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EFICIENCIA DE RECUPERACION DE Meloidogyne incognita
(NEMATA: HETERODERIDAE) EN DOS SUELOS TROPIC ALESI
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ABSTRACT

Extraction efficiency of Meloidogyne incognita (NEMATA:
Heteroderidae) in two tropical soils. The effects of sample volume (50, 100
or 150 ml), number of sample washings (I, 2 or 3), soil suspension time before
pouring the supernatant through a series of sieves (20, 40 or 60 sec), sieve
arrangement (A: 100-325 mesh; B: 100-400 mesh; C: 100-325-325 mesh sie-
ves), centrifugation time (3, 4 or 5 min) at 1800 reciprocal centrifugal forces
and specific gravity of the sugar solution (1.12, 1.15 or 1.18) on the extraction
efficiency (EE) of second stage juveniles (J2) of M. incognita from an
Ustropept (U) and a Haplustalf (H) soils were investigated. A known density of
J2 was inoculated in both soils, which had been previously pasteurized with
steam. A higher EE was obtained in both soils with samples that were washed
twice, during 20 sec, poured through the B sieve arrangement, centrifuged
during 3 min, and using a 1.18 specific gravity sugar solution as the extractant
medium. Higher EE were obtained with 100 ml and 150 ml samples from the U
and H soils, respectively. In general, the EE was close to 65% in the U soil and
only around 19% in the H soil.

INTRODUCCION 3) las recomendaciones para la aplicaci6n de
tacticas de manejo, y

Varios aspectos de la Fitonematologia 4) la confiabilidad de numerosas investigacio-
dependen de una precisa y confiable estimaci6n de nes (Brown et al., 1987; Ferris, 1987). Es
las densidades poblacionales de los nematodos en obvio que en estos casos se depende de la
el suclo y en tejidos vegetales; algunos de estos eficiencia de recuperaci6n (ER) de los meto~
aspectos incluyen: dos usados para extraer los nematodos fito-
1) la estandarizaci6n, que permite la presenta- parasitos de varios sustratos. Se entiende

ci6n de datos en una manera facil de inter- por ER el porcentaje de nematodos presen-
pretar y Usaf; tes en una muestra que es extraido 0 recupe-

2) el desarrollo de funciones de dano, que rela- rado por determinado metodo de extracci6n.
cionan las densidades poblacionales con la En Costa Rica los nematodos formadores de
cuantia del daiio causado; n6dulos (Meloidogyne spp.) son los de mayor

importancia agricola, debido a su gran gama de
1/ Recibido para publicaci6n el6 de abril de 1989. hospederos, severos efectos patogenicos sobre las
. Laboratorio de Nema~olog1~, Es~uela de Fitotec~ia. plantas, interacci6n con otros agentes etio16gicos

Facult"d de Ag~offila, Umversldad de C.osta Rica. y amplia distribuci6n geografica (L6pez 1984)' seSan Jose, Costa Rica. El segundo autor es mlembro del . ' . '

