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EXTRACCION DE ALGUNOS NEMATODOS FITOPARASITOS MEDIANTE
MODIFICACIONES DE LAS TECNICAS DE CENTRIFUGACION—FLOTACION
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ABSTRACT

Extraction of some plant-parasitic nematodes by modifications of the
flotation-centrifugation and modified Baermann funnel techniques. The com-
parative efficiency of the modified Baermann funnel (MBF) and flotation-
centrifugation (FC) nematode extracting methods, as well as some modifica-
tions, was evaluated. Modifications included sample size (50, 100 or 150 ml of
soil), number of sample washings (1, 2 or 3), suspension time before washings
(20, 40 or 60 s) and sieve arrangement (A =one 50 and two 325 mesh; B = one
100 and two 325 mesh, and C =one 100 and one 325 mesh) for both methods.
Centrifugation time (3, 4 or 5 min at 3.000 rpm) and specific gravity of the
sugar solution (1.12, 1.15 or 1.18) were evaluated for the FC technique only.
With the MBF method significantly higher densities of Helicotylenchus sp.,
Trichodorus sp. ‘and Rotylenchulus reniformis were recovered with 50 cc soil
samples, and significantly more Helicotylenchus sp. and R. reniformis were
recovered with 3 washings and the B sieve arrangement, respectively. With the
FC method, significantly higher densities of Helicotylenchus sp. were extracted
by the 50 ml sample size, 60 s of suspension before washings, 4 min of centri-

fugation and 1.15 specific gravity.

INTRODUCCION

En Costa Rica los dafios causados por nema-
todos fitoparisitos cobran cada dia mayor impor-
tancia debido a la cantidad de cultivos que se ven
afectados, tanto en’ su rendimiento como en su
calidad (3, 8, 9). Recientemente se ha encontrado
que los métodos de extraccion afectan la determi-
nacién de las densidades de los nematodos vy la
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precision de los analisis (1). Con el fin de obtener
una mayor informacion acerca del efecto de algu-
nas modificaciones de los métodos de extraccion
tradicionales sobre la recuperacion de otros nema-
todos comunmente encontrados en nuestros
suelos, se llevo a cabo esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS

Se colectd muestras de suelo en una serie de
plantaciones donde previamente se habia detec-
tado infestaciones de ciertos nematodos fitopara-
sitos; éstas fueron trasladadas posteriormente al la-
boratorio donde fueron homogeneizadas y cuartea-
das hasta obtener las submuestras correspondien-
tes.

En el Cuadro 1 se presentan algunas caracte-
risticas de los suelos utilizados en este estudio. Las
especies de nematodos y los sitios donde se colec-
taron fueron los siguientes: Criconemella sp. en
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Palmira de Alfaro Ruiz (C—P); Helicotylenchus sp.
en Santa Ana (H—SA); Trichodorus sp. y Hetero-
dera sp. en Zarcero de Alfaro Ruiz (Tr-ZAR y

Cuadro 1. Algunas caracteristicas de los suelos donde
fueron colectadas las especies de nematodos
con que se evaluo la eficacia de ciertas modi-
ficaciones de dos métodos de extraccion.
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He—Z AR, respectivamente) y Rotylenchulus reni-
formis Linford & Oliveira en Orotina (Rr—0). Los
hospedantes donde se encontraron fueron, respec-
tivamente: pasto kikuyo (Pennisetum clandes-
tinum Hochst)., tomate (Lycopersicon esculen-
tum Mill), papa (Solanum tuberosum L.) y papaya
(Carica papaya L. ).

