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RESUMEN

El aislado N842 fue identificado como Heterorhabditis bacteriophora en base a
caracterizacion morfométrica y molecular. Los caracteres morfométricos de
todos los estadios, ampliaron los rangos conocidos para la especie. La
variabilidad de los caracteres morfométricos fue mas baja en juveniles infectivos
que en adultos. Se realizaron analisis filogenéticos basados en dos marcadores
moleculares, ITS y del dominio D2/D3 del gen 28S del DNA ribosomico
(DNAr) nuclear. Para el conocimiento de la infectividad de este aislado, se
realizaron ensayos contra 4 especies de invertebrados y la mortalidad varid
desde 0% en Deroceras sp. y Plagiodontes sp., a 95,84 y 100% en Galleria
mellonella y Botanochara octoplagiata, respectivamente.

Los resultados obtenidos aportan nuevos datos para el conocimiento de H.
bacteriophora en Argentina y ponen en evidencia la variabilidad intraespecifica
que caracteriza a la especie. Los datos de infectividad del nuevo aislado
detectado permiten determinar su aptitud como posible biorregulador de
poblaciones de invertebrados dafiinos y efectuar comparaciones con otros

aislados de la especie ya detectados en Argentina.

Palabras claves: identificacion, Heterorhabditis bacteriophora, aislado,

morfometria, caracterizacién molecular, parasitismo, Gastropoda, Insecta



INTRODUCCION

Los nematodos entomopatégenos son organismos que se encuentran
naturalmente en el suelo. Poseen una amplia distribucion, ya que se han aislado
en todas partes del mundo, en ecosistemas que van desde sub-articos a aridos y
desde templados a tropicales (Hominick, 2002). ElI género Heterorhabditis
Poinar, 1976 cuenta con 26 especies (Scott et al., 1994; Stock et al., 1996;
Malan et al., 2012; Jagdale, 2013; Yan et al., 2016; Nguyen, 2017; Shahina et
al., 2017). Se lo ha encontrado en las regiones Holartica, Australiana y
Neotropical (Hominick, 2002). En Argentina, este género fue detectado en
diversas regiones fitogeogréaficas, incluyendo las provincias de Céordoba, Buenos
Aires, Santa Fe, La Pampa, Mendoza, Rio Negro y Neuquén (Stock, 1995;
Bertolotti, 2002; Doucet et al., 2006; Giayetto & Cichon, 2006). En Cérdoba
estd presente en departamentos del centro-oeste, este y sur provincial (Doucet et
al., 2008; Cagnolo & Bertolotti, 2011). Hasta el momento, s6lo una especie de
este género, Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976, ha sido hallada en el
pais (Bertolotti et al., 2008; Doucet et al., 2008; Cagnolo et al., 2016).

Los representantes del género Heterorhabditis presentan una asociacion
simbidtica con bacterias entéricas del género Photorhabdus (Thomas & Poinar,
1979). El complejo nematodo-bacteria dentro del insecto asegura la muerte de
éste en pocas horas (Campos-Herrera et al., 2006). El efecto letal que poseen,
junto con el amplio rango de hospedadores que presentan estos nematodos, su
facil reproduccién masiva en laboratorio, su inocuidad para el ambiente y su
adaptabilidad a nuevos hébitats, hace de estos organismos excelentes agentes

para el control biolégico de insectos perjudiciales (Poinar, 1990).

El ciclo de vida de Heterorhabditis spp. incluye huevo, cuatro estadios juveniles
y el estado adulto, representado por hembras hermafroditas, hembras
anfimicticas y machos. El tercer estadio juvenil o juvenil infectivo es el Gnico
estadio de vida libre y se encuentra en el suelo. Luego de localizar al insecto,
ingresa a traves de las aberturas naturales (boca, ano, espiraculos) o perforando
la cuticula, y se dirige al hemocele donde libera la bacteria simbionte que se

reproduce rapidamente, secretando toxinas y enzimas liticas. El insecto muere



por septicemia entre las 24 y 48 horas siguientes (Poinar, 1990; Adams &
Nguyen, 2002).

La descripcion de las poblaciones en el género Heterorhabditis, se basa en
caracteres morfométricos como son las medidas elementales (longitudes y
anchos) y las medidas derivadas (indices) (Hominick et al., 1997). Existe
variabilidad en los caracteres morfométricos, atribuida a la especie en si misma,
a las condiciones en las que el nematodo se desarrolla (temperatura, tamafio del
hospedador, nimero de juveniles que ingresan), a factores fisiologicos y
geograficos y a caracteristicas del ciclo de vida (Doucet et al., 2008; Negrete-
Garcia, 2013). Dicha variabilidad morfométrica puede conducir a errores en la
identificacion de las especies. Por esto, se utilizan técnicas moleculares que
aportan informacién adicional, permitiendo evaluar, ademas, las relaciones entre
las especies (Liu et al., 2000). El secuenciamiento de la region espaciadora
interna transcrita (ITS) y del dominio D2/D3 del gen 28S del DNA ribosomico
(DNAr) nuclear es la técnica utilizada en la caracterizacion molecular de los
nematodos a nivel de género y especie (Hominick et al., 1997; Stock et al.,
2001; Orozco-Uribe et al., 2008).

La deteccion de nuevos nematodos y su utilizacion en el control bioldgico de
plagas, implica conocerlos de manera precisa, o que involucra su identificacion
especifica y la evaluacion de su comportamiento en laboratorio a fin de
determinar sus caracteristicas biologicas, entre ellas, su infectividad, es decir, la
capacidad de penetrar y multiplicarse en diferentes hospedadores (Lawrence,
2006).

Muestreos llevados a cabo en la provincia de Cdérdoba en el afio 2011
permitieron detectar un aislado del género Heterorhabditis, denominado N842
(Cagnolo & Bertolotti, 2011). En el presente proyecto, se propuso el estudio
taxondmico de este aislado y la evaluacion de su comportamiento en laboratorio

frente a diferentes invertebrados.

Obijetivo General

e Caracterizar el aislado N842 de Heterorhabditis sp. detectado en el
Departamento Ischilin, provincia de Cordoba, y determinar su infectividad

en invertebrados perjudiciales.



Objetivos Especificos

o Identificar a nivel especifico el aislado N842 perteneciente al género

Heterorhabditis en base a su morfometria y secuencias de ADN.

e Evaluar la susceptibilidad de Botanochara octoplagiata, Galleria
mellonella, Deroceras sp. y Plagiodontes sp. al aislado N842 de
Heterorhabditis.

MATERIALES Y METODOS

1. Origen del aislado

El aislado N842 de Heterorhabditis fue detectado en la Ruta Nacional 60 Km
842, a 6 km de la localidad de Quilino, Departamento Ischilin, Provincia de
Cordoba (Cagnolo & Bertolotti, 2011). Para la recoleccion de la muestra de
suelo, se considerd un area de 10 m x 10 m. En dicha superficie, y de los
primeros 30 cm, se extrajeron 5 sub-muestras de 100 g cada una, se colocaron
juntas en una bolsa y se mezclaron, conformando de este modo una muestra
unica (Cagnolo, com. pers.). Posteriormente, fue procesada en laboratorio para la
deteccién de nematodos entomopatdgenos mediante el método de trampa de
Galleria (Bedding & Akhurst, 1975).

2. Cria del insecto auxiliar

La deteccion de los nematodos a partir de la muestra de suelo, la multiplicacion
en laboratorio para el mantenimiento del aislado, las infecciones para obtener los
distintos estadios para la caracterizacion y las experiencias para evaluar la
infectividad, involucran la utilizacion de larvas de la polilla de la cera, Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) como hospedador auxiliar. La cria de este
lepidoptero se realiza, de manera convencional, en recipientes adecuados
provistos de una dieta artificial y a una temperatura de 30 — 32 °C (Cagnolo et
al., 2004).



