1990. Entomopathogenic nema-
todes in biological control. CRC Press Ed. Boca Raton,
Florida. 365 pp.

PoiNar G. O. Jr., 1975a. Description and hiology of a new
insect parasitic rhabditoid, Heterorbabditis bacteriopho-
ra n. gen. n. sp. (Rhabditida: Heterorhabditidae n.
fam.). Nematologica, 21: 463-470.

PomNar G. O. Jr., 1975b. Entomogenous nematodes. A ma-
nual and bost list of insects nematode associations. E. ].
Brill Leiden, NY, 317 pp.

PoNar G. O. Jr., 1979. Entomogenous nematodes for bio-
logical control. CRC Press Ed. Boca Raton, Florida.
277 pp.

PomNar G. O. Jr., 1990. Taxonomy and biology of Steiner-
nematidae and Heterorhabditidae. Pp. 40-47. En: Ento-
mopathogenic Nematodes in Biological Control (R.
Gaugler and H. K. Kaya, Ed.). CRC Press, Boca Raton,
Florida.

SoraL R. R. y RoHir F. J., 1980. Introduccion a la bioestadi-
stica. Reverté Ed., México. 362 pp.

STANUSZEK S., 1974. Suggestions for the unification of prin-
ciples for describing nematodes of the genus Neoaplec-
tana Steiner, 1929 (Nematoda: Rhabditoidea, Steinerne-
matidae). Zesz. Probl. Postepow Nauk Roln., 154 465-
471.

Wours W. M., 1991. Steinernema (Neoaplectana) and He-
terorbabditis Species. Pp. 855-897. En: Manual of Agri-
cultural Nematology W. R. Nickle, Ed., Marcel Dekker,
Inc., New York.

~ 174 —