Programa Financiero de apoyo a lnvestigadores del ~stima que dentro ~e este .grupo la ~specle ~as
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Importante es M. incognIta (Kofoid y WhIte,
Tecnol6gicas (CONICIT). 1919) Chitwood, 1949.
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Se ha demOSb'ado que Ia ER depende, enb'e Metodologia de extracci6n
Ob'OS aspectos, del metoda usado, la especie de lnicialmente se us6 una modificaci6n del
nematodo en estudio y el tipo de suelo (McSorley, metoda de centrifugaci6n en soluci6n azucarada
1987; Viglierchio y Schmitt, 1983). En Costa descrito par Jenkins (1964). Esta modificaci6n
Rica se ha logrado demostrar que el metoda de consiste en panel una muesb'a de suelo de cierto
centrifugaci6n en soluci6n azucarada es mas efi- volumeD en el rondo de un recipiente pIastico de 5
ciente que el del embudo de Baennann modifica- L de capacidad; luego son agregados a presi6n
do para la extracci6n de segundos estados juveni- aproximadamente 4 L de agua para suspender Ia
leg (J2) deMo incognita y que numerosas variables muesb'a ("lavado"); una vez hecho esto se deja
de ambos metodos afectan Ia exb'acci6n de estos sedimentar la suspensi6n resultante durante cierto
J2 (Alvarado y L6pez, 1982); en esa oportunidad tiempo (tiempo de suspensi6n) y luego se vierte el
se b'abaj6 con suelos naturalmente infestados, en supematante a traves de un juego de b'es cribas
log que se desconocia Ia densidad total de J2 pre- (100-325-325 mallas) superpuestas de arriba bacia
gentes, par 10 que no foe posible estimar la efi- abajo; lag cribas tienen un diameb'o intemo de 20
ciencia de recuperaci6n. Dadas lag anteriores cir- cm; esta operaci6n es repetida una vez mas
cunstancias y en vista de la necesidad de contar (numero de lavados); el material retenido en la
con estos estimados, se plane6 la presente investi- criba de 100 mallas es lavado con abundante agua,
gaci6n, que tuvo como objetivo evaluar el efecto la que cae soble lag otras dog cribas; posterior-
de varias modificaciones del metoda de centrlfu- mente este material es descartado. El material
gaci6n en soluci6n azucarada soble Ia ER de M . retenido en lag dog cribas de 325 mallas es pasado,
incognita en dog suelos b'opicales, inoculados con con Ia ayuda de agua, a un tubo de centrffuga de
una densidad conocida de J2 de esta especie. 50 ml de capacidad y centrlfugado a 1800 grave-

dades durante 3 miD; elliquido supematante es
descartado y sustituido par una soluci6n azucarada
de 1,18 de gravedad especffica; el material reteni-

MATERIALES Y METODOS do en el rondo del tubo es suspendido en la solu-
ci6n azucarada y nuevamente centrifugado a 1800

Preparaci6n de log suelos gravedades durante 3 miD; el supernatante es pasa-
Un suelo Haplustalf (H) y un suelo do a b'aves de una criba de 325 mallas para retener