3. Multiplicacion, almacenamiento y conservacion del aislado

Para la multiplicacion de los nematodos, se utilizaron cajas de Petri de 5 cm de
diametro. En el interior de cada caja se colocaron dos discos de papel de filtro.
Sobre el disco superior se dispuso una suspension acuosa de 1 ml con juveniles
infectivos del nematodo y luego se agregaron 5 larvas de G. mellonella. Las
cajas fueron llevadas a estufa a una temperatura de 24 + 1°C. Transcurridos 6
dias desde la fecha de muerte de los insectos, éstos fueron colocados
individualmente en trampas White (Kaya & Stock, 1997). Las trampas se
dejaron en estufa a 25 °C, hasta la emergencia natural de los juveniles infectivos
desde los hospedadores. Una vez que los juveniles infectivos migraron al agua,
se recogieron con micropipeta y se almacenaron en cajas plasticas. El aislado se
mantuvo a una temperatura de 4 a 10 °C hasta el momento de su utilizacién
(Molina Acevedo et al., 2006).

4. Caracterizacion del aislado

4.1.  Preparacion del indculo

A fin de obtener los estadios para la caracterizacion del aislado, las infecciones
se realizaron segln protocolo estandar (Hominick et al., 1997). Se prepar6 un
inéculo de 200 juveniles infectivos por insecto. Para ello, en primer lugar se
extrajo una solucion concentrada de nematodos de las cajas de almacenamiento
y se agreg6 agua hervida hasta un volumen final conocido. Luego se extrajo con
micropipeta una alicuota de 1 ml y, bajo lupa binocular, se contabiliz6 el nimero
de nematodos. Esta accion se repitio 5 veces, de manera de obtener un promedio
de juveniles infectivos presentes. Finalmente se calculd por regla de tres simple

la cantidad de solucién necesaria para conformar la dosis.

4.2.  Obtencion y procesado de los diferentes estadios

Se consideraron los adultos: hembras hermafroditas de 12 generacion, hembras

anfimicticas y machos de 22 generacion, y los juveniles infectivos. Los adultos
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se recuperaron mediante disecciones periodicas en solucion de Ringer de los
hospedadores parasitados, y los juveniles infectivos se obtuvieron al final del
ciclo parasitario, luego de su emergencia a partir del insecto. Se evaluaron 20
individuos de cada estadio. Los especimenes fueron fijados, deshidratados y
transparentados hasta su montaje definitivo. Para esto, en una primera etapa, los
nematodos se colocaron en agua a 60 °C. Luego de muertos, se agregd fijador
F.A. 4:1 (10 ml de formaldehido 40%, 1 ml de &cido acético glacial y 89 ml de
agua destilada), en el que permanecieron durante 12 horas. Posteriormente,
fueron transferidos a capsulas de Siracusa con 0,5 ml de solucién I (20 partes de
etanol 95%, 1 parte de glicerina y 79 partes de agua destilada). Las capsulas se
colocaron en un recipiente con etanol 95%, a una temperatura de 35 °C durante
12 horas para lograr su deshidratacion. Transcurrido ese tiempo, las capsulas se
retiraron del desecador, se elimind el liquido excedente de cada una y se
reemplazé con solucion 1l (5 partes de glicerina y 95 partes de etanol 95%).
Luego, se colocaron en capsula de Petri parcialmente destapada a 40 °C por 3
horas (Hominick et al., 1997). Al cabo de ese tiempo, los nematodos quedaron

listos para el montaje en preparaciones permanentes.

4.3. Caracterizaciéon morfométrica.

Se consideraron los caracteres morfométricos de adultos de 1% y 22 generacion y
de juveniles infectivos usualmente empleados para nematodos entomopatdgenos
(Tabla 1) (Hominick et al., 1997). Los caracteres se midieron mediante una
escala micrométrica incorporada al ocular de un microscopio éptico Zeiss
(modelo Lab. 16), a excepcion de la Longitud total que se tomé sobre el plano de

dibujo mediante camara clara.



Tabla 1: Caracteres morfométricos de Heterorhabditis N842 considerados segun el

estadio.
CARACTER CODIGO ESTADIO
Hembra Hembra Macho Juvenil
hermafrodita | anfimictica infectivo
Longitud total L + + + +
Longitud desde el extremo Ep + + + +
anterior al poro excretor
Longitud desde el extremo NR + + + +
anterior hasta el anillo nervioso
Longitud desde el extremo ES + + + +
anterior a la base del eséfago
Longitud de la cola T + + + +
Ancho méaximo + + + +
W
Ancho del cuerpo nivel del ano + + + +
T™W
Ancho del cuerpo a nivel del + + +
EPW -
poro excretor
Ancho cuerpo a nivel del anillo + + +
) NRW -
nervioso
Ancho del cuerpo a nivel de la + + +
ESW -
base del es6fago
Longitud desde el extremo + +
] VL - -
anterior hasta la vulva
Longitud de la espicula SPL _ _ + _
Longitud del gubernaculo GUBL _ _ + _
Longitud de la flexion testicular TFL _ _ + _
Longitud de la flexion testicular +
TFTL - - -
hasta el ano

Medidas se tomaron en micras (W), a excepcion de la longitud total del cuerpo (L) que se expres6 en
milimetros (mm). (+) Caracter considerado. (-) Carécter no considerado. Los codigos corresponden a las
abreviaturas de los caracteres morfométricos en inglés.



Tabla 1: Continuacién.

INDICES cODIGO ESTADIO
Hembra Hembra Juvenil
) ] ) Macho ] )
hermafrodita | anfimictica infectivo
VL/L
V + + _ _
L/W
A _ _ _ +
L/ES
B _ _ _ +
L/T
C _ _ _ +
EP/ES
D _ _ _ +
EP/T
E _ _ _ +

Medidas se tomaron en micras (W), a excepcién de la longitud total del cuerpo (L) que se expres6 en
milimetros (mm). (+) Caréacter considerado. (-) Caracter no considerado.

4.4, Caracterizacion molecular

La extraccion y amplificacién de ADN y la caracterizacion molecular fueron
llevadas a cabo por personal de la Céatedra de Genética de Poblaciones y
Evolucion perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
(U.N.C.). Se analizaron las secuencias ribosomales de las regiones ITS
(secuencia espaciadora transcrita) y dominio D2/D3 del gen 28S. Después de la
extraccion de ADN a partir de una sola hembra, siguiendo el protocolo | de
Bruford et al. (1992), ambos genes se amplificaron usando el set de primers 18S-
26S (Vrain et al., 1992) para ITS and D2A-D3B (Spiridonov & Guzeeva, 2009)
para 28S.

Para ambos genes, las condiciones de amplificacion se ajustaron empiricamente
a partir de las descritas por Stock et al. (2001); la reaccion de PCR se realizé en
un volumen final de 25 ul que contenia: 2ul de ADN, 2.5 pl de la reaccion
buffer 10x (500 mM Tris- HCI pH 9.0), 15 mM de MgCl. y 150 mM (NH4)2SOa,
2.5 mM MgCl;, mM de cada d NTP, 0.5 mM de cada primer y 0.75 U de ADN

taq polimerasa.



La reaccién comenzo con la desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, seguido por
32 ciclos de 30 segundos a 49°C (ITS) — 53°C (28S), 60 segundos a 72°C y una
extension final de 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR se purificaron y
secuenciaron en ambas direcciones con los mismos primers de Macrogen Inc.
(Corea), las secuencias se enviaron a la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Todas las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente. La alineacion se
realizd usando la configuracién predeterminada en Clustal X 2.0 (Thompson et
al., 1997).

