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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 (I, 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.

precision de los analisis (1). Con el fin de obtener
INTRODUCCION una mayor informacion acerca del efecto de algu-

nas modificaciones de los metodos de extracci6n
En Cost,a.Rica los dafios cau,sados por.nema- tradicionales sabre la recuperaci6n de otros nema-

todos fitoparasrtos cobran cada dla mayor Impor- todos comunmente encontrados en nuestros
tancia debido a la cantidad de cultivos que se ven suelos se IIev6 a cabo esta investigaci6n. .
afectados, tanto en su rendimiento como en su '

calidad (3, 8, 9). Recientemente se ha encontrado MATERIALES Y METODOS
que los metodos de extracci6n afectan la determi-
naci6n de las densidades de los nematodos y la Se colecto muestras de suelo en una serie de

plantaciones donde previamente se habia detec-
tado infestaciones de ciertos nematodos fitopara-

1/ Recibido para su publicacion cl 14 de enero de sitos. estas fueron trasladadas posteriormente alla-
1985. b '. d d f h . d toratorIo on e ueron omogenelZa as y cuar ea-

. Parte de una tesis de grado presentada por el pri- das hasta obtener las submuestras correspondien-
mer autor ante la Escuela de Fitotecnia de la tes.
Universidad de Costa Rica. En el Cuadra 1 se presentan algunas caracte-

.. Laboratorio de Nematologia, Escuela de Fitotec-' ristic~s de los suelos utilizado!:.e.n este estudio. Las
nia, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa especles de nematodos y los SltlOS donde se colec-
Rica. taron fueron los siguientes: Criconemella sp. en
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Palmira de Alfaro Ruiz (C-P); Helicotylenchus sp. He-ZAR, respectivamente) y Rotylenchulus reni-
en Santa Ana (H-SA); Trichodorus sp. y Hetero- [armis Linford & Oliveira en Orotina (Rr-O). Los
dera sp. en Zarcero de Alfaro Ruiz (Tr-ZAR y hospedantes donde se encontraron fueron, respec-

tivamente: pasto kikuyo (Pennisetum clandes-
Cuadro 1. Algunas caractensticas de los suelos donde tinum Hochst)., tomate (Lycopersicon esculen-

fueron colectad~ las e.spe~ies de, nematodo,s tum Mill) papa (Solanum tuberosum L.) y papaya
con que se evaluo 1a eflcacla de clertas modl- .'
ficaciones de dos metodos de extraccion. (Carica papaya L.).

Se compar6 la eficacia de dos metodos de
extracci6n de nematodos del suelo para cad a una

, , Localidad de las especies mencionadas previamente. Estos
Caractenstlcas , d f 1 d .f .6 fl ., Palmira Santa Zarcero Orotina meta os ueron e e centn ugaci n- otaclon en

de Alfaro Ana de Alfaro soluci6n azucarada y el del embudo de Baermann
Ruiz Ruiz modificado por Christie y Perry, de acuerdo con

las descripciones dadas pOT Alvarado y L6pez (1).
Nombre franco franco franco franco . bl 1 d d ' d dt t al eno

so arcilloso arcillo arcilloso Las varIa es eva ua as con ca a meto 0 e ex-ex ur ar , 1 . ' d 1d.
arenoso traccion, as comparaclones entre me to os, e 1-

serio experirrlental y el analisis estadistico utili-
Arcna (%) 48,5 35,1 36,8 39,7 zados ya fueron descritos ~n un trabajo previo (1).

Limo (%) 25,9 32,1 27,8 25,6
Arcilla (%) 25,6 32,8 35,4 34,7 RESULTADOS

Mat,cr~a(OJ') 6 3 4 2 3 2 2 8 Embudo de Baermann modificado (EBM)orgamca 70 , , , ,
H2O 6,1 6,4 6,0 5,9 En el Cuadro 2 se pr~senta el efecto del ta-

pH mafio de la muestra, del numero de lavados de la
KCL 5,3 5,6 5,0 5,1 muestra, del tiempo de suspensi6n antes de los la-

vados y del arreglo de las cribas sobre el numero
Sub-Orden Andcpt Ustropcpt Andcpt Ustropcpt promedio de carla especie, extraido par la tecnica

Cuadro 2, Influencia de ciertas modificaciones soble el numero promedio de algunos nematodos fitoparasitos recupera-
dos pOl 1a tecnica del Embudo de Baermann modificado.