USb'opept (U) fueron colectados en las localidades log nematodos; inmediatamente se lava la criba
de Repunta y Quebrada Honda del cant6n de con abundante agua potable para eliminar log resi-
Perez Zeledan, provincia de San Jose, respectiva- duos de Ia soluci6n azucarada y luego log nemato-
mente. En ambos suelos se cultiva tabaco dog son suspendidos en agua y pasados a un plati-
(Nicotiana tabacum) burley en rotaci6n con frijol llo siracusa de 20 ml de capacidad; log nematodos
comun (Phaseolus vulgaris) 0 maiz (Zea mays). son identificados y contados con Ia ayuda de un
El suelo U tiene una textura franco-arenosa microscopio estereosc6pico a 45X.
(57,75% arena, 12,25% arcilla, 30% limo), 8,1%
de materia organica y pH de 6,3 en agua y 5,3 en Variables evaluadas
KCl. El suelo H tiene una textura franco-arcillosa Se evalu6 individual y secuencialmente el
a franco-arcillo arenosa (42,25 % arena, 37,25 % efecto de:
arcilla, 17,5% limo), 7,0% de materia organica y a) el volumeD de la muesb'a (50, 100, 150 ml);
pH de 6,0 en agua y 5,1 en KCl. Ambos suelos b) el numero de lavados de la muestra (1, 2, 3);
fueron trasladados al laboratorio, donde fueron c) el tiempo de suspensi6n (20,40, 60 seg);
b'atados con vapor de agua a l000C durante 72 h; d) el juego de cribas (A: 100-325 mallas; B:
posterionnente, una vez enfriados, se toma varias 100-400 mallas; C: 100-325-325 mallas);
muesb'as de 100 ml, las que fueron procesadas pol e) el tiempo de cenb'ifugaci6n (3, 4, 5 miD) y
el metoda de centrifugaci6n en soluci6n azucarada f) la gravedad especifica de la soluci6n azuca-
(Jenkins, 1964); en ningun caso se pudo recuperar rada (1,12; 1,15; 1,18) soble la ER de J2 de
nematodo alguno, pol 10 que se dedujo que el b'a- M. incognita en cada suelo.
tamiento con vapor habia sido satisfactorio. En todos log casas, y previa a la evaluaci6n de
Hecho esto se considera que log suelos estaban lis- cada variable, se habia inoculado cada muestra
tog para realizar la investigacian. con una suspensi6n que contenia 200 J2 de M .
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incognita y se habia dejado en incubaci6n durante mo, coincideD con algunos de los resultados espe-
24 h; de esta maDera, sabiendo la densidad inicial cfficos obtenidos previamente, v.g., el efecto del
presente y luego contando el numero de 12 recupe- volumeD de la muestra, del tiempo de suspensi6n
rados al final del proceso, se estim6 el porcentaje y de la gravedad especifica de la soluci6n azucara-
de recuperaci6n; cada tratamiento individual rue da, asi como el del numero de lavados, soble la
repetido cinco veces. Una vez obtenidos los por- ER de 12 en los suelos H y U, respectivamente. El
centajes de r~~raci6n se hizo la transformaci6n efecto del volumeD de la muestra sabre la ER
de arcoseno -v-CJ(; para proceder al anaIisis estadis- podria estar relacionado con el volumeD del resi-
tico de los datos. Con cada variable se hizo un duo retenido par la cribas; en ambos suelos el
anaIisis de variancia y se determin6 si bubo efec- volumeD de suelo retenido aument6 conforme
tos 0 diferencias significativas entre valores pro- aument6 el volumeD del suelo procesado, y rue
medias, segun fuera el caso. Con el fin de tenet mucho mayor en el suelo H que en el suelo U; es
los datos en una situaci6n comparable, en el caso po sible que cuando el volumeD procesado es
del volumeD de la muestra los porcentajes de recu- pequefto sea mas foci! suspender y separar los 12
peraci6n de cada tratamiento fueron expresados en del suelo, como ha sido seftalado previamente para
una base comun de 100 ml; par otra parte, confor- otros nematodos (Alvarado y L6pez, 1982;
me se fueron evaluando las diversas variables se Alvarado y L6pez, 1985), pero que esto permita
escogi6 aquel tratamiento con la mayor recupera- que los J2, dado su pequefto tamaiio, se pierdan 0
ci6n para set utilizado en la siguiente etapa y asi queden adheridos a las paredes de las cribas con
sucesivamente. mayor facilidad; conforme el volumeD de suelo

retenido aumenta y produce cierta oclusi6n,
aumenta la recuperaci6n porque disminuye la per-

RESULTADOS dicta de J2 a traves de los huecos de los tamices;
sin embargo, si la oclusi6n aumenta demasiado se

