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SUMMARY

The nematode Beddingia (Deladenus) siricidicola was introduced from Brazil, since it is the most effective
biological control agent for the wood wasp, Sirex noctilio. In order to maintain its original characteristics through
time, a protocol for the cryopreservation of this nematode was developed. The highest viability levels were
obtained by incubating the nematodes, prior to immersion in liquid nitrogen, in 5% glycerol for several days until
the suspension reached 60% glycerol. Viability was assessed 24 hours later by thawing the cryotubes in 37°C tap
water and immersing the opened cryotube in Ringer’s solution. The mean survival after storage was 73%.

Key words: Cryopreservation, Beddingia siricidicola, Deladenus siricidicola, Sirex noctilio, entomophilic nema-
tode.

RESUMEN

El nematodo Beddingia (Deladenus) siricidicola, el méas efectivo controlador biolégico de la avispa del pino Sirex
noctilio, fue introducido al pais desde Brasil. Con el fin de mantener en el tiempo las caracteristicas originales
del nematodo, se desarroll6 un protocolo de criopreservacion. Los mayores niveles de supervivencia fueron
logrados al incubar los nematodos en glicerol al 5% que fue concentrado hasta alcanzar el 60%, antes de
almacenarlos en nitrégeno liquido. La viabilidad se evalud 24 horas después, descongelando los criotubos por
inmersion en agua a 37°C y luego depositando el criotubo abierto en solucidn Ringer. La supervivencia promedio
después de almacenaje fue de 73%.

Palabras clave: Criopreservacion, Beddingia siricidicola, Deladenus siricidicola, Sirex noctilio, nematodo ento-
mofilico.

INTRODUCCION simbionte que crece dentro de la madera, dejando

multiples perforaciones, debilitando el &rbol y

La avispa del pino, Sirex noctilio Fabricius
(Hymenoptera: Siricidae), es una plaga de impor-
tancia econémica para varias especies de Pinus.
En su estado adulto ovipone en el tronco de pinos
vivos, donde sus larvas se alimentan de un hongo
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destruyendo su valor comercial. La hembra de S.
noctilio, junto con oviponer, deposita blastospo-
ras del hongo Amylostereum areolatum (Fr.) Boi-
din y un mucus téxico que causa marchitez del
follaje y debilita la zona de oviposicién, facilitan-
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do la colonizacion del hongo. La interaccion en-
tre el hongo y el mucus téxico deshidrata la ma-
dera, creando un ambiente favorable para el desa-
rrollo de las larvas, las que perforan la madera en
busca del micelio del hongo (1, 2).

Debido a los dafios que produce esta plaga, se
le considera primaria y cuarentenaria, obligando a
los paises que la poseen a realizar tratamientos de
erradicacion, tales como la fumigacién con bro-
muro de metilo en las maderas de exportacion,
junto con realizar controles en los bosques.

El control biolégico ha jugado un papel fun-
damental contra la avispa del pino. Dentro de los
controladores destacan diversas especies de avis-
pas parasitoides y el neméatodo Beddingia (Dela-
denus) siricidicola Bedding (Nematoda: Neotylen-
chidae), siendo este Gltimo el agente de control
maés eficiente, logrando mantener un alto nivel de
parasitismo de la plaga y, en consecuencia, un
bajo dafio econémico (3, 4).

Beddingia siricidicola puede alcanzar niveles de
parasitismo cercanos al 100%, dependiendo de la
densidad del hospedero. El ciclo biolégico de B.
siricidicola estd compuesto de dos fases: una de
vida libre 0 micet6faga y otra parasitica. En la pri-
mera, el nematodo se mueve libremente a lo largo
de los vasos del arbol, alimentandose del hongo A.
areolatum. En este proceso puede entrar en contac-
to con una larva de Sirex, transformandose al esta-
do infectivo o parasitico que se introduce en la
larva. Dentro de la larva de la avispa, las hembras
de Beddingia alcanzan grandes proporciones (1.000
veces el volumen original) y producen miles de
nematodos que se alojan en el sistema reproducti-
vo del Sirex, dejandolo infértil. Al emerger los
adultos de Sirex, los nematodos son transportados
por la avispa a otros arboles, donde ellos comien-
zan un nuevo ciclo de vida libre (5).