Se compard la eficacia de dos métodos de

- extraccion de nematodos del suelo para cada una
c , Localidad de las especies mencionadas previamente. Estos
aractertsticas 4 . . Iy
Palmira| Santa | Zarcero| Orotina  Métodos fueron el de centrifugacion-flotacion en
deAlfaro| Ana | deAlfaro solucién azucarada y el del embudo de Baermann
Ruiz Ruiz modificado por Christie y Perry, de acuerdo con
Nombre franco franco franco | franco lLas desm:l%(ilones clladgs por Alvaaado y Ldop edZ (.
tex tural arenoso | arcilloso | arcillo | arcilloso as Y?‘na es evalua a_s con cada m?to 0 ge e’f'
arenoso traccion, las comparaciones entre métodos, el di-
sefio experimental y el andlisis estadistico utili-
Arena (%) 48,5 351 36,8 | 397 zados ya fueron descritos en un trabajo previo (1).
Limo (%) 259 32,1 27,8 25,6
Arcilla (%) | 256 | 328 | 354 | 347 RESULTADOS
Materia Embudo de B dificado (EBM)
orginica (%) 6,3 4,2 3,2 2,8 udo de Baermann modilicado
H,0 6.1 6.4 6,0 5.9 En el Cuadro 2 se presenta el efecto del ta-
pH mafio de la muestra, del nimero de lavados de la
KCL 5,3 5.6 5.0 5.1 muestra, del tiempo de suspensién antes de los la-
vados y del arreglo de las cribas sobre el nimero
Sub-Orden Andept | Ustropept] Andept JUstropept promedio de cada especie, extraido por la técnica
Cuadro 2. Influencia de ciertas modificaciones sobre el niimero promedio de algunos nematodos fitoparasitos recupera-
dos por la técnica del Embudo de Baermann modificado.
Especie de* Tamaiio de muestra Numeros de lavados Tiempo de suspension | Arreglo de Cribas** ¥
nematodo (ml) (s)
50 100 150 1 2 3 20" 407} 60” ‘A B C
C-PZ S5a** 3a 3a 5a 6a 5a 6a 4 al 6a 5a 6a|l 4a
H-SA 215a 174a 80a 418b 505ab 647a 258a 2832 219a 592 a 809 aj819 a
He—ZAR 26a 36a 40a 46a 45a 55a 46al 40al 20a 50 a 452a| 46a
Tr~ZAR 29a 20a 9b 5la 48a Sla 48al 332l 42a 45 a 40a| 38b
Rr-O 10202 790ab 605 b 1225a 1289a 1444 a 1702 a|1600 a|1865a [1245 ab[1349 a (689 b

* C—PZ (Criconemella sp. dc Palmira de Zarcero): H-SA (Helicotylenchus sp. de Santa Ana); He—ZAR (Heterodera
de Zarcero de Alfaro Ruiz); Tr—ZAR (Trichodorus sp. de Zarcero de Alfaro Ruiz); Ri—O (Rotylenchus reniformis
dc Orotina). '

** Promedio dc cinco repcticiones. Promedios en una misma linea para una misma variable, seguidos por una misma
letra, no dificren significativamente entre si de acuerdo con los resultados de la prucba de amplitud miltiple de
Duncan (P =0,05). Densidades promedio cxpresadas en niimero de nematodos/100 ml de suelo.

**% A: 50-325-325 mesh; B: 100-325-325 mesh; C: 100-325 mesh,



ALVARADO y LOPEZ: Técnicas de extraccién de nematodos

EBM. Se encontré que con un volumen de 50 ml
se recuperaron significativamente mds H-SA,
Tr—ZAR y Rr—0 que con 150 ml; al estimar la
tendencia de recuperacién de estas especies se en-
contraron efectos lineales negativos, defini-
dos respectivamente por las ecuaciones
Y =12,27-14,24X,, Y=4,28-593X, y
Y =28,21-18,36X,.

En cuanto a las otras comparaciones del ta-
mafio de la muestra, con respecto a las especies
restantes no hubo diferencias significativas.

Por otra parte, se obtuvo una cantidad signi-
ficativamente mayor de H-SA con 3 lavados que
con uno solo; el niimero de lavados tuvo un efecto
lineal positivo en la recuperacién de H-SA,
definido por la ecuaciéon Y =16,1-8,81X,.

No se encontrd diferencias significativas en
cuanto a las otras comparaciones del niimero de
lavados para las especies restantes. Para las compa-
raciones del tiempo de suspensién no hubo dife-
rencias significativas en la extraccion, aunque se
obtuvo mayor recuperacidn con un tiempo de sus-
pension de 20 s. Se recuperd una densidad signifi-
cativamente mayor de Rr—0 con el arreglo de cri-
bas B (una de 100 y dos de 325 mesh) que con el
C (una de 100 y una de 325 mesh). En las otras
comparaciones del arreglo de cribas no se encontrd
diferencia significativa alguna.