Las relaciones filogenéticas entre especies de Heterorhabditis se estimaron
usando una region de ADNr nuclear (que incluye la subunidad 18S 3 '-terminal,
ITS-1, ITS-2, y 28S 5terminal), y el dominio D2-D3 del segmento del gen 28S
del ADNr. Para el andlisis filogenético se incluyeron secuencias de 10 especies
de Heterorhabditis obtenidas del GenBank, usadas como referencia para
confirmar la clasificacion morfométrica del espécimen en estudio.

El método de inferencia Bayesiano (Bl) fue usado para ambas regiones
utilizando MRBAYES 2.01 (Huelsenbeck & Ronchist, 2001). La secuencia de
Caenorhabditis elegans (X03680) se incluyd como “outgroup” en todos los
andlisis. Para determinar el modelo méas apropiado de sustitucién de nucleétidos
para cada conjunto de datos, las secuencias se analizaron con MrModeltest 2.3
(Nylander 2004).

El modelo se selecciond utilizando el criterio Akaike y las correcciones se
emplearon para subsecuentes inferencias bayesianas.

Para el analisis de Bl, se realizaron simultdneamente dos corridas en el conjunto
de datos, cada una usando una cadena de Markov fria y tres quemadas.

El programa se ejecutd hasta que el promedio de desviacion estandar de las
frecuencias divididas entre las dos ejecuciones independientes fue menor que
0,01.

Después de descartar 0,25 muestras quemadas y evaluar la convergencia, las
muestras restantes se conservaron para un analisis mas detallado. Se generd un
arbol de consenso del 50%; se mostro usando el programa treeView (win 32)

(Trimarchi, com. pers.).
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5. Ensayos de infectividad

Se utilizaron juveniles infectivos que no superaron los 30 dias de
almacenamiento desde la fecha de emergencia del insecto auxiliar, por lo que se
realizaron infecciones periodicas, tal como ya se indico en el punto 3. Los
hospedadores  Botanochara octoplagiata (Coleoptera: Chrysomelidae),
Deroceras sp. (Stylommatophora: Agriolimacidae) y Plagiodontes sp.
(Stylommatophora: Odontostomidae), se recolectaron directamente desde su
habitat. En el caso de G. mellonella, las larvas se obtuvieron de la cria que se

mantiene en el laboratorio de la Catedra de Parasitologia.
5.1.  Obtencion del inéculo

El indculo se prepar6 24 hs. antes de comenzar con los bioensayos. Se evalu6
una dosis de 500 juveniles infectivos por hospedador y, en el caso de B.
octoplagiata y G. mellonella, se considerdé ademas, otra dosis de 50 juveniles
infectivos por hospedador (Koppenhofer & Kaya, 1999). Para obtener dichas
dosis, se siguié el mismo procedimiento que se detall6 en el punto 4.1.

5.2.  Contacto invertebrado — nematodo

Las infecciones se llevaron a cabo, segun el tamafio del hospedador, en placas
multiwell (x 24 celdas, Falcon N° 3047) o en cépsulas de Petri de 5 cm de
diametro (Kaya & Stock, 1997; Koppenhdfer & Kaya, 1999). Como sustrato se
colocaron 0.2 g de suelo (tres partes de arena y una de tierra) esterilizado en
horno a 180 °C durante 90 min. Se utilizaron al menos 10 individuos de cada
especie y un grupo control. Se realizaron dos repeticiones de cada experiencia.

El ensayo se llevo a cabo a 26 °C.

5.3. Determinacion del parasitismo y estimacion del namero

medio de juveniles infectivos por hospedador

Se verificd la mortalidad de los insectos cada 24 hs., durante 10 dias seguidos.
Luego de 6 dias desde la fecha de su muerte, los insectos fueron colocados en
trampas White. Las trampas se observaron durante 10 dias para registrar la
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emergencia espontanea de los juveniles infectivos y constatar de este modo, que
la mortalidad fue debida a los nematodos.

Para estimar el numero de juveniles infectivos producidos por hospedador, la
solucion concentrada de nematodos emergidos de cada uno, fue colocada en una
probeta y homogeneizada con una varilla de vidrio. Luego se extrajo con
micropipeta una alicuota de 0,5 ml, se colocé en una camara de recuento y se
registro bajo lupa el numero de nematodos. Dicha accion se repitio 5 veces y se
obtuvo un promedio de los juveniles infectivos presentes. Luego, mediante regla
de tres simple se calculd la produccién de progenie por individuo contenida en el
volumen de la solucion inicial.

Transcurridos 10 dias en trampa White, aquellos hospedadores en los que no se
observo emergencia, fueron diseccionados a fin de registrar la presencia o
ausencia de nematodos en su interior. Luego, se calcularon y compararon los
porcentajes de parasitismo (muerte debida a los nematodos) para cada especie de
hospedador.

6. Anadlisis estadistico

Para los caracteres morfométricos se calcularon los siguientes pardmetros:
rango, media y desviacion standard. La variabilidad de cada caracter se estimo
mediante el coeficiente de variacidn y se definieron 3 grados: variabilidad baja:
CV < 10; media: 10 > CV < 20; alta: CV > 20. Los porcentajes de parasitismo y
la produccion de juveniles infectivos a partir de cada hospedador fueron
analizados mediante Analisis de varianza (ANOVA). Cuando los datos no
siguieron una distribucién normal, se utilizé la transformacion logaritmo natural
previo al analisis estadistico. En todos los casos, se empled el software InfoStat
(Di Rienzo et al., 2011).

RESULTADOS
Caracterizacion morfométrica y molecular.
El analisis de los caracteres morfométricos indican que el aislado N842 pertenece a la

especie Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976.
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En cuanto al rango, los caracteres morfométricos que ampliaron su limite, inferior y/o

superior respecto de los conocidos, se encuentran indicados en las Tablas 2, 3,4y 5.

Tabla 2: Estudio comparativo de caracteres morfometricos (CM) en hembras

hermafroditas de Heterorhabditis bacteriophora N842 con otros aislados de
la especie presentes en Argentina.

CM N842 RIV OLlI CVA CVB
(n=20) (n=20) (n=20) (n=15) (n=15)
3,31£0,3 5.01+0.41 4.86 +0.55 5.54 £ 0.48 496 =1

L (2,8-3,7) (4.2 -5.6) (3.9-5.8) (4.35-6.2) (3.15 - 6.49)
8,2 8,18 11,43 8,68 20,18
212,346,9 190 £ 13.67 | 194.38 + 15.54 207.24 £22.2 211.33+£19.93
EP (192-218,9) | (163-225) | (175-225) | (153.27-231.87) | (165 -242.5)
3,2 6,7 7,99 10,71 9,43
128,1+10,8 139 +£8.37 77.95+7.72 146.15 + 13.38 140.67 £ 7.53
NR (102,6-148,2) | (125-152) | (67.5-92.5) | (125.76-168.99) | (125 -150)
8,4 5,35 9,91 9,16 5,35
192,2+7,9 139+8.37 | 183.75 + 14.06 205.67 £16.78 191.83+12.8
ES (174,8-207,1) | (125-152) | (162.5-207.5) | (176.85-227.94) | (170 - 210)
4,1 5,35 7,65 8,16 6,67
62,9+6,3 139 +£8.37 81+7.09 81.06 £6.11 70+£7.2
T (55,1-79,8) | (125 -152) (70 - 95) (70.74 - 90.39) (52.5 - 82.5)
10,1 5,35 8,75 7,54 10,28
197,3+16,3 139+8.37 | 215.75+27.64 | 27222 +36.06 | 213.83+41.51
w (172,9-239,4) | (125-152) | (177.5-255) | (231.87-334.05) | (145 - 280)
, 5,35 12,81 13,25 19,41
42,349 139 +8.37 51.13£5.82 48.47 £6.24 50.83£6.1
T™W (38-49,4) | (125-152) | (42.5-62.5) (35.37 - 58.95) (40 - 60)
11,5 5,35 11,38 12,88 12
119,2+12,5 139.91 + 15.98 127.83 +18.29
EPW (95-144,5) - - (113.97 - 172.92) | (100 - 160)
10,5 11.42 14,31
85,7+9,8 107.34 +15.32 100.83 +17.85
NRW | *(64,6-106,4) - - (85.23-133.62) | (75-127.5)
11,4 14,27 17,7
107£10,2 132.31 £ 20.02 119.83 £ 22.63
ESW *(81,7-125,4) - - (102.18 - 168.99) (87.5 - 150)
9,5 15,13 18,88
0,4£0,0 40 £2.93 41.83+2.01 43.54 £2.63 43.86 £1.25
V=LV/L | (0,34-0,49) (35-45) | (36.1-45.09) | (38.26-47.16) | (42.59 - 46.87)
7,8 3,85 4,81 6,04 2,84
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia
limite superior.
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Tabla 2: Continuacion.