Beddingia siricidicola es originario de Europa y
norte de Africa, desde donde se ha movilizado,
junto con su huésped o en forma artificial, como
agente de control bioldgico (6). En Australia y
Brasil se han logrado buenos niveles de control
de S. noctilio con la introduccién de este neméato-
do parasito; sin embargo, uno de los principales
problemas observados ha sido la pérdida de la
habilidad parasitica del nematodo, debido al con-
tinuo cultivo de B. siricidicola en medios artifi-
ciales (6-8). Para mantener la habilidad parasitica
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original del nematodo y evitar los continuos tras-
pasos en medios artificiales, se desarrollé durante
los afios 80, en Australia, un método de criopre-
servacion, el cual no se publicé por razones de
patente (Dr. R. Bedding, comunicacion personal).

Sirex noctilio se ha desplazado por el mundo en
forma accidental, como larvas en embalajes de
madera, 0 por sus propios medios, ya que tiene
una alta capacidad de vuelo (20 a 30 km por afio).
En efecto, esta plaga se desplazé desde su lugar
de origen, Europa Central, hasta Nueva Zelandia,
Australia y Sudafrica (7). En 1980 se report6 por
primera vez en Sudamérica, encontrandose los
primeros focos en Uruguay. Se asume que tales
focos fueron los que posteriormente se desplaza-
ron a Brasil y Argentina (4). En enero del 2001 el
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) detectd un
foco de la plaga en las cercanias de la ciudad de
Los Andes, V Regién de Chile (9, 10), lo que
significd la implementacion de un programa es-
pecial por parte del SAG, que incluyd la erradica-
cién del hospedero en un area de 50 km alrededor
del foco detectado, junto con un aumento del
monitoreo mas alla del area de vuelo de la avispa.
En la actualidad existen méas de 20 focos en la IX
y X Regiones del pais y varias zonas cuarentena-
das.

De diseminarse esta avispa en las principales
zonas de plantaciéon de pinos, las consecuencias
podrian ser relevantes para la industria forestal.
Por consiguiente, es importante prevenir la dise-
minacion de la plaga y contar con el principal
controlador biolégico en nuestro pais, en una po-
blacion tal, que pueda ser liberado en corto tiem-
po y controlar la avispa desde el momento en que
sea declarada plaga endémica. Esto puede ser rea-
lizado mediante la criopreservacion de nemato-
dos, lo que permite mantener una alta poblacion
en un espacio reducido y conservando las caracte-
risticas originales del individuo. Los métodos de
criopreservacion no son estandar y cada organis-
mo requiere un protocolo propio, especialmente
en el caso de Beddingia que vive en galerias en el
tronco del pino, soportando una alta presién os-
motica. En consecuencia, el objetivo de este tra-
bajo fue desarrollar un protocolo de criopreserva-
cion propio para Beddingia siricidicola, que
permitiera mantener este neméatodo y recuperarlo
en altas proporciones luego de ser descongelado
del nitrégeno liquido.
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MATERIAL Y METODOS

Los ensayos fueron llevados a cabo en el La-
boratorio de Patologia de Insectos del Centro
Regional de Investigacién Quilamapu-INIA. Se
utilizaron poblaciones de B. siricidicola raza En-
crusilhada, suministradas por el Programa Nacio-
nal de Controle a Vespa-da Madeira, del Centro
Nacional de Pesquisa de Florestas de EMBRA-
PA, Brasil y cuarentenadas por el Servicio Agri-
cola y Ganadero de Chile. Los neméatodos fueron
reproducidos en granos de trigo previamente ino-
culados con Amylostereum areolatum, posterior-
mente extraidos desde los granos con agua desti-
lada estéril, contabilizados y suspendidos poste-
riormente en los diferentes tratamientos de
osmoacondicionantes.