Centrifugacion-flotacion en solucion azucarada
(CF)

La influencia del tamafio de la muestra, del
nimero de lavados, del arreglo de cribas, del tiem-
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po de suspension antes de los lavados, de la grave-
dad especifica de la solucién azucarada y del tiem-
po de centrifugacién sobre la extraccion de los ne-
matodos por el método CF se presenta en el Cua-
dro 3.

Para las comparaciones del nimero de lava-
dos no hubo diferencias significativas en la extrac-
¢ion de los nematodos estudiados. Se recuperd sig-
nificativamente mis H—SA con un volumen de 50
ml que con 100 o 150 ml; en este caso se encontré
un efecto lineal negativo, definido por la ecuacién
Y =14,43-12,06X,. En cuanto a las otras compa-
raciones del tamafio de la muestra en las restantes
especies, no hubo diferencias significativas. Se en-
contrd6 que con 60s de suspension antes de los
lavados se recuperaron significativamente mads
H-—-S8SA que con 20 s; al estudiar su comportamien-
to en la recuperacién, se encontré un efecto
lineal positivo, definido por 1la ecuacién
Y =3,44 +4,15X, . Se recupero6 significativamente
mds Tr—ZAR con un tiempo de suspension de 40 s
que con 20 s. No se encontré diferencias significa-
tivas en cuanto a las otras comparaciones del tiem-
po de suspension.

En lo concerniente al arreglo de cribas, con
el A (una de 50 y dos de 325 mesh) se recuperaron
significativamente mas He—ZAR que con el B. No
se encontrd diferencias significativas en cuanto a
las otras comparaciones del arreglo de cribas para
las otras especies.

Se recuperaron significativamente mds
H—SA con un tiempo de centrifugacién de 4 min
que con 5 min; el comportamiento en la recupera-

Cuadro 3. Efecto de ciertas modificaciones sobre el nilmero promedio de algunos nematodos fitoparasitos recuperados

por la técnica centrifugacién-flotacion.,

Especie Tamaiio de muestra Nimero de lavados Tiempo de suspension | Arreglo de Cribag*** Tiempo de Centri- Gravedad especifica
de (ml) (s) fugacion (min) de la

nematodo solucion azucarada
50 100 | 150 1 2 3 20" § 40" | 60" A B [ ¥y 4 s | 112 | 15 118
C-PZ 25a**| 25a| 32a 21a 22a | 2la 122 | 12a 12a 12a| 10a]| 1la 8a 8a| 8a 9a 10a] 12a
H~SA 289a 200b | 148b( 577a | 730a | 758a | 549b | 751ab} 854a| 647a| 823a| 864a |652ab| 863a| 554b| 119b| B845a| 798a
He-ZAR 58a 46a ] 42a| 123a | 124a | 128a| 147a| 143a | 113a| 257a| 172b| 202ab|143a | 116b| 96a | 119a | 1ila| 117a
Tr-ZAR 3a 4a Ta 10a 10a 11a Tb| 13a | 1lab 8a| 10a| 8a 9a 7a Ta Ta Ta 9a
Rr-0 1268a ]| 12193 | 624a| 1040a | 1280a | 1520a | 1830a | 1848a (1688a| 1163a(12902(1290a [787a | 1042a| 613a | 1220a | 1059a(1117a

*  C-PZ (Criconemella sp. de Palmira de Zarcero); H-SA (Helicotylenchus sp.

de Santa Ana); He—ZAR (Heterodera sp. de Zarcero de Alfaro Ruiz); Tr—-ZAR

(Trichodorus sp. de Zarcero de Alfaro Ruiz); Rr—O (Rotylenchulus reniformis de Orotina).

Ai

** Pr dio de cinco

ml de suelo.

¥**A: 50-325-325 mesh; B: 100-325-325 mesh; C: 100-325 mesh.

petici Pr en una misma linea para una misma variable, seguidos por una misma letra, no difieren significativamente entre
si de acuerdo con los resultados de la prucba de amplitud miltiple de Duncan (P =0,05). D

i 30

pr dio exp das en nimero de nematodos/100
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cién tuvo un efecto cuadrdtico, definido por la
ecuacion Y =18,49-3,59X, -55,7X,. Se obtuvo
una cantidad significativamente mayor de H-SA
con una gravedad especifica de 1,15 que con una
de 1,12. En este caso se obtuvo un efecto
cuadrdtico, definido por la ecuacién
Y =16,85+24,99X,;-9,34X,. Para las otras
comparacicnes del tiempo de centrifugacion y gra-
vedad especifica, no se encontré diferencia signifi-
cativa alguna, pero se obtuvo una mayor recupera-
ciéon de nematodos con un tiempo de centrifuga-
cién de 3 min y una gravedad especifica de la solu-
cion azucarada de 1,18.