CM INTA11-12 [ INTAA-V ROCA NEUQUEN | BIODIVER RNA
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=15)
3.28 +0.61 3.38+0.71 415 +0.34 3.68 £0.68 3.56 +0.59 2.74+0.21
L (2.5-4.2) (2.4 - 4.75) (3.25 - 4.62) (1.87 - 4.65) 2.7 -4.72) (2.4-3.1)
185 20.92 8.2 1857 16.63 7.62
187.63 £23.67 | 170.85+24.12 | 191.85+16.17 | 184.55+22.35 | 175.85+27.85 | 157.33+14.19
EP (142.5 - 215) (115 - 210) (150 - 210) (142.5 - 215) (115-215) | (1425-187.5)
12.61 14.12 8.43 12.11 15.83 9.02
139.88 +30.53 | 127.25+18.3 | 13513+17.65 | 1365+29.03 | 134.13+22.87 | 1233388
NR (1075-205) | (107.5-165) | (107.5-167.5) | (102.5 - 205) (110 - 175) (107.5 - 145)
21.82 14.38 13.06 21.27 17.05 713
197.75+27.87 | 190.75+17.99 | 202.88+12.04 | 198.63+16.67 | 193.13+1551 | 168%757
ES (100 - 220) (160 - 220) (180 - 220) (160 - 220) (1675-220) | (155-18255)
141 9.43 5.93 8.39 8.03 451
69.13+18.2 74 +£17.8 65.25+16.18 | 75.88+14.33 68 +12.37 59.5£5.99
T (45 - 112.5) (45 - 112.5) (40 - 87.5) (45 - 87.5) (55 - 87.5) (475 - 67.5)
26.32 24.05 24.8 18.89 18.19 10.07
186 + 29.09 182.5+34.25 | 197.65+33.02 | 194.53+33.14 | 192.15+31.93 | 166.67 £4.26
W (145 + 220) (145 - 235) (145 - 238) (145 - 240) (145 - 240) (145 - 187.5)
15.64 18.77 16.71 17.03 16.62 8.55
4215 +7.28 40.38 + 6.45 40.38 +7.18 40.24 +6.97 41+582 285%4.1
TW (30 - 52.5) (30 - 55) (30 - 55) (30 - 55) (35 - 55) (22.5-315)
17.27 15.98 17.77 17.32 14.18 14.38
95.88 + 15.09 98.5 +21.37 1255+27.83 | 102.13+23.61 | 103.75+25.57 | 95.67+10.28
EPW (80 - 125) (80 - 142.5) (80 - 160) (80 - 142.5) (80 - 142.5) (77.5 - 115)
15.74 21.7 22.18 23.12 24.64 10.75
86.5+11.96 8463+1518 | 93.38+13.09 | 8563+1493 | 88.88+18.38 83£7.51
NRW (70 - 110) (70 - 122.5) (75 - 122.5) (70 - 122.5) (72,5 - 122.5) (70 - 95)
13.83 17.94 14.01 17.44 20.68 9.05
102.75+22.8 | 111.25+23.93 | 124.88+2535 | 116.13+22.89 | 112.5+224 | 10083%7.18
ESW (55 - 145) (85 - 162.5) (92.5 - 162.5) (85 - 162.5) (90 - 147.5) (90 - 115)
22.19 2151 203 19.71 19.92 7.12
45.48 +2.93 44.94 + 3.05 43.97 +3.17 43.95+2.42 4529 +2.41 47.19+2.34
V=VL/L (40 - 50) (40 - 50) (37.5 - 49) (40 - 47.5) (42.5 - 49) (41.93-50.9)
6.44 6.78 7.2 55 5.33 4.89
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite superior.
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Tabla 3: Estudio comparativo de caracteres morfometricos (CM) en hembras
anfimicticas de Heterorhabditis bacteriophora N842 con otros aislados de la
especie presentes en Argentina.

CM N842 RIV OLlI CVA CVB
(n=20) (n=20) (n=20) (n=15) (n=15)
3,310,3 5.01+041 4.86 £0.55 5.54 +0.48 4961
L (2,8-3,7) (4.2-5.6) (3.9-5.8) (4.35-6.2) (3.15 - 6.49)
8,2 8,18 11,43 8,68 20,18
212,346,9 190 £ 13.67 | 194.38 + 15.54 207.24 £22.2 211.33£19.93
EP (192-218,9) | (163-225) | (175-225) | (153.27-231.87) | (165 -242.5)
3,2 6,7 7,99 10,71 9,43
128,1+10,8 139 +8.37 77.95+£7.72 146.15 £ 13.38 140.67 £7.53
NR (102,6-148,2) | (125-152) | (67.5-92.5) | (125.76-168.99) | (125 - 150)
8,4 5,35 9,91 9,16 5,35
192,2+7,9 139+8.37 | 183.75+14.06 | 205.67 +16.78 191.83+12.8
ES (174,8-207,1) | (125-152) | (162.5-207.5) | (176.85-227.94) | (170 - 210)
4,1 5,35 7,65 8,16 6,67
62,916,3 139 +£8.37 81+7.09 81.06 £ 6.11 70172
T (55,1-79,8) | (125-152) (70 - 95) (70.74 - 90.39) (52.5 - 82.5)
10,1 5,35 8,75 7,54 10,28
197,3£16,3 139+8.37 | 215.75+27.64 | 272.22+36.06 | 213.83+41.51
w (172,9-239,4) | (125-152) | (177.5-255) | (231.87-334.05) | (145 - 280)
8,2 5,35 12,81 13,25 19,41
42,349 139 +8.37 51.13£5.82 48.47 £6.24 50.83+£6.1
T™W (38-49,4) | (125-152) | (42.5-62.5) (35.37 - 58.95) (40 - 60)
11,5 5,35 11,38 12,88 12
119,2+£12,5 139.91 + 15.98 127.83 +£18.29
EPW (95-144,5) - - (113.97-172.92) | (100 - 160)
10,5 11.42 14,31
85,7+9,8 107.34 +15.32 100.83 £ 17.85
NRW | *(64,6-106,4) - - (85.23-133.62) | (75-127.5)
11,4 14,27 17,7
107+10,2 132.31 +20.02 119.83 £ 22.63
ESW | *(81,7-125,4) - - (102.18 - 168.99) | (87.5 - 150)
9,5 15,13 18,88
0,4+0,0 40 £2.93 41.83+2.01 43.54 +2.63 43.86 +1.25
V=LV/L | (0,34-0,49) (35 - 45) (36.1 - 45.09) (38.26 - 47.16) (42.59 - 46.87)
7,8 3,85 4,81 6,04 2,84
() Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia
[imite superior.
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Tabla 3: Continuacioén.

