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RESUMEN

Doucet, M. M. A. de, M. E. Doucet, y M. A. Bertolotti. 1991. Efectos de temperatura de
cria e intensidad de infestacion sobre los caracteres morfométricos de Heterorhabditis bac-
teriophora. Analisis de variabilidad. Nematro6pica 21:37—49.

Se estudi6 la variabilidad de los caracteres morfométricos del nematodo entoméfago
H. bacteriophora y la influencia que ejercen sobre ellos la temperatura de cria (20 y 30 C)
e intensidad de infestacién (baja = 1-10 larvas por huésped y alta = 100-150 larvas por
huésped). Los estadios del ciclo de vida considerados fueron: hermafrodita, macho,
hembra, y larva infestiva (3er estadio). Se observé que en general, la variabilidad es re-
ducida, principalmente en larvas infestivas y machos. No se detect6 correlacién alguna
entre el grado de variabilidad de los diferentes caracteres y los tratamientos efectuados.
Se observé que los caracteres morfométricos estin influenciados por los factores
evaluados, ya sea por separado o por la combinacién de ambos. El estadio en el que la
influencia de esos factores es mayor, es el de hembras; éste ademas mostr6 una mayor
variabilidad en sus caracteres morfométricos. Se estima que diversos factores' del medio y
diferentes condiciones de cria pueden incidir sobre la variabilidad de los caracteres es-
tudiados. )
Palabras clave: Factores del medio, factores denso-dependentientes, Galleria mellonella,
Heterorhabditis bacteriophora, intensidad de infestacién, nematodo entomoéfago, variabilidad
morfométrica, temperatura.

ABSTRACT

Doucet, M. M. A. de, M. E. Doucet, and M. A. Bertolotti. 1991. Effects of growth temper-
ature and infestation level on morphometric characters of Heterorhabditis bacteriophora.
Variability analysis. Nematrépica 21:37-49.

The variability of morphometric characters of the entomogenous nematode H. bac-
teriophora was studied. The effects of temperature (20 and 30 C) and infestation intensity
(low = 1-10 larvae per host and high = 100-150 larvae per host) were evaluated. The
life stages considered were: hermaphrodite, male, female, and infective larva (3rd stage).
In general, the variability observed was low, particularly in infective larvae and males. No
correlation between the degree of variability of morphometric characters and the treat-
ments was detected. Morphometric characters were influenced by the factors considered
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separately or combined. Their influence was greater on females, which had higher vari-
ability in morphometric characters. It is suspected that various environmental factors and
growth conditions may influence variability of the studied characters.

Key words: Density-dependent factors, entomogenous nematode, Galleria mellonella,
Heterorhabditis bacteriophora, infestation level, morphometric variability, temperature.

INTRODUCCION

Los caracteres morfométricos utilizados en la caracterizaciéon de
nematodos, muestran una cierta variabilidad intra e interespecifica que
es funcion de diversos factores (3). Entre los nematodos fitéfagos, ha
sido comprobado que el huésped y su fisiologia, el origen geografico de
la poblacién y la temperature influyen sobre esos caracteres (5,8,9,10).
Entre nematodos de vida libre asociados con bacterias se ha puesto en
evidencia una marcada variabilidad intra-especifica cuando se desarro-
llan bajo diferentes condiciones del medio (1,2,4). Por otro lado, entre
los nematodos entomofagos se ha encontrado la existencia de una con-
siderable variabilidad intra e interespecifica en las familias Steiner-
nematidae y Heterorhabditidae, sin que se conozca con exactitud hasta
el momento las causas que las originan; aunque se supone que las con-
diciones de desarrollo de los nematodos ejercerian una cierta influencia
(16,18,19,22). El desconocimiento generalizado acerca de esa variabili-
dad asi como de su origen, ha dado lugar a serios errores de identifica-
cién generando problemas en la taxonomia de los citados nematodos
(19,20). ‘

Estudios efectuados sobre Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1975,
han revelado la existencia de una cierta variabilidad intra-especifica en
los caracteres morfométricos. Esta variabilidad es mas marcada en las
hembras (7,17) y se acepta que a la variabilidad propia de la especie se
suma la accién de diversos factores relacionados con la cria de esos
nematodos (19,22,23). A fin de contribuir a un mejor conocimiento de
esta especie de nematodo, se evalta en el presente trabajo la variabilidad
de los mencionados caracteres y la influencia que ejercen sobre ellos la
temperatura de cria y la intensidad de infestacion.