Los resultados obtenidos son ilustrados en la vuelve a reducir la recuperaci6n pot la dificultad
Figura 1. En 10 referente al volumeD de la muestra de resuspender los J2 en pasos posteriores del pro-
(Figura lA) se encontr6 un efecto cuadratico en ceso. Debido a diferencias en el contenido de
ambos suelos. Un efecto similar rue obtenido con limo y arcilla en los suelos utilizados, es posible
el numero de lavados de la muestra (Figura IB) y que el efecto de aumento y posterior disminuci6n
el tiempo de suspensi6n (Figura lC). Con respec- de la recuperaci6n sea obtenido rapidamente en el
to al arreglo de las cribas, se encontr6 que en suelo H; sin embargo, se necesitaria un mayor
ambos tipos de suelo la ER del arreglo B rue sig- volumeD de suelo a procesar en el U, para obtener
nificativamente mayor que la de los arreglos A 6 un mayor residua y una eventual disminuci6n en
C y que el arreglo A rue significativamente supe- la recuperaci6n, tal y como 10 sugieren los resulta-
riOt al arreglo C (Figura ill). El tiempo de centri- dos obtenidos (Figura lA).
fugaci6n de la muestra tambien tuvo un efecto POt otra parte, el efecto del numero de lava-
cuadratico soble la ER en los dos suelos (Figura dos sabre la ER rue similar en ambos suelos, aun-
IE). Finalmente, la gravedad especifica de la que mas marcado en el U; este resultado podria
soluci6n azucarada tuvo un efecto cuadratico estar relacionado con el volumeD de suelo retenido
sabre la ER en el suelo U, mientras que en el caso y el volumeD de agua que pasa a traves de las cri-
del suelo H el efecto rue lineal ascendente (Figura bas, los que se incrementan conforme aumenta el
IF). numero de lavados; el volumeD de suelo retenido

rue ostensiblemente mayor en el suelo H que en el
U, como rue mencionado anteriormente; el posible

DISCUSION efecto del incremento del volumeD de suelo reteni-
do sabre la ER tambien ha sido mencionado pre-

Los resultados obtenidos en esta investiga- viamente, mientras que en 10 relativo al volumeD
ci6n coincideD, en terminos generales, con 10 de agua, es posible que un solo lavado sea insufi-
encontrado en un estudio anterior (Alvarado y ciente para suspender los J2, mientras que con dos
L6pez, 1982), en el sentido de que las diversas lavados se incrementa este n1.imero; un tercer lava-
variables evaluadas afectan la recuperaci6n de J2 do, sin embargo, y sabre todo combinado con
de M. incognita en estos suelos tropicales; asimis- poco residua en las cribas (suelo U) probablemen-
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Fig. I. Efecto del volwnen de la muestra (A), el nUrnero de lavados (B), el tiempo de suspension (C), el arreglo de cribas (D)
(A: 100-325 mesh; B: 100-400 mesh; C: 100-325-325 mesh), el tiempo de centrifugation (E) y la gravedad especifica de
la soluci6n azucarada (F), sobre la recuperacioo de segundos estados de Meloidogyne incognita de un suelo Ustropept
(-) y uno Haplustalf (--). Nota: 300 nematodos/lOO ml de suelo equivalen a un 6>'10 de recuperacioo.
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te incremente la perdida de 12 pOT arrastre a traves de ratorio de Nematologia, donde se encuentran
lag cribas, 10 que explicarla la reducci6n obtenida en multiples tipos de suelo. Tambien esta investiga-
ambos casos. Una situaci6n similar ha sido infonna- ci6n provee evidencia que debe motivar a trabajar
da previamente (Alvarado y L6pez, 1985). aun con mas ahinco en esta rase de la Fito-