Los tratamientos de osmoacondicionantes eva-
luados fueron los siguientes:
¢ Incubacion a concentraciones fijas de 15, 18,

21, 24, 27, 30 y 33% de glicerol, mantenidas

a 20°C por 24, 36, 48, 60 y 72 h, con y sin

sucrosa 0,4 M. (11). Los tratamientos tuvieron

un arreglo factorial de 7 concentraciones de
glicerol por 5 tiempos y por 2 concentraciones
de sucrosa.

e Incubacion a concentraciones de 15, 18, 21,
24 'y 27% de etilenglicol, a 20°C por 24, 28 y
36 h, con y sin sucrosa 0,4 M. Los tratamien-
tos tuvieron un arreglo factorial de 5 x 3 x 2.

e Incubacion a concentraciones de 15, 18, 21,
24 'y 27% de dimetilsulfoxido por 24, 28 y 36
h, con y sin sucrosa 0,4 M (12). El arreglo
factorial de los tratamientos fue de 5 x 3 x 2.

e Incubacion en glicerol al 15, 18, 21y 24% por
24 y 48 horas, y preenfriamiento controlado
(1°C/min) (13). Se evaluaron reducciones de
temperaturas cada 10°C, desde +20°C hasta
-40°C.

e Incubacion en glicerol al 5%, concentrado
paulatinamente en una camara de flujo lami-
nar (6), hasta alcanzar concentraciones de 50,
60, 70 y 80% glicerol.

Todos los experimentos anteriores tuvieron un
arreglo factorial de los tratamientos con cuatro
repeticiones y un disefio estadistico completamente
al azar.

Una vez completadas las incubaciones ante-
riores, éstas fueron sumergidas en el nitrégeno
liquido, mantenidas por 48 horas y luego descon-
geladas para evaluar la supervivencia de los ne-
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matodos a cada tratamiento. Los tratamientos de

descongelado fueron los siguientes:

» descongelado del tubo por inmersion en agua
a 37°C.

» descongelado directo de los nematodos en so-
lucién Ringer (SR) (14) a 23°C.

« descongelado del tubo a 37°C por 5, 10, 15,
20 segundos y posteriormente traspaso a SR.
Luego del descongelado, los neméatodos fue-

ron mantenidos en una camara a 23°C. Las eva-

luaciones de supervivencia se efectuaron 24 horas
después del descongelado, aceptando como so-
brevivientes a aquellos neméatodos que recupera-
ron su movilidad completa.

Los datos fueron graficados y analizados a tra-
vés del programa estadistico Microcal Origin ver-
sién 3.54 (Microcal software Inc., Ma USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los tratamientos de osmoacondicionamien-
to en glicerol a concentraciones fijas, incubacion
en glicerol mas sucrosa, uso de etilenglicol y di-
metilsulféxido como crioprotectores e incubacién
en glicerol més preenfriamiento, no se observo
supervivencia de nematodos después de criopre-
servados con ninguno de los tratamientos de des-
congelacion. El Unico tratamiento que arrojo re-
sultados positivos fue el uso de glicerol al 5%
que fue paulatinamente concentrado. Dentro de
los tratamientos de concentracién de glicerol a
partir de 5%, los mayores niveles de superviven-
cia se obtuvieron al llegar a una concentracién de
60% glicerol (P<0,05) (figura 1).

En el descongelado de los nematodos luego de
la criopreservacion, los mayores niveles de nema-
todos vivos se obtuvieron con el tratamiento en
agua a 37°C seguido de solucién Ringer a 23°C
por 24 h (P<0,05) (figura 2). Es importante desta-
car que el momento de descongelacion correspon-
de a un punto critico dentro de la criopreserva-
cién de B. siricidicola, ya que los mejores
resultados se obtuvieron depositando el tubo por
s6lo 10 s en agua a 37°C, y pequefias variaciones
de tiempo disminuyen considerablemente la su-
pervivencia (figura 2). Ademas, el descongelado
debe realizarse inmediatamente después de retira-
dos los tubos del nitrégeno liquido, ya que una
demora induciria la formacion de cristales de hie-
lo causando el rompimiento de paredes celulares.
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Figura 1. Porcentaje de nematodos vivos luego de la
criopreservacion, sometidos a acondicionamiento con
distintos niveles de glicerol. Las barras verticales en
cada columna corresponden al error estandar de las
medias.