Espccie de* Tamaiio de muestra Numeros de lavados Tiempo de suspension Arreglo de Cribas***
nematodo (ml) (s)

50 100 150 I 2 3 20" 40" 60" ABC

C-PZ 5 a** 3 a 3 a 5 a 6 a 5 a 6 a 4 a 6 a 5 a 6 a 4 a

H-SA 215 a 174 a 80 a 418 b 505 ab 647 a 258 a 283 a 219 a 592 a 809 a 819 a

Hc-ZAR 26 a 36 a 40 a 46 a 45 a 55 a 46 a 40 a 20 a 50 a 45 a 46 a

Tr-ZAR 29a 20a 9b 51 a 48a 51 a 48a 33a 42a 45 a 40a 38b

Rr-O 1020 a 790 ab 605 b 1225 a 1289 a 1444 a 1702 a 1600 a 1865 a 1245 ab 1349 a 689 b

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

** Promcdio dc cinco rcpcticioncs. Promcdios cn una misma linea para una misma variable. seguidos pOl una misma
Ictra, no dificrcn significativamcntc entre si de acuerdo con los resultados de la prueba de amplitud mUltiple de
Duncan (P =0,05). Densidadcs promcdio cxprcsadas cn numero de nematodosj100 ml de suelo.

*** A: 50-325-325 mesh; B: 100-325-325 mesh; C: 100-325 mesh.
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EBM, Se encontr6 que con un volumen de 50 ml po de suspensi6n antes de log lavados, de la grave-
se recuperaron significativamente mas H-SA, dad especffica de la solucion azucarada y del tiem-
Tr-ZAR y Rr-O que con ISO rnl; al estirnar la po de centrifugacion sabre la extraccion de log ne-
tendencia de recuperacion de estas especies se en- matodos par el metoda CF se presenta en el Cua-
contraron efectos lineales negativos, defini- dro 3,
dog respectivamente par lag ecuaciones Para lag comparaciones del numero de lava-
Y = 12,27-14,24Xl, Y = 4,28-5,93Xl Y dog no bubo diferencias significativas enla extrac-
Y = 28,21-18,36Xl, cion de log nematodos estudiados, Se recupero sig-

En cuanto a lag otras comparaciones del ta- nificativamente mas H-SA con un volumen de 50
, rnl que con 1000 ISO rnl' en este caso se encontro

mafia de la muestra, con respecto alas especles .." ,', " , ,t t h b d'" ' " ' f ' t " un electo Imeal negatlvo, defmldo par la ecuaClon
resanesno u 0 llerenclasslgmlcalvas, Y=1443-1"06X' E tIt

Par otra parte, se obtuvo una cantidad signi- " -', 1, n cuan 0 a as 0 rag compa-
ficativamente mayor de H-SA con 3 lavados que raclo~es del tamafio,de la ~ue~tra, ~n l~s restantes
con uno solo; el numero de lavados tuvo un efecto especl,es, no bubo dlferenclas slgn~~lCatlVas, Se en-
I ' 1 't ' 1 '6 d H SA contra que con 60 s de suspensl0n antes de logmea pOSI IVO en a recuperacI n e - , , " , ,
d fi ' d 1 " Y - 16 I 8 8IX lavados se recuperaron slgmflcatlvamente mas

e ml 0 par a ecuaCl0n - - 1 ' ."

" .','" H-SA que con 20 s; al estudlar su comportamlen-
No se encontro dlferenclas slgmficatlvas en to en 1 C ' , t ' .. t" a re uperaClon, se encon ro un elec 0

cuanto alas otras comparacl0nes del numero de li 1 ' t ' d fi " d I ' ,
, nea pOSI lVO, e ml 0 par a ecuaCl0n

lavados para las espeCles restantes, Para lag compa- Y =3 44 + 4 15X Serecupe ' , ' f ' t '

t, d 1 " d ' , h b d '" ,,1 ' ro slgm lca lvamen e
raclones e tlempo e suspenslon no u 0 lle- ma' s Tr- ZAR conun t 'em de " d 40, "

fi ' I " 1 po suspenslon e s
renclas slgm lcatlvas en a extraccl0n, aunque se quecon 20 S No t ' d' f ' , ' fi, " , se encon ro 1 erenclas slgm lca-obtuvo mayor recuperaclon con un tlempo de sus- , , ,