Los resultados obtenidos al evaluar log nematologia ya que, como promedio, apenas se
diversos juegos de cribas fueron similares en obtuvo una ER de alrededor del 65% en el suelo U
ambos suelos; log juegos A (100-325 mallas) y B Y del 19% en el suelo H; esta eficiencia es bastante
(100-400 mallas), con s610 dog tamices, fueron baja, sabre todo en el caso del suelo H, yevidencia
mas eficaces que el C (100-325-325 malIas), que quc hay un gran margen de error en log resultados
tenia tres; el tercertamiz puede reducir la recupe- de anaIisis de suelo, el que debe seT corregido
raci6n al retener cierta cantidad de residuos de antes de poder contar con un sistema de diagn6sti-
suelo que pagan a traves del primer tamiz de 325 co, advertencia y recomendaci6n para el manejo
mallas, 10 que aumenta el volumen total de suelo de nematodos fitoparasitos, que sea confiable y
retenido, y tambien al retener cierto numero de J2; preciso. Otros aspectos que merecen seT estudia-
al comparar entre sf log juegos A y B foe :>bvio dos e.l detalje en futuras investigaciones incluyen
que la criba de 400 malIas foe mas eficaz que la de la interaeci6n entre variables, como son, numero
325 para retener log J2; el Menor tamafio de log de lavados x volumeD de la muestra, volumen de
poros en la primera (38 ~ m de abertura) en com- la muestra x arreglo de cribas, numero de lavados
paraci6n con log de la segunda (45 ~ m de abertu- x tiempo de suspensi6n, etc., y el desglose y cuan-
fa) explica log resultados obtenidos; una situation tificaci6n de Ias perdidas que ocurren en carla paso
similar ha sido informada con relaci6n a la recupe- del proceso total; estos estudios podrfan aportar
raci6n de juveniles de Rotylenchulus reniformis elementos valiosos para incrementar la ER de este
Linford y Oliveira, 1940 (McSorley y Parrado, importante nematodo fitoparasito.
1981), que tienen dimensiones similares a log de
M. incognita.

En cuanto al tiempo de centrifugaci6n, el RESUMEN
efecto obtenido, similar en ambos suelos, podria
estar relacionado con el grado de compactaci6n Se evalu6 individualmente el efecto del
del suelo en log tubos de centrifuga, ya que confor- volumeD (50, 100, 150 ml) de la muestra, el nume-
me aumenta este tiempo se obtiene una mayor ro (1,2, 3) de veces que la muestra es suspendida
compactacion, 10 que probablemente dificulta la en agua, el tiempo (20, 40, 60 reg) que es manteni-
separaci6n de log J2 de este y su suspensi6n en la da en suspension la muestra, el arreglo de log tami-
soluci6n azucarada usada como extractante. Una ces (A: 100-325 mallas; B: 100-400 MatIas; C:
situacion parecida ha sido informada previamente 100-325-325 mallas), el tiempo (3, 4, 5 min) de
para varios nematodos fitoparasitos (Alvarado y centrifugaci6n a 1800 gravedades y la gravedad
L6pez, 1982; Alvarado y L6pez, 1985). El efecto especffica (1,12; 1,15; 1,18) de la soluci6n azuca-
de la gravedad especifica de la solucion azucarada rada sabre la eficiencia de recuperaci6n (ER) de
probablemente se deba a que la separaci6n final se segundos estados juveniles (J2) de Meloidogyne
ve facilitada al Usaf soluciones de mayor gravedad, incognita en un suelo Ustropept y uno Haplustalf.
en lag que log J2 flotan y se separan mas facil 0 Una densidad conocida de J2 foe inoculada previa-
mas rapidamente que en lag de Menor gravedad; mente en ambos suelos, log que ya habfan sido
conviene mencionar que estas soluciones de mayor pasteurizados con vapor. Se obtuvo una mayor ER
gravedad especifica danan en mayor grado log J2 y en ambos suelos con muestras que fueron suspen-
podnan dificultar su identificaci6n, al sufrir su didas dog veces, durante 20 seg, vertidas a traves
cuerpo un colapso pol la alta concentraci6n osm6- del juego B de tamices, centrifugadas durante 3
tica de la soluci6n extractante. miD y con el uso de una soluci6n azucarada de

De lag anteriores consideraciones se podria 1,18 de gravedad especifica como extractante.
deducir que la recuperaci6n de nematodos del Volumenes de 150 y 100 ml permitieron obtener
suelo es un asunto complejo, que requiere de un log mayores ER en el suelo Ustropept y en el
detallado analisis de todo el proceso y que es afec- Haplustalf, respectivamente. En general, la ER
tado POT el tipo de suelo con que se trabaje; esta rue cercana al 65% en el suelo Ustropept y de ape-
situaci6n complica la labor de cualquier Labo- nag un 19% en el Haplustalf.~
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