Los valores promedio de recuperacion obte-
nidos en la comparacioén de las técnicas de extrac-
cién, para cada una de las especies de nematodos
evaluadas, se presentan en el Cuadro 4. En la com-
paracion de la eficacia de extraccion de las técni-
cas, se obtuvo densidades significativamente mayo-
res con la técnica CF que con la del EBM, para
todas las especies estudiadas, excepto Tr—ZAR.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo en
cuanto al tamafio de la muestra coinciden con los
obtenidos previamente (1), ya que con muestras de
50 ml se recuperaron relativamente mayores densi-
dades de nematodos que con las de 100 o 150 ml.
Pareciera que en este caso es también aplicable la
explicacion de que posiblemente es mds ficil dis-
persar las particulas al usar un volumen de suelo
relativamente pequefio, lo que podria permitir a
los nematodos liberarse con mayor facilidad; al
igual que en el caso anterior (1), se observd tam-
bién que el volumen del residuo de suelo retenido
en las cribas fue menor cuando se utiliz6 con
muestras de 50 ml, lo que posiblemente incremen-
t6 o facilité la recuperacion de los nematodos.

En lo concerniente al nimero de lavados de
la muestra, en la mayoria de los casos no hubo un
efecto estadisticamente significativo de ellos sobre
la densidad de nematodos que fue recuperada; sin
embargo, pareciera haber cierta relacion entre el
tipo de suelo, el nimero de lavados y la tendencia
en cuanto a la recuperacién de los nematodos. Asf,
por ejemplo, en suelos relativamente pesados como
el de Santa Ana hubo incremento en cuanto al
nimero de nematodos recuperados cuando se hi-
cieron 3 lavados en comparacion con los casos en
que se hizo s6lo uno; es posible que en los suelos
pesados se necesite dispersar las particulas mds de
una vez para que se libere una mayor cantidad de

Cuadro 4. Eficacia comparativa de los métodos
centrifugacion-flotaciéon (CF) y embu-
do de Baermann modificado (EBM) en
la recuperacion de algunos nematodos

fitoparasitos.
Especie de nematodo Método de extraccion
EBM CF

Criconemella sp. 4 b* 28 a
Helicotylenchus sp. 151b 208 a
Heterodera sp. 24b Sla
Trichodorus sp. 18a 5b
Rotylenchulus

reniformis 196 b 1066 a

* Densidades expresadas en nimero de nematodos/100 ml
suelo, Promedio de cinco repeticiones. Promedios en
una misma linca, seguidos por una misma letra, no difie-
ren significativmente entre si, de acuerdo con los resul-
tados dc la prucba de amplitud de Duncan (P =0,05).

nematodos. Por el contrario, en suelos relativamen-
te livianos como el de Palmira de Alfaro Ruiz, en
que relativamente pocos residuos quedan en las cri-
bas después del primer lavado, el lavar atin mas la
muestra podria ocasionar una disminucién del ni-
mero de nematodos retenidos, por cuanto el volu-
men de agua que pasa a través de las cribas en cada
lavado podria arrastrar a cierto ntimero de ellos, al
haber poco matcrial de suelo al que éstos podrian
quedar adheridos en las cribas. ]

En relacion al tiempo de suspension antes de
los lavados, y por la técnica de extraccion CF, en
la mayoria de los casos en que hubo diferencias
significativas entre tratamientos se observé que
conforme aumentaba el tiempo de suspension se
incrementaba la extraccion de los nematodos. Esto
podria también atribuirse a la cantidad de particu-
las de suelo en suspension ya que conforme pasa el
tiempo éstas disminuyen, y el volumen de suelo
retenido en las cribas también disminuye, lo que
podria facilitar y/o incrementar la recuperacion de
los nematodos.
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Con los diferentes arreglos de cribas evalua-
dos, en el caso del método EBM, sdlo se afectd
significativamente la extraccién de Rr—-0, y con la
técnica CF sélo la de He—ZAR; el comportamien-
to obtenido en cada caso fue diferente, lo que difi-
cultd el encontrar una explicacion satisfactoria
para cada uno.