" d 20 S ' d ' d d " fi tlvas en cuanto alas otras comparaclones del tlem-
penSIon e s, e recupero una ensl a slgm 1- d ' ,

, d R 0 1 gl d ' po e suspenslon,
catlvamente mayor e r- con e arre 0 e cn- 1 . ,
b B ( d 100 d d 325 h) 1 En 0 concernlente al arreglo de cnbas, con

as una e y os e mes que con e
(C ( d 100 d 325 h) E 1 t el A una de 50 y dog de 325 mesh) se recuperaron

una e y una e mes, n as 0 rag " fi ' ,
H ZAR 1 B N, , , slgm lcatlvamente mas e- que con e , 0

comparacl0nes del arreglo de cnbas no se encontro '" ", ,

d' f "' fi t . 1 se encontro duerenclas slgnulcatlV2s en cuanto a
1 erencla slgm lca lva a guna, "lag otras comparaClones del arreglo de cnbas para

C rif " fl " 1 " da lag otras especies,
ent ugaclon- otaclon en so UClon azucara

(CF) Se recuperaron significativamente mas
La influencia del tamafio de la muestra, del H-SA con un tiempo de centrifugaci6n de 4 min

numero de lavados, del arreglo de cribas, del tiem- que con 5 min; el comportamiento en la recupera-

Cuadro 3, Efecta de ciertas modificaciones sabre el numero promedio de algunos nematodos fitoparasitos recuperados
pOI la tecnica centrifugation-flotatiOn.

Especie T.m.iio de muestra Numero de lav.dos Tiempo de suspension Ar(eglo de Crib.s... Tiempo de Centri- Graved.despecffic.
de (ml) (s) fug.cion (min) de la

nem.todo solution .zucar.d.

50 100 150 1 2 3 20" 40"' 60"' ABC 3' 4' 5' 1.12 1.15 1,18

C-PZ 25... 25. 32. 21. 22. 21. 12. 12. 12. 12. lOa 11. Sa 8. Sa 9. 10. 12.

H-SA 2891 200b 148b 577. 73Oa 758. 549b 751.b 854. 647. 823. 8641 652.b 863. 554b 119b 845. 798.

He-ZAR 5Sa 461 421 123. 124. 128. 147. 143. 113. 257. 172b 202lb 143. 116b 961 119. 111. 117.

Tr-ZAR 3. 4. 7. 10. lOa 11. 7b 13. 11.b 8. 10. Sa 9. 7. 7. 7. 7. 9.

Rr-O 1268. 1219. 624. 1040. 128Oa 1520. 1830. 1848. 168Sa 1163. 1290.1290. 787. 10421 613. 1220. 1059. 1117.

. C-PZ (Criconemella sp. de P.lmir. de Zarcero); H-SA (Helicotylenchus sp. de Santa An.); He-ZAR (Heterodero sp. de Zarcero de Alfaro Ruiz); Tr-ZAR
(Trichodorus sp. de Zarccro de Alf.ro Ruiz); Rr-O (Rotylenchulus reniformis de Oratin.).

.. Promedio de cinco repeticiones. Promedios en un. mism. line. para una mism. vari.ble, seguidos par una mism. letr., no difieren signific.tivamente entre
si de .cuerdo con 10s resultados de la prueba de .mplitud multiple de Duncan (P =0,05). Densid.des promedio expresad.s en numero de nem.todos/l00
ml de suelo.

...A 50-325-325 mesh; B: 100-325-325 mesh; C: 100-325 mesh.
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cion tuvo un efecto cuadratico, definido par la Cuadra 4. Eficacia comparativa de los metodos
ecuacion Y = 18,49-3,59Xl-55, 7X2. Se obtuvo centrifugacion-flotacion (CF) y embu-

una cantidad significativamente mayor de H-SA do de Baermann modificado (EBM) en
con una gravedad especifica de 1,15 que con una la recuperacion de algunos nematodos
de 1,12. En este caso se obtuvo un efecto fitoparlisitos.
cuadratico, definido por la ecuacion
Y = 16,85 + 24, 99X1 -9,34X2. Para las otras

comparaciones del tiempo de centrifugacion y gra- Especie de nematodo Metodo de extraccion
vedad especffica, no se encontro diferencia signifi-
cativa alguna, pero se obtuvo una mayor recupera- EBM CF
cion de nematodos con un tiempo de centrifuga-
cion de 3 min y una gravedad especffica de la solu- Criconemella sp. 4 b* 28 a
cion azucarada de 1,18.