CM INTA 11-12 | INTA A-V ROCA NEUQUEN | BIODIVER RNA
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=15)
3284061 | 3.38+0.71 4.15+0.34 3.68 +0.68 3.56 +0.59 2744021
L (2.5-4.2) 24-475) | (325-4.62) (187 - 4.65) 2.7-472) 2.4-3.1)
185 20.92 8.2 1857 16.63 7.62
18273%?—' 172%8152" 101.85+16.17 | 184.55+2235 | 17585+27.85 | 157.33+14.19
EP : : (150 - 210) (1425 - 215) (115-215) | (1425-187.5)
(1425-215) | (115-210) 8.43 12.11 15.83 9.02
12.61 1412 : : : :
139.88 +
oo 127.25+183 | 13513+17.65 | 1365+2003 | 13413+2287 | 12333+838
NR (1075 205 | (1075-165) | (1075-1675) | (1025-205) (110 - 175) (107.5 - 145)
: 14.38 13.06 2127 17.05 713
21.82
192772571 191%%1' 20288 +12.04 | 198.63+16.67 | 1931341551 | 168+7.57
ES : : (180 - 220) (160 - 220) (167.5-220) | (155-18255)
(100-220) | (160-220) i~ o - i
141 9.43 : : : :
60134182 | 74+178 | 6525+1618 | 75.88+14.33 68 +12.37 505 +5.99
T (45-1125) | (45-112.5) (40 - 87.5) (45 - 87.5) (55 - 87.5) (47.5- 67.5)
2632 24.05 248 18.89 18.19 10.07
186+2000 | 1825+34.25 | 197.65+33.02 | 19453+3314 | 19215+31.93 | 166.67 4.26
W (145 +220) | (145 - 235) (145 - 238) (145 - 240) (145 - 240) (145 - 187.5)
15.64 18.77 16.71 17.03 16.62 8.55
42154728 | 4038+645 | 4038+718 | 40.24+6.97 414582 285+4.1
T™W (30 - 52.5) (30 - 55) (30 - 55) (30 - 55) (35 - 55) (22.5-375)
17.27 15.98 17.77 17.32 14.18 14.38
9588+1509 | 985+2137 | 1255+27.83 | 10213+2361 | 103.75+2557 | 95.67+10.28
EPW (80 - 125) (80 - 142.5) (80 - 160) (80 - 142.5) (80 - 142.5) (775 - 115)
15.74 217 2218 2312 24,64 10.75
865+1196 | 8463+1518 | 93.38+1309 | 8563+1493 | 88.88+18.38 83+751
NRW (70 - 110) (70-1225) | (75-1225) (70 - 122.5) (72.5-122.5) (70 - 95)
13.83 17.94 14.01 17.44 20,68 9.05
111.25 +
102.75 +22.8 P 12488+2535 | 11613+22.89 | 11254224 | 10083+7.18
ESW (55 - 145) @ i6ss) | (25-1625) | (85-1625) (90 - 147.5) (90 - 115)
2219 : 203 1971 19.92 7.12
2151
A548+293 | 44944305 | 4397+317 | 43.95+2.42 4529 +2.41 47794234
V=VL/L |  (40-50) (40 - 50) (37.5 - 49) (40 - 47.5) (425 - 49) (41.93 - 50.9)
6.44 6.78 7.2 55 5.33 4.89
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite superior.
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Tabla 4: Estudio comparativo de caracteres morfométricos (CM) en machos
de Heterorhabditis bacteriophora N842 con otros aislados de la especie

presentes en Argentina.

CM N 842 RIV oLl CVA CVB
(n=20) (n=20) (n=20) (n =15) (n=15)
952,1+56,5 129 + 6,07 0,91 + 0,06 1,04 £ 0,07 1,02 £ 0,06
L (839,8-1041,2) | (113-140) | (0,8-1,05) | (0,93-1,15) | (0,89 -1,14)
5,9 6,61 6,49 6,31 5,54
123,3+6,5 129+6,07 | 1255+7,81 137,2+9 132,67 + 8,37
EP | *(102,6-136,1) | (113-140) | (112,5-140) | (122-155) (121 - 150)
5,3 3,61 6,22 6,56 6,31
79,845,9 77 + 3,47 519+445 | 8593+337 | 76,6311
NR (68,4-93,6)* (70 - 85) (45-62) (80-92) (73 - 83)
74 4,44 8,57 3,92 4,06
10445,4 102 +3,44 | 101,43 +4,76 | 104,13+2,61 | 100,6 + 3,33
ES (92,3-114,2)* | (95 -110) (92.5-108) (100 - 110) (95 - 107)
5,2 3,26 4,7 2,51 3,31
26+2,2 24 +1,76 28,9+2.27 29,2+257 25,8+2,48
T (22,8-29,2) (20 - 27) (24 - 33) (21-32) (21-30)
8,3 6,42 7,85 8,8 9,63
W 49,146 129+6,07 | 48.05+3,86 | 49,87+5,73 | 50,2+5,17
(43,7-63,2) (113 - 140) (40 - 57) (40 - 58) (39-57)
12,3 6,07 8,03 11,49 10,3
23,2439 22 +1.27 19,93+1,03 | 1953+1,36 | 17,93+1,33
T™W (17-31,6)* (20 - 25) (18- 22) (16 - 22) (16 - 20)
16,8 5,95 5,13 6,94 7,44
36,4+7,1 36,15+ 2,16 _ 41,93+4,553 | 38,53 +4,37
EPW (24,3-51)* (31-39) (34 - 48) (30 - 48)
19,6 5,97 10,8 11,35
30,543 28,35+ 1,57 _ 29,93+1,49 | 286216
NRW | (26,7-38,9)* (24 -30) (28 - 33) (24 - 32)
9,9 5,52 4,97 7,57
35,8434 30,7+1,49 _ 34,8+3,12 33,4+285
ESW | (31,6-43,7)* (27 -33) (30 - 41) (28 - 39)
9,4 5,85 8,97 8,53
47,8419 43 +2,02 46,8 + 2,86 47 £ 2,45 45,27 + 2,66
SPL (45-53,5)* (39 -47) (40 - 51) (40 - 50) (39 - 49)
3,9 5,54 6,11 521 5,87
23,942 21+1,53 229+222 | 2353+2,23 | 21,8+1,97
GUBL | (19,4-26,7) (18 - 24) (19 -27) (19-27) (19 - 25)
8,4 6,57 9,7 9,48 9,04
93,3£10,7 89+115 96,2+31,65 | 113,2+13,74 | 76,4+18,7
TFL (65,6-106,9) (75 - 115) (54 - 210) (98 - 149) (53 - 108)
11,5 9,48 32,9 12,14 24,48
694,4+50,8 0,62+0,05 | 0,68+0,05 0,79+ 0,05 0,64 + 0,06
TFTL | (604,2-805,6) | (0,52-0,7) | (0,56-0,79) | (0,69-0,88) | (0,55-0,77)
7,3 7,5 7,62 6,77 9,74
() Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite

superior.
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Tabla 4: Continuacion.