Viability of nematodes after cryopreservation, conditioned at
different glycerol levels. Vertical bars represent standard error
of means.

Segun lo observado en los ensayos, los nema-
todos juveniles son los que presentaron mayores
niveles de supervivencia en nitrégeno liquido, por
lo que es conveniente utilizar colonias frescas para
el proceso de criopreservacion para asegurar una
gran cantidad de juveniles que sobrevivan a este
proceso.

Existe una alta probabilidad de que S. noctilio
continde diseminandose en Chile, debido a la au-
sencia de enemigos naturales, periodos de sequia
prolongados durante el verano que provocan es-
trés en los arboles haciéndolos més atractivos a la
colonizacion de la avispa, y a la falta de interven-
ciones silvoculturales, lo que propicia condicio-
nes ambientales favorables para la colonizacion,
establecimiento y dispersién de ésta (1).

A nivel internacional existe una vasta expe-
riencia en el control de Sirex; en Australia y Nue-
va Zelandia, desde 1979 hasta 1987, se ha obser-
vado hasta un 80% de arboles muertos por S.
noctilio en 50.000 ha (7). Como resultado de la
introduccion del nemétodo B. siricidicola en 1987
y la seleccidn de cepas con mayor habilidad para-
sitica, en los siguientes dos afios la poblacién de
la avispa disminuy6 considerablemente, llegando,
en algunos casos, a niveles de control cercanos al
100% (6). Las ventajas que presenta B. siricidico-
la, por sobre otros parasitoides son presentar un
ciclo de vida libre que puede ser criado y multi-
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Figura 2. Porcentaje de nematodos vivos luego de la
criopreservacion, sometidos a distintos tratamientos de
descongelado (A: agua a 37°C por 10 seg; B: agua a
37°C por 5 seg + inmersion en SR; C: agua a 37°C por
10 seg + inmersion en SR; D: agua a 37°C por 15 seg
+ inmersion en SR; E: inmersion en SR). Las barras
verticales en cada columna corresponden al error es-
tandar de las medias.

Viability of nematodes after criopreservation, with different
thawing treatments. (A: 10s in 37°C water; B: 5s. in 37°C
water + immersion in Ringer’s solution C: 10s. in 37°C water
+ immersion in Ringer’s solution; D: 15s. in 37°C water +
immersion in Ringer’s solution; E: immersion in Ringer’s
solution). Vertical bars represent standard error of means.

plicado en laboratorio, en medios de cultivo
inoculados previamente con el hongo A. aeriola-
tum. El método de produccion de neméatodos es
sencillo, rdpido, eficiente, de bajo costo y fécil de
inocular en campo (4, 15)

El continuo subcultivo de B. siricidicola en
medios artificiales sin el paso por su fase parasi-
tica, ha llevado al desarrollo de razas que rara-
mente producen hembras infectivas, incluso a bajas
concentraciones CO, y bajo pH, condiciones que
inducen la formacion de este estado (6). El desa-
rrollo del sistema de conservacion en nitrogeno
liquido descrito permitira mantener la integridad
génetica del neméatodo indefinidamente, sin tener
que volver a aislar el nematodo desde su forma
parasitica (6). Ademas, altas poblaciones de B.
siricidicola serdn mantenidas en un espacio redu-
cido y estaran rapidamente disponibles al momento
de hacerse necesario el control de S. noctilio en
Chile, lo que permitira que los neméatodos tengan
tiempo suficiente para distribuirse e incrementar
en namero en terreno, controlando la plaga en
forma maés répida y efectiva.
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CONCLUSIONES

El alto porcentaje de supervivencia de nema-
todos alcanzado con el método anteriormente des-
crito permite contar con un efectivo y préactico
sistema de criopreservacion para Beddingia siri-
cidicola, permitiendo mantener sus caracteristicas
originales a través del tiempo y sin la necesidad
de continuos repiques.
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