Los valores promedio de recuperacion obte- Helicotylenchus sp. 151 b 208 a
nidos en la comparacion de las tecnicas de extrac-
cion, para cada una de las especies de nematodos Heterodera sp. 24 b 51 a
evaluadas, se presentan en el Cuadro 4. En la com-
paracion de la eficacia de extraccion de las tecni- Trichodorus sp. 18 a 5 b
cas, se obtuvo densidades significativamente mayo-
res con la tecnica CF que con la del EBM, para Rotylenchulus
todas las especies estudiadas, excepto Tr-ZAR. reniform is 196 b 1066 a

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo en * Dcnsidades cxprcsadas en numero de nematodos/lOO ml
cuanto al tamano de la muestra coinciden con los suelo. .Prom~dio de <:inco repeticio~es. Promedios. ~n

. . una mlsma lInea, segUldos pOI una mlsma leila, no difle-
obterudos prevlamente (1), ya que con muestras de fen significativmente entre sl, de acuerdo con los resul-

50 ml se recuperaron relativamente mayores densi- tados dc la prucha de amplitud de Duncan (P =0,05).

dades de nematodos que con las de 1000 150 mI.
Pareciera que en este caso es tambien aplicable la
explicacion de que posiblemente es mas facil dis-
persar las part1culas al usaf un volumen de suelo nematodos. POT el contrario, en suelos relativamen-
relativamente pequeno, 10 que podria permitir a te livianos como el de Palmira de Alfaro Ruiz, en
los nematodos liberarse con mayor facilidad; al que relativamente pocos residuos quedan en las cri-
igual que en el caso anterior (1), se observo tam- bas despues del primer lavado, ellavar aun mas la
bien que el volumen del residuo de suelo retenido muestra podria ocasionar una disminucion del nu-
en las cribas rue menor cuando se utilizo con meTa de nematodos retenidos, par cuanto el volu-
muestras de 50 ml, 10 que posiblemente incremen- men de agua que pasa a traves de las cribas ~n cad a
to 0 facilito la recuperacion de los nematodos. lavado podria arrastrar a cierto numero de ellos, al

En 10 concerniente al numero de lavados de habeT poco matcrial de suelo al que estos podrian
la muestra, en la mayoria de los casos no hubo un quedar adheridos en las cribas.
efecto estadisticamente significativo de ellos sabre En relacion al tiempo de suspension antes de
la densidad de nematodos que rue recuperada; sin los lavados, y pOT la tecnica de extraccion CF, en
embargo, pareciera habeT cit:rta relacion entre el la mayoria de los casos en que hubo diferencias
tipo de suelo, el numero de lavados y la tendencia significativas entre tratamientos se observo que
en cuanto a la recuperacion de los nematodos. Asi, conforme aumentaba el tiempo de suspension se
pOT ejemplo, en suelos relativamente pesados como incrementaba la extraccion de los nematodos. Esto
el de Santa Ana hubo incremento en cuanto al podria tambien atribuirse a la cantidad de particu-
numero de nematodos recuperados cuando se hi- las de suelo en suspension ya que conforme pasa el
cieron 3 lavados en comparacion con 10s casos en tiempo estas disminuyen, y el volumen de suelo
que se hizo solo uno; es posible que en los suelos retenido en las cribas tambien disminuye, 10 que
pesados se necesite dispersar las particulas mas de podria facilitar yjoincrementar la recuperacion de
una vez para que se libere una mayor cantidad de los nematodos.
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Con los diferentes arreglos de cribas evalua- RESUMEN
dos, en el caso del metoda EBM, solo se afecto
significativamente la extraccion de Rr-O, y con la Se evaluola eficacia de los metodos centrifu-
tecnica CF solo la de He-ZAR; el comportamien- gacion-flotacion y embudo de Baermann modifi-
to obtenido en cada caso rue diferente, 10 que difi- cado, asi como variantes de los mismos, para la
culto el encontrar una explicacion satisfactoria extraccion de algunos nematodos fitoparasitos ha-
para cada uno. bitantes del suelo. Con ambas tecnicas de extrac-