CM INTA11-12 | INTA A-V ROCA NEUQUEN | BIODIVER RNA
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=15)
2,08 +0,12 2+0,25 2,01+0,39 1,92 +0,24 1,93+0,16 | 1.84+0.14
L (18-22) (1,6 -2,4) (1,5-2,5) (1,5-24) (1,7-22) | (1.66-2.15)
5,65 12,32 19,41 12,36 8,53 7.45
131,6+9,02 | 129,08 +7,56 | 116,38 +21,31 | 130,65+6,95 | 134,1+7,64 | 130.83+9.24
EP (115-150) | (117,5- 150) (75 - 130) (120 - 150) (120-150) | (117.5-150)
6,86 5,85 18,31 5,32 5,69 7.06
95,63+6,63 | 98,83+10,45 | 9538+19,66 | 98,75+10,09 | 94,85+6,29 | 95.83 +6.45
NR (85— 112,5) (83 - 125) (62,5 - 125) (87,5 - 125) (85-105) | (82.5-107.5)
6,94 10,57 20,61 10,22 6,64 6.74
140,75+7,12 | 141,63+13,75 | 1385+23,6 | 142,13+12,7 | 137,85+7,28 | 136.33+6.81
ES (130 - 150) (120 - 175) (100 - 175) (130 - 175) (125 - 150) (125 - 150)
5,06 9,71 17,04 8,94 5,28 4.99
82,13+7,1 | 7865+1358 | 8225+1587 | 7453+1377 | 63,1+389 | 68.67+4.71
T (70 - 92,5) (58 - 97,5) (45— 97,5) (58 — 97,5) (58 - 70) (62.5 - 77.5)
8,64 17,27 19,3 18,48 6,17 6.86
117,8+8,68 | 116,28 +10,1 | 128,63 +22,16 | 122,98 + 18,25 | 114,1+1378 | 111.5+9.34
W (104 - 135) (98 - 130) (100 - 165) (104 - 165) (95 - 140) (95 - 127.5)
7,37 8,69 17,23 14,84 12,08 8.38
31,2+ 3,23 31,95+6,36 | 36,75+474 31,0851 205+32 | 26.33+229
TW (275-375) | (22,5-475) (30 - 47,5) (22,5 - 37,5) (25 - 35) (225 - 30)
10,35 19,89 12,89 15,93 10,86 8.69
76,73+6,63 | 77,15+1342 | 82+18,08 76,33+12,83 | 64,53+4,83 | 66.17+5.33
EPW (65 - 90) (60 - 100) (57,5 - 100) (59 - 100) (57 - 75) (55 - 75)
8,29 17,27 22,04 16,81 7,49 8.06
67 +4,97 66,75 + 11,46 70 +13,81 66,48+ 10,74 | 60,98+ 2,08 55+ 3.78
NRW (55 - 75) (50 - 85) (52,5 - 85) (50 - 85) (58 - 65) (50 - 62.5)
7,42 17,16 19,73 16,15 3,41 6.87
78,5+ 6,15 78 +14,32 84 + 18,47 76,6+1371 | 66,13+324 69 + 4.98
ESW (70 - 88) (60 - 100) (60 - 100) (60 - 100) (60 - 70) (60 - 77.5)
7,84 18,36 21,99 17,9 4,89 7.22
46,18 +1,09 | 4572+214 | 4605+117 | 4595+224 | 4553+324 | 46.35+1.44
V= LV/L (44 - 48) (40 - 48) (45 - 48) (40 - 50) (40 - 50) (42.8 - 48.9)
2,36 4,67 2,54 4,88 7,11 3.1
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite superior.
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Tabla5: Estudio comparativo de caracteres morfométricos (CM) en juveniles infectivos
de Heterorhabditis bacteriophora N842 con otros aislados de la especie presentes en

Argentina.
CM N842 RIV OLlI CVA CVvB
(n=20) (n=20) (n=20) (n=15) (n=15)
615,3+28,6 606,1 + 24 540+ 324 652 +53.2 660,7 £27.4
L (551,2-647,9) (559 - 645) (490 - 610) (520 - 740) (590 - 710)
4,6 4 6 8,2 4,1
107,34,5 100 £ 4.2 93,9+3 104,3+6.3 105+ 3.2
EP (100-115) (93 - 108) (87 - 101) (98 - 118) (101 - 112)
4,2 42 32 6,1 3
102,8+4 83328 77,4+26 90,7+ 58 87,7+54
NR (95-107,5)* (80 - 88) (73 - 84) (83 - 100) (77 - 95)
5,8 34 34 6,4 6,2
127,445,3 120,5+5,6 112,05 + 4,7 124,9 + 9,04 120,3+3
ES (119-137) (108 - 130) (103 - 119) (115 - 148) (115 - 125)
41 4,7 4,2 7,2 25
102+2,4 94,7+49 89,6 +10,2 85,2 +17,6 89,3+6,4
T (96-107) (82 - 105) (72 - 105) (56 - 106) (80 - 100)
24 52 114 20,7 72
24,71 26,3 +1,6 23+1,03 241+3,1 247+1,2
wW (23-27) (24 - 29) (22 - 25) (17 - 28) (23-27)
4 6,2 45 12,9 438
16,7+0,8 159+0,8 149+18 14,7 £3,.2 158+0,7
TW (15,5-18) (15 -17) (11-17) (9-18) (15-17)
4,7 438 12,1 21,7 43
24,9+1.4 231+14 234+1 2732 268+17
A (20,8-27) (20.5-25.2) (20.4 - 25) (23.6 - 30.6) (23.6 - 29.6)
54 5.9 4.3 7.3 6.4
4,8+0,2 5+0.3 48+0.2 52103 55+0.2
B (4,3-5,1) (4.3-5.8) (4.3-52) (45-5.7) (5.1-5.9)
44 6 5.1 6.5 3.6
6+0,2 6.4+0.3 6.1+0.8 79+13 74+05
C (5,646,4) (59-7) (4.9-7.6) (6.6 -10.3) (6.9 - 8.3)
4,2 4.1 13 16.3 6.4
800 83.1+39 839+ 1.7 83.7+45 87.3%3
D% (78-94) (75.4 - 91.8) (81.7 - 88.5) (71.4-89.2) (83.1-91.6)
4,9 47 2 5.4 25
1100 105.8+5.8 106.3 + 13.6 128 +30.1 118.1+8.1
E% (100-110) (95.2 -117.4) (87 -134.7) (94.3-184.7) (106.3 - 133.7)
4,0 55 12.8 235 6.8
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite superior.
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Tabla5: Continuacién

cm | INTA11L-12 | INTAA-V ROCA NEUQUEN | BIODIVER RNA
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=15)
603+30,45 | 5965+2519 | 6295+372 | 6135+34,07 | 59,5+1395 | 603.33+17.59
L (540 - 640) (570 - 650) (560 - 700) (560 - 720) (580 - 620) (580 - 640)
5,05 4,22 5,91 5,55 2,34 2.92
95,5 + 3,37 1115 +2,86 100+6,28 | 100,88 +10,83 | 97,35+6,98 | 97.73+5.22
EP (90 - 102) (105 - 115) (90 - 105) (90— 120,5) (90 - 110) (90 - 112)
3,53 2,56 6,28 10,74 7,17 5.34
86,48+276 | 104,25+3,05 | 8563+1,73 91,5+5,58 82,5+1,99 80.4 £3.7
NR (82 - 90) (975-1075) | (825-87) (85 - 100) (80— 85) (73 - 85)
3,19 2,92 2,02 6,1 2,41 46
120,38 +4,61 | 13575+2,82 | 117,38+3,58 | 1225+946 | 11563+3,76 | 116.13+4.31
ES | (1125-1275) | (130 - 140) (110-1225) | (110-132,5) (108 - 120) (108 - 121)
3,83 2,08 3,05 7,72 3,25 3.71
9,13+2,22 9575+325 | 91,38+319 | 91,25+656 | 99,38+6,47 | 100.8+6.58
T (87,5 - 95) 90 - 100) (85— 95) (77,5 - 100) (90 - 112) (90 - 113)
2,46 34 3,49 7,19 6,52 6.53
225+2,29 26+1,7 25,63 + 2,42 245+ 1,54 2344127 23.2+0.86
w (20 - 25) 225-275) | (225-325) | (22,5-275) (22 - 26) (22 - 25)
10,2 6,54 9,43 6,28 5,44 3.72
16 £2,35 17,5+ 1,62 17+1.74 16,63+1,22 | 16,03+144 15.6 +1.18
TW | (125-20) (15 - 20) (15 - 20) (15-17,5) (13-17,5) (14 -17)
14,69 9,27 10,23 7,36 8,97 7.58
26.93 +2.95 2303+166 | 2477+276 | 2511+167 | 2551+1.38 | 26.03+1.11
A (22.8-32) (20.73-26.67) | (19.08-31.11) | (21.09-28) | (23.2-28.18) | (24.4-27.82)
10.94 7.2 1112 6.63 5.43 4.28
6.32+0.37 5.35 +0.27 6.32 +0.55 6.13+0.56 6.14 +0.42 5.19 +0.16
B (54-6.91) (4.96-591) | (5.33-7.22) (5.33-7) (5.27-6.89) | (4.95-5.46)
5.9 5.08 8.75 9.18 6.86 3.13
5.9 +0.39 5.82 +0.35 5.85+ 0.41 5.88 +0.33 5.79 +0.32 6 +0.42
C (5.25 - 6.5) (5.25 - 6.3) (5.25 - 6.55) (5.25 - 6.3) (5.25-6.2) (5.22 - 6.66)
6.58 6.07 7.03 5.69 5.47 7.01
79 +3.26 82.16+2.48 | 8528+6.01 | 8253+8.02 | 84.23+5.89 83.8 +3.57
D% (72 - 84) (76.36 - 86.54) | (75-95.45) | (67.92-93.75) | (76.6-97.78) (80 - 94)
4.13 3.01 7.05 9.71 6.99 4.26
100.5+13.76 | 102.25+14.82 | 99.25+13.31 | 100.75 + 14.98 | 10255 +13.74 | 97 £8.35
E% (80 - 120) (80 - 120) (80 - 120) (80 - 120) (80 - 120) (83 - 110)
13.69 145 13.41 14.87 13.4 8.61
(-) Sin datos.