MATERIALES Y METODOS

Los nematodos utilizados provinieron de una poblacién mantenida
en condiciones de laboratorio, originaria de la localidad de Rio Cuarto,
provincia de Cordoba, Argentina (7). La multiplicacién de los
nematodos se efectu6 parasitando larvas de Galleria mellonella L. criadas
en condiciones controladas a 25 C (16). Para llevar a cabo los experimen-
tos se ultizaron larvas del insecto pertenecientes al tltimo estadio (5to)
cuyo peso oscil6 entre 0.20 y 0.25 g.
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Para lograr las infestaciones, se utilizaron cajas de petri provistas de
dos discos de papel de filtro sobrepuestos. Sobre el papel superior se
distribuyé de manera uniforme una suspension acuosa de larvas infes-
tivas de nematodos. A continuacién se colocaron los insectos; el conjunto
se llevé a una estufa a 25 C.

El efecto de la intensidad de infestacién se analizé considerando dos
niveles, uno bajo y otro alto. En el primer caso se permite el ingreso de
1-10 larvas infestivas por huésped; en el segundo se permite la penetra-
ci6n de 100-150 larvas por huésped. Para lograr el nivel bajo, se inte-
rrumpe el contacto nematodo-insecto a los 30 min de iniciado. In-
mediatamente después, se sumerge el huésped en agua a 25 C a fin de
evitar la posterior penetracién de larvas que pudieran quedar adheridas
a la cuticula; seguidamente se seca entre papeles de filtro. Para el nivel
alto, la interrupcioén se efectta a las 20 horas.

El efecto de la temperatura de cria se evalué colocando las larvas de
insecto parasitadas a dos niveles diferentes, 20 y 30 C. Los experimentos
realizados consistieron en las cuatro combinaciones siguientes: baja in-
festacion a 20 C; baja infestacién a 30 C; alta infestacién a 20 C; alta
infestacién a 30 C.

Para la recuperacién y procesado de los nematodos, se consideraron
los estadios que normalmente se tienen en cuenta al describir po-
blaciones de nematodos entomoéfagos (23). Estos fueron hermafroditas,
machos, hembras, y larvas infestivas (3er estadio larval). Los adultos se
obtuvieron mediante disecciones periédicas en solucién Ringer de los
huéspedes parasitados. A los 20 C de temperatura, las hermafroditas y
los machos se obtuvieron entre los 4 a 5 dias después de la muerte del
insecto; las hembras entre 6 a 7 dias y las larvas infestivas después de
13 a 14 dias. A 30 C, las hermafroditas y los machos aparecieron a los
2 y 3 dias, las hembras a los 4 y 5 dias, y las larvas infestivas al cabo de
9 a 10 dias.

Los nematodos fueron muertos por accién de fijador caliente (14) y
transferidos a preparaciones microscépicas permanentes en glicerina
pura anhidra.

Los caracteres morfométricos considerados son los que usualmente
se utilizan en las descripciones de nematodos entomoéfagos (23) y de H.
bacteriophora en particular (7,16,17). Los caracteres relacionados con la
longitud total (L) y la longitud del testiculo desde la flexién hasta el ano
(Lta), se midieron sobre el dibujo mediante cimara clara en un micros-
copio 6ptico Zeiss Lb 16. Los valores correspondientes a estos caracteres
se expresan en mm. Las medidas de los caracteres restantes se tomaron
directamente con el ocular provisto de una escala micrométrica ex-
presada en pm (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteres morfométricos considerados.”

Estadios
Larvas
Caracteres morfométricos infestivas Hermafroditas Hembras Machos

Longitud total del cuerpo (L) + + + +
Ancho maximo del cuerpo (A) J + + + +
Longitud del estoma (L.est) + + + +
Distancia entre el extremo anterior

y el poro excretor (L.pex) + + + +
Ancho del cuerpo a nivel del poro

excretor (A.pex) + + + +
Longitud del es6fago (L.es) + + + +
Ancho del cuerpo a nivel del bulbo

esofagico basal (Ac.bb) + + + +
Ancho méximo del bulbo esofagico

basal (A.bb) + + + +
Longitud de la cola (L.c) + + + +
Ancho del cuerpo a nivel del

ano (A.a) + + + +
Indice V (V) - + + -

Longitud del testiculo desde su

extremo anterior hasta la flexién

(L.t.fx) - - - +
Longitud del testiculo desde la

flexion hasta el ano (L.t.a) - - -
Longitud de las espiculas (L.esp)
Longitud del gubernéculo (L.gu) - - -

[
[
|
++ +

* + Se considera en el estadio mencionado. — No corresponde a ese estadio.