Resultados similares a los encontrados en cion se evaluo la influencia del volumeD de la
esta investigacion con relacion al tiempo de centri- muestra (50, 100 0 ISO rnl), del numero de lava-
fugacion haD sido obtenidos previamente (I), ya dos de la muestra (I, 2 03), del tiempo de suspen-
que con 4 miD se recupero la mayor densidad de sian de la muestra antes de los lavados (20, 40 0
H-SA; sin embargo, la prolongacion del tiempo de 60 s) y del arreglo de cribas (A = una de 50 y dos
centrifugacion redujo su extraccion. Parece tam- de 325 mesh; B = una de 100 y dos de 325 mesh, y
bien que en este caso la explicacion del resultado C = una de 100 y una de 325 mesh). Ademas se
esta directamente relacionada al genera Helicoty- evaluo el tiempo de la solucion azucarada
lenchus,. Alvarado y Lopez (1) encontraron 10 (1,12,1,15yl,18)conlatecnicaCF.Conelmeto-
mismo con relacion a otra especie de este genera, do EBM se recupero significativamente mas Helico-
10 que aunado a los resultados obtenidos aqui, pa- tylenchus sp., Trichodorus sp. y Rotylenchulus
reciera reforzar la hipotesis de que la gravedad es- reniformis al utilizar muestras de 50 mI. Ellavado
pecifica de Helicotylenchus sp. es mas alta que la de las muestras par 3 veces permitio recuperar den-
de los otros nematodos estudiados, par 10 que al sidades significativamente mayores de Helicotylen-
aumentar la gravedad especifica de la solucion chus sp. Con el arreglo B de cribas se extrajo una
azucarada se puede recuperar una mayor cantidad mayor densidad de R. reniformis.
de especimenes. Con la tecnica CF se extrajo densidades sig-

Al comparar entre si las dos tecnicas de ex- nificativamente mayores de Helicotylenchus sp.
traccion de nematodos que se evaluaron, se encon- con los tratamientos que incluian 50 ml de volu-
tro que la tecnica CF rue la mas eficaz de las dos men de muestra, 60 s de suspension antes de los
en la recuperacion de todas las especies evaluadas, lavados, 4 miD de centrifugacion y una solucion
excepto Trichodorus sp.; este nematodo rue recu- azucarada con 1,15 de gravedad especillca. Tam-
perado en mayores densidades con la tecnica EBM. bien se recuperaron densidades significativamente
En este caso en particular, este comportamiento mayores de Trichodorus sp. y Heterodera sp. con
podria deberse a la relativa gran movilidad de los 40 s de suspension y el arreglo A de crib as, respec-
nematodos de este genera (L.A. Salas, comunica- tivamente. EI metoda CF rue estadisticamente su-
cion personal, 1980). perior al EBM en la extracci6n de todas las espe-

En general, varios autores (I, 2, 4, 5, 6, 7, cies de nematodos evaluadas, excepto Trichodorus
10, II) haD obtenido resultados similares a los en- sp.
contrados en este trabajo al comparar la eficacia de
CF y EBM. Este ultimo metoda para la extraccion AGRADECIMIENTO
de nematodos depende de la movilidad, y esta, a su
vel, puede seT afectada par varios factores, tales Los autores desean agradecer a la Srta. Mar-
como la temperatura, la Calla de oxigeno en el cela Rodriguez S. y a la Sra. Dinorah de Arauz su
embudo, la obstruccion de las aberturas del rondo colaboracion en la confecci6n de los cuadros y en
de tela del cilindro utilizado, etc. Todas estas varia- el trabajo mecanografico, respectivamente.
hIes pueden disminuir la densidad de nematodos
recuperados de una muestra de suelo. En cuanto a
la tecnica CF, el principia basico en que se apoya
esta tecnica es la gravedad especillca de los nema- LITERATURA CITADA
todos, que permite separarlos de particulas mas .,
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