Resultados similares a los encontrados en
esta investigacién con relacion al tiempo de centri-
fugacion han sido obtenidos previamente (1), ya
que con 4 min se recuperd la mayor densidad de
H—SA; sin embargo, la prolongacion del tiempo de
centrifugaciéon redujo su extraccidn. Parece tam-
bién que en este caso la explicacion del resultado
estd directamente relacionada al género Helicoty-
lenchus; Alvarado y Loépez (1) encontraron lo
mismo con relacién a otra especie de este género,
lo que aunado a los resultados obtenidos aqui, pa-
reciera reforzar la hip6tesis de que la gravedad es-
pecifica de Helicotylenchus sp. es més alta que la
de los otros nematodos estudiados, por lo que al
aumentar la gravedad especifica de la solucién
azucarada se puede recuperar una mayor cantidad
de especimenes.

Al comparar entre si las dos técnicas de ex-
traccion de nematodos que se evaluaron, se encon-
tré que la técnica CF fue la mds eficaz de las dos
en la recuperacién de todas las especies evaluadas,
excepto Trichodorus sp.; este nematodo fue recu-
perado en mayores densidades con la técnica EBM.
En este caso en particular, este comportamiento
podria deberse a la relativa gran movilidad de los
nematodos de este género (L.A. Salas, comunica-
cién personal, 1980).

En general, varios autores (1, 2, 4, 5, 6, 7,
10, 11) han obtenido resultados similares a los en-
contrados en este trabajo al comparar la eficacia de
CF y EBM. Este (ltimo método para la extraccion
de nematodos depende de la movilidad, y ésta, a su
vez, puede ser afectada por varios factores, tales
como la temperatura, la falta de oxigeno en el
embudo, la obstruccion de las aberturas del fondo
de tela del cilindro utilizado, etc. Todas estas varia-
bles pueden disminuir la densidad de nematodos
recuperados de una muestra de suelo. En cuanto a
la técnica CF, el principio basico en que se apoya
esta técnica es la gravedad especifica de los nema-
todos, que permite separarlos de particulas més
densas mediante la flotacién en una solucién azu-
carada. En este caso los nematodos pueden ser re-
cuperados aiin cuando estdn inactivos, lo que posi-
blemente explique, al menos parcialmente, la ma-
yor recuperacion obtenida por este método.

RESUMEN

Se evalud la eficacia de los métodos centrifu-
gacion-flotacion y embudo de Baermann modifi-
cado, asi como variantes de los mismos, para la
extraccion de algunos nematodos fitoparésitos ha-
bitantes del suelo. Con ambas técnicas de extrac-
cién se evaludé la influencia del volumen de la
muestra (50, 100 o 150 ml), del niimero de lava-
dos de la muestra (1, 2 o 3), del tiempo de suspen-
si6bn de la muestra antes de los lavados (20, 40 o
60 s) y del arreglo de cribas (A =una de 50 y dos
de 325 mesh; B =una de 100 y dos de 325 mesh, y
C=una de 100 y una de 325 mesh). Ademds se
evalud el tiempo de la solucién azucarada
(1,12, 1,15 y 1,18) con la técnica CF. Con el méto-
do EBM se recuper? significativamente mas Helico-
tylenchus sp., Trichodorus sp. y Rotylenchulus
reniformis al utilizar muestras de 50 ml. El lavado
de las muestras por 3 veces permitid recuperar den-
sidades significativamente mayores de Helicotylen-
chus sp. Con el arreglo B de cribas se extrajo una
mayor densidad de R. reniformis.

Con la técnica CF se extrajo densidades sig-
nificativamente mayores de Helicotylenchus sp.
con los tratamientos que incluian 50 ml de volu-
men de muestra, 60 s de suspension antes de los
lavados, 4 min de centrifugacion y una solucion
azucarada con 1,15 de gravedad especifica. Tam-
bién se recuperaron densidades significativamente
mayores de Trichodorus sp. y Heterodera sp. con
40 s de suspension y el arreglo A de cribas, respec-
tivamente. El método CF fue estadisticamente su-
perior al EBM en la extraccion de todas las espe-
cies de nematodos evaluadas, excepto Trichodorus

sp.
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