(*) Nuevos limites: * a la izquierda: se amplia limite inferior; * a la derecha se amplia limite superior.

Anadlisis de la variabilidad
La variabilidad de los caracteres morfométricos se observd a través de los

valores de los C.V.

Hembras hermafroditas (Fig. 1).
El 63,67% de los caracteres morfométricos evaluados presentaron C.V. bajo,
mientras que, para el 36,33% se obtuvieron C.V. medio.

20




El valor minimo de C.V. correspondié a la longitud del cuerpo desde el
extremo anterior al poro excretor y el valor maximo al ancho del cuerpo a
nivel del ano.
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Figura 1: Variabilidad de los caracteres morfométricos en hembras hermafroditas de
Heterorhabditis bacteriophora N842.

Hembras anfimicticas (Fig. 2).

Igual que en hembras hermafroditas, el 63,67% de los caracteres mostraron un
C.V. bajo y el 36,33% presentaron un C.V. medio.

El ancho del cuerpo a nivel del bulbo basal fue el caracter con el menor C.V.y
el ancho del cuerpo a nivel del ano fue el de mayor valor.

(__JCVbajo @ CV medio

20 -
18

16 -
14 -
12 -
cVv 10 - I
NR

TW EPW NRW ESW \%
Figura 2: Variabilldad de Ios caracteres morfometrlcos en hembras anfimicticas de Heterorhabditis

bacteriophora N842

ON B~ O

Machos (Fig. 3).
La mayoria de los caracteres morfométricos (71,43%) presentaron un C.V. bajo,

excepto en: ancho méximo, ancho del cuerpo a nivel del ano, ancho del

cuerpo a nivel del poro excretor y longitud del testiculo desde el origen
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hasta la flexion, los cuales mostraron valores medios. El valor minimo de C.V.
correspondi6é a la longitud de la espicula y el valor m&ximo al ancho del

cuerpo a nivel del poro excretor.
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Figura 3: Variabilidad de los caracteres morfométricos en machos de Heterorhabdltls
bacteriophora N842.

Juveniles infectivos (Fig. 4).
En el 100% de los caracteres analizados el C.V. fue bajo, siendo la longitud de

la cola, el menos variable.

(JcVv bajo

CcVv 10

: lrrﬁlllllrf

LEPNRESTWTWAB
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1

Figura 4: Variabilidad de los caracteres morfométricos en juveniles infectivos de

Heterorhabditis bacteriophora N842.
Los andlisis filogenéticos basados en la region ITS, y en la secuencia parcial del
D2D3 de la subunidad 28S, confirmaron la identificacion basada en los
caracteres morfométricos con un 100% de similitud en sus secuencias para
ambos genes. La longitud de la region ITS fue de 1080 pb, la de 28S fue de 593
pb y 1681 pb para los fragmentos combinados 28S+ITS.

22



El anélisis bayesiano (BI) de los fragmentos combinados 28S + ITS coloca a este
nematodo con H. bacteriophora (Fig. 5). Este patron fue muy bien soportado por
el remuestreo de bootstrap y las probabilidades posteriores, proporcionando
evidencia adicional para su identificacion especifica. ElI arbol Bl de los
fragmentos combinados 28S +ITS muestra a H. georgiana como un grupo

hermano de H. bacteriophora.

842

H bacteriophora_Argentina_KT378442

LH. bacteriophora Argentina_KT378445_KT378450
H. bacteriophora_Portugal EU099037_AV3214771

-711 bacterigphora USA_EU099037_AY3214771

H. bacteriophora_Egipto_JQ178377_EUT96073.1

! H bacteriophora_Argentina_KT378444_KT378449
H bacteriophora_Arsentina_KT378443 KT378448

H.georgiana_FU099033_EU099032
#. zealandica_EU099035_EF0434401
H sqfricana_EU100416.1_EF488006
j'g marelatus_ EU100412.1 EF04344]
H megidis_ EU100413.1_AY321480
H. mevicana_ EU100414_AV321478

1

H floridensis_ EU009034_DQ372022
1
i , LE. amazonensis EU099036_DQ665222

H indica_ EU1004151_JQ359018

C.elegans

0,06

Figura 5: Arbol de consenso Bayesiano de las secuencias combinadas 28S+1TS de ADNr,
mostrando las relaciones filogenéticas de Heterorhabditis bacteriophora.

Ensayos de infectividad.

Los valores de mortalidad obtenidos con las diferentes dosis para las especies de
invertebrados utilizados fueron las siguientes:

En B. octoplagiata se observo que la dosis mas alta provoco la muerte del 100%
de los hospedadores entre las 48 y 144 horas, mientras que, con la dosis de 50
juveniles infectivos por insecto, la mortalidad fue del 16,67% y ocurrio entre las

48 y 96 horas despues de la infeccion (Fig. 6).
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Figura 6: Porcentaje de mortalidad de Botanochara octoplagiata en relacion al
tiempo de evaluacion.

% Mortalidad

No se registrd6 emergencia de JIs desde los especimenes muertos de B.
octoplagiata al culminar el ciclo parasitario con ninguna de las dos dosis
utilizadas.

Las disecciones presentaron la coloracion caracteristica provocada por la
bacteria endosimbionte (Fig. 7).

Fig.?: Diseccién de un adulto de Botanochara octoplagiata.
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En los insectos diseccionados, se encontraron nematodos muertos en el interior
de los hospedadores y, para el caso de la dosis més alta, se observaron ademas
nematodos vivos en el interior de los insectos (Fig. 8: Ay B).

Nematodos .
Dosis 50 Vivos Dosis 500

4% Gin

nematodos
13%

A

Fig. 8: Diseccidn de Botanochara octoplagiata. A y B: nematodos hallados en el interior de los
hospedadores.

No se registr6 mortalidad por el nematodo en Deroceras sp. ni en Plagiodontes
sp.