La cantidad de individuos procesados por estadio fue de 15 para
cada una de las combinaciones de temperatura e intensidad de infesta-
cién consideradas. Esta cantidad, surge del calculo de muestra minima
(6) de acuerdo con la expresion:

_2 2

X - E

en la que: S = desviacién estandar; X = media de la muestra; E = error
standard (fijado en este caso en 5%).

Para cada caracter estudiado se consideraron los siguientes parame-
tros: rango, media, desviacion standard y coeficiente de variacion. Con
el fin de conocer la influencia de los factores mencionados (de manera
individual o conjunta), se efectué un anilisis de doble via (21).
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RESULTADOS

Variabilidad de los caracteres: Las dimensiones correspondientes a los
distintos caracteres muestran una cierta variabilidad que, en general,
puede ser considerada como baja (Cuadros 2,3,4, y 5). Excepcionalmente
excede el 30% (longitud del estoma en machos provenientes de altas
infestaciones realizadas a las dos temperaturas evaluadas, y en hembras
provenientes de bajas infestaciones a 20 C). Pocos coeficientes de varia-
ci6n oscilan entre el 15 al 20%, mientras que la gran mayoria estd por
debajo del 10%.

No se observo una correspondencia estricta entre el grado de varia-
ci6én de cada caracter y los distintos tratamientos. Sélo fue posible senalar
la existencia de caracteres poco variables, tales como la longitud total del
cuerpo v la longitud del es6fago, en contraposicién a otros muy variables,
tales como la longitud del estoma en todas las circunstancias tenidas en
cuenta y la anchura del cuerpo a nivel del ano en hermafroditas y hem-
bras originadas a bajas temperaturas.

Ademas, se determiné que en las larvas infestivas y en los machos, la
variabilidad es menor para la generalidad de los caracteres, mientras
que en las hembras es donde aparecen los mayores coeficientes de varia-
ci6n. El estadio hermafrodita constituyé una situacién intermedia.

Influencia de los factores temperatura de cria e intensidad de infestacion:
Del anilisis de doble via (Cuadro 6) se deduce que el efecto ejercido por
cada uno de los factores por separado, asi como la interaccién de ambos
fue significativo en la mayoria de los casos.

Ese efecto es distinto no s6lo para cada caricter evaluado, sino tam-
bién en cada uno de los estadios considerados. Asi por ejemplo, se ob-
servé un marcado efecto de interaccién entre los dos factores para el
caracter longitud del es6fago en el estadio larvas infestivas, mientras
que en las hermafroditas y machos esa interaccién no fue observada.

Otro ejemplo lo constituye el caracter longitud del estoma. En las
larvas infestivas, el efecto de la temperatura e intensidad de infestacién
fue significativo; en las hermafroditas s6lo el primer factor influye, en
las hembras se manifest6 un claro efecto de interaccién, mientras que en
los machos sélo influyé el segundo factor.

Cabe hacer notar que en las larvas infestivas, cuatro caracteres
(ancho del cuerpo a nivel del poro excretor, ancho del cuerpo a nivel
del bulbo esofagico basal, ancho maximo del bulbo esofdgico basal y
ancho del cuerpo a nivel del ano), no fueron afectados por ninguno de
los factores evaluados. El resto de los caracteres para ese estadio asi
como la totalidad de los caracteres para los otros estan influenciados, en
mayor o menor grado, seguin sean los casos.

La proporcién seguin la cual se observa un efecto de interaccién de
los factores sobre los caracteres, es diferente segin sean los estadios.
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Asi, este efecto se presenta para el 82% de los caracteres en las hembras,
el 64% en los machos, el 40% en larvas infestivas y el 27% en herma-
froditas. En cuanto al efecto de cada uno de los factores por separado,
es igualmente en las hembras en el que influyen sobre la mayor parte
de los caracteres.

DISCUSION

Los valores de los caracteres morfométricos evaluados, se ajustan a
los de la poblacién tipo (17). Las diferencias observadas coinciden con
los resultados provenientes de estudios anteriores (7).