En G. mellonella, la mortalidad con la dosis mas alta fue del 95,84% y se
produjo entre las 48 a 72 horas; con la dosis de 50 JIs/insecto la mortalidad fue

del 45,83% y ocurrid entre las 48 y 168 horas luego de la infeccion (Fig. 9).
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10% -
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m D50
D500

% Mortalidad

)

72 96 120 144 168
Horas

Figura 9: Porcentaje de mortalidad de Galleria mellonella en relacién al tiempo de
evaluacion.

El nimero de juveniles infectivos que emergieron de cada larva de G. mellonella
fue de 122.190 £ 52.489,1 con la dosis de 500 JIs; mientras que, con la dosis
méas baja, el valor fue de 84.797,2 + 56.378,8. La emergencia de juveniles
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infectivos (Fig. 10) mostro diferencias significativas entre las dosis (ANAVA, p
<0,01).

Figura 10: Emergencia de juveniles infectivos de Heterorhabditis
bacteriophora N842 a partir de una larva de Galleria mellonella.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Caracterizacién morfométrica y molecular.

Los estudios morfométricos y moleculares permitieron identificar al aislado
N842 como H. bacteriophora y los resultados alcanzados permiten ampliar la
distribucion de esta especie en Cordoba y en Argentina.

El andlisis de los caracteres morfométricos mostrd que se amplian los limites
conocidos para la especie, estableciendo nuevos rangos en todos los estadios
considerados. En relacion con la variabilidad de los caracteres morfométricos, se
definieron grupos de media y baja variabilidad, coincidiendo con observaciones
realizadas en otras investigaciones en las que se demostrd que, en especimenes
adultos los caracteres son mas variables que en los estadios infectantes (Poinar,
1990). Los adultos, a diferencia de lo que ocurre en juveniles, pueden estar
influenciados por factores relacionados con las condiciones de desarrollo tales
como el tamafio y el estado nutricional del hospedador, ademas de la cantidad de

nematodos que ingresa a cada hospedador (Doucet et al., 1991).
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Los caracteres longitud desde el extremo anterior al bulbo basal y longitud
desde el extremo anterior al anillo nervioso, presentaron un C.V. bajo en
todos los estadios, indicando que estos caracteres, tal como ocurre en aislados de
la misma especie, son efectivos para ser utilizados en la diagnosis (Hominick et
al., 1997).

En los machos, el caracter longitud del testiculo desde el origen hasta la
flexion presentd una variabilidad media, pudiendo atribuirse esto, al distinto
grado de maduracion de este organo en los individuos (Doucet et al., 1991).
Respecto a los caracteres longitud de la espicula y longitud del gubernéculo,
mostraron un C.V. bajo debido a que son estructuras esclerotizadas y que
alcanzan un tamafio mas o menos estable (Turco et al., 1971).

En las hembras, el indice V present6 una variabilidad media, a diferencia de lo
observado hasta el momento para las poblaciones de H. bacteriophora descritas

para Argentina, que muestran una variabilidad baja para este caracter.

En la caracterizacion molecular la topologia del arbol obtenido en base a 10
secuencias fue altamente soportado. El bacteriophora-group actualmente
engloba a H. georgiana y a H. bacteriophora (Hatting et al., 2009). Se destaca la
similitud de las secuencias para ambos genes a nivel intraespecifico, a pesar de

tener diferentes origenes geograficos.

Ensayos de infectividad.

Las diferencias en los porcentajes de mortalidad podrian estar relacionadas con
la susceptibilidad de los hospedadores (Koppenhofer & Fuzy, 2003). A partir de
observaciones realizadas en otros estudios y sobre diferentes especies de
insectos, se ha podido inferir que existen hospedadores méas favorables que otros.
Como se ha sefalado en distintos trabajos, el tamafio del hospedador, junto a un
conjunto de variables tales como la susceptibilidad, la especie de nematodo vy el
namero de Jls que ingresan, determinarian que un nematodo pueda o0 no
completar su ciclo evolutivo dentro de un insecto y tambien el nimero de Jls
producidos al final del ciclo parasitario (Unlu & Ozer, 2003; Argotti et al.,
2010). Hay que sefialar ademas, que estas son las primeras experiencias de
infectividad realizadas con este aislado. Por este motivo, uno de los

hospedadores utilizados fue G. mellonella, un insecto altamente susceptible para
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todos los aislados de nematodos entomopatdgenos y que representa un control
positivo cuando se evalla el rango de hospedadores de un aislado nuevo. La
mortalidad de B. octoplagiata fue alta, aunque los nematodos en su mayoria no
pudieron continuar el ciclo de vida en su interior. Con las dos dosis utilizadas, se
pudo observar un patron de mortalidad similar, teniendo en cuenta los dias
transcurridos desde el contacto hasta la muerte. Con la dosis de 50 juveniles
infectivos, los hospedadores se murieron méas rapido, mientras que, con la dosis
mas alta la muerte se prolongd por varios dias. Este hecho podria ser atribuido a
que con la dosis mas baja la competencia intraespecifica para ingresar al
hospedador es menor (Sepulveda-Cano et al., 2008). La existencia de este tipo
de competencia ha sido comprobada por Kaya & Koppenhdofer (1996).

Los resultados obtenidos al realizar las disecciones en los adultos de B.
octoplagiata, concuerdan con las observaciones que realizaron Cagnolo &
Bertolotti (2016) sobre este insecto infectado con otros aislados de H.
bacteriophora, en las que, se produjo la muerte del insecto por la penetracion del
juvenil infectivo y la liberacion de la bacteria endosimbionte, pero el nematodo
no pudo completar su desarrollo dentro del hospedador. Esto demuestra que B.
octoplagiata es susceptible a la infeccidn por H. bacteriophora N842, aunque el
nematodo no logré completar su ciclo evolutivo en el hospedador, por haber sido
atacado por el sistema inmune del insecto.

Desde una perspectiva préctica, en lo que se refiere al posible empleo de estos
patdgenos como controladores de insectos plaga, la no produccién de progenie a
partir del insecto, representa una desventaja, ya que, al ser liberados al ambiente,

no podrian persistir en el tiempo necesitando de nuevas aplicaciones.

Se comprobd que Deroceras sp. y Plagiodontes sp. no son susceptibles al
aislado N842 de H. bacteriophora. Esto coincide con lo observado por Picca &
Cagnolo (2008) en otros gastropodos (caracoles) que tampoco resultaron
parasitados. Esto podria ser causado por el moco que secretan, el cual actuaria
como una barrera fisicoquimica impidiendo el ingreso de los nematodos (Cruz,
2012).

En G. mellonella, la produccion promedio de nematodos por larva con ambas

dosis coincide con trabajos realizados por Flanders (1996), quien afirma que el
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rendimiento de H. bacteriophora puede alcanzar valores desde 50.000 a 400.000
nematodos por larva. De la misma manera, en estudios realizados por Kaya
(2003) y Hernandez (2006), se confirmé que este nematodo se multiplica en G.
mellonella sin necesitar de requerimientos especiales.

Los cadaveres de las larvas de G. mellonella y los adultos de B. octoplagiata, no
presentaron olor desagradable ni signos de putrefaccion, lo que esté relacionado
con una de las funciones de la bacteria endosimbionte, la de segregar sustancias
antibidticas que inhiben el crecimiento de otros microorganismos competidores
(Medina et al., 2012).

Los resultados obtenidos aportan nuevos datos para el conocimiento de H.
bacteriophora y ponen en evidencia una vez mas la variabilidad intraespecifica
que caracteriza a la especie (Doucet et al., 1990; 1991; 1996; Doucet &
Bertolotti, 1996).

Hay que sefialar la importancia de realizar evaluaciones en laboratorio a fin de
conocer el rango de hospedadores de los distintos aislados de Heterorhabditis
bacteriophora y asi determinar su aptitud como biorreguladores de las

poblaciones de invertebrados dafiinos sin afectar a las especies benéficas.
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