La variabilidad observada para los caracteres no es la misma en todo
los casos. Es posible definir grupos de elevada, media y escasa varia-
bilidad. En el primero, existen situaciones en las que a la variabilidad
propia del cardcter, influenciada entre otras cosas por el estado
fisiolégico del nematodo (15), tal como fuera demostrado para
Steinernema feltiae Filipjev, 1934, debe sumarsele la proveniente de la
dificultad para ser medido con precisién (24) como asi también, la resul-
tante de errores cometidos por el observador (11). En el presente
trabajo, ésta es la situacién que corresponde al caracter longitud del
estoma, que registra la mayor variabilidad en todos los estadios con-
siderados. '

Por su parte, el cardcter longitud del es6fago, es el menos variable
en todos los estadios y condiciones. En el caso particular de las hembras
y hermafroditas, el caricter indice V es el menos variable, coincidiendo
con lo que ha sido observado para este caracter en otras especies de
nematodos (12).

En los machos, el caracter longitud del testiculo desde su extremo
anterior hasta la flexién, se destaca por su elevada variabilidad. Esto
puede ser atribuido al estado de maduracién en el momento de la fija-
cién, tal como ha sido observado para S. feltiae (15).

Respecto a la influencia de los factores considerados sobre los carac-
teres morfométricos, se observa que tienen un efecto significativo y que
actian de manera diferente en cada estadio.

Cabe sefalar que la poblacién estudiada proviene de sucesivas mul-
tiplicaciones en condiciones controladas desde hace seis afios. Por
tratarse de condiciones de cria estables mantenidas por largo tiempo, es
probable que los individuos producidos sean el resultado de una deter-
minada seleccién y constituyan un grupo de organismos regularmente
homogéneo. A consecuencia de lo observado en este trabajo, es facil
suponer que esa variabilidad es ain mayor en condiciones naturales en
las que poblaciones de conformacién genética diferente estdn sometidas
a presiones variadas del medio.
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Cuadro 5. Valores de machos de Heterorhabditis bacleriophora provenientes de diferentes condiciones
de cria.

Condiciones de cria

Intensidad
de Datos
infestaciéon Temperatura estadisticos L A L.est L.pex A.pex
Baja* 20°C Rango 15-20  22.5-32.5 20-27.5 67.5-112.5 0.54-0.85
X 18.00 29.00 22.00 98.00 0.65
D.S. 1.60 2.00 2.41 14.60 0.08
C.V. 8.97 6.81 10.75 14.92 11.93
30°C Rango 15-20 27-37.5 20-29 97.5-150  0.54-0.72
X 17.50 33.00 23.00 121.00 0.64
D.S. 1.65 3.36 3.18 15.80 0.06
C.V. 9.42 10.18 12.91 13.07 9.37
Alta 20°C Rango 12.5-17.5 22.5-35  20-27.5 55-77.5  0.44-0.60
X 15.00 28.00 24.00 67.00 0.53
D.S. 1.54 3.49 1.81 7.43 0.05
C.V. 9.72 12.31 7.49 11.06 9.43
30°C Rango 15-20 25-32.5 20-25 82.5-120  0.54-0.66
X 17.50 28.00 22.00 103.00 0.59
DS. 1.34 2.65 2.00 9.57 0.03
C.V. 7.65 9.52 9.16 9.26 5.08

*Baja : 1-10 larvas infestivas por huésped; Alta : 100-150 larvas infestivas por huésped.

Los experimentos realizados ponen de manifiesto que los caracteres
morfométricos de H. bacteriophora son variables, pudiendo ser influen-
ciados por un factor del medio tal como la temperatura de cria y por
un factor denso-dependiente tal como la intensidad de infestacién, asi
como por la combinacién de ambos. Respecto a la temperatura, por
primera vez se demuestra que influye significativamente sobre los carac-
teres estudiados. Por otro lado, la influencia del segundo factor puede
ser explicada en relacion a la diferente disponibilidad de alimento de
las larvas infestivas. Puesto que el tamafo del huésped utilizado en los
experimentos es el mismo en todos los casos, las larvas correspondientes
a los dos niveles de infestacion evaluados tienen acceso a diferentes
cantidades de alimento. Esto parece implicar modificaciones en la expre-
si6n de los caracteres morfométricos, en concordancia con lo observado
en nematodos de la familia Mermithidae parasitos de simulidos (13).
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Cuadro 6. Analisis de doble via: Valores de F.
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