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VELOCIDAD Y TIEMPO DE CENTRIFUGACION PARA EXTRAER
NEMATODOS FITOPARASITOS DEL SUELO

CHARLES VOLCY”

ABSTRACT

An experiment was carried out in order to compare different combination of speeds
and times of centrifugation to isolate Helicotylenchus dihystera, Meloidogyne incog-
nita and Tylenchulus semipenetrans. The centrifugation-sugar screening method was
used.

Two loam soils were use with natural infestations of the above mentioned nematodes
and a silty loam with natural infestation of H. dihystera.

It was concluded that the combination with more consistent results to isolate the spi-
ral eelworm was the cenirifugation at 1000 rpm (200 g) for 5 minutes in both cycles,
while the combinations with best result to extract the other two species was the
centrifugation at 2000 rpm (800 g) for 3 minutes in both cycles.

INTRODUCCION

La flotacion-centrifugacion esta considerada como uno de los métodos mas rapidos y
eficaces para aislar nematodos del suelo. Willard y Petrovich (1975) encontraron una
eficiencia promedia de 36.59/0 para este método en suelos arcillosos. Su versatilidad
ha sido demostrada no solamente para aislar estados vermiformes de los nematodos
sino también sus huevos (Mc Clure, Kruk y Misaghi, 1973; Schaady Walker, 1975).

La técnica original empleada por primera vez en la nematologia agricola por Caveness
y Jensen {1955) consistio en centrifugar el suelo a 4800 rpm (2900 g) dwante b

* Profesor Asociado, Departamento de Biologia, Universidad Nacional, A.A. 3840,
Medellin, Colombia.

i5



minutos; primero en agua y luego en una solucion azucarada. Recientemente, Harri-
son y Green (1976) retomaron este procedimiento para estudiar algunos parémetros
que lo afectan.

La velocidad y el tiempo de centrifugacion parecen ser dos de los factores mas im-
portantes en la extraccion de nematodos. Avyala, Roman y Tarjan (1963) rebajaron
la velocidad a 2200 rpm y los tiempos de centrifugacion a 4 y 2 minutos. Bravo
{1972) empled velocidad de 2800 rpm y tiempos de 3 y 2 minutos para extraer lar-
vas de Tylenchulus semipenetrans, mientras que en otro trabajo (1976), utiliz6 2600
rpm y tiempos de 4 y 1.5 minutos para Xiphinema mediterraneum.

Kermarrec y Scotto La Massese (1972) centrifugaron primero a 1800 g durante 4
minutos y luego a 700 g durante un minuto. Wehunt (1973) emple6 los mismos
tiempos y velocidades recomendados por Jenkins (1964) y Whitehead y Hemming
(1965) ensayaron con éxito velocidad de 2000 rpm y tiempo de centrifugacion de
5 a 8 minutos.

De su trabajo de evaluacion de extracion de nematodos, Dickerson (1977) demostro
claramente la importancia del tamizado del suelo previo a la centrifugacion. Indico
que la centrifugacion-tamizado puede ser empleada a 2300 rpm (833 g) durante 3 - 5
minutos, mientras que la centrifugacion directa se utilizaria a 1500 rpm durante 5
minutos.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar algunas combinaciones de velocidades y
tiempos de centrifugacion para extraer diferentes especies de nematodos fitoparasi-
tos del suelo.

MATERIALES Y METODO

Toma y preparacion de las muestras

Se hicieron tres ensayos de la manera que sigue: el primero con muestras de textura
franca con infestacion natural de Meloidogyne incognita y Helicotylenchus dihystera;
el segundo con suelo franco infestado con T. semipenetrans y el Gitimo con suelo
franco-limoso infestados con H. dihystera. Después de haber sido bien homogeniza-
das a mano, las muestras fueron divididas en volimenes de 200 c.c. para ser procesa-
das por el método de flotacion-centrifugacion.

Procedimiento de extraccion

A una muestra de 200 ml. de suelo, se le agrega agua hasta completar 600 c.c. Se re-
vuelve la suspension, se deja reposar durante 15 sequndos y se pasa por un tamiz de
250 micras, recogiendo el liquido filtrado en un balde. Se adiciona agua a este re-
cipiente, se repite el proceso dos veces y finalmente se cuela el contenido del balde
por el tamiz de 44 micras. Los residuos de este tamiz se lavan, se traspasan a un bea-
ker y luego a los tubos de centrifugacion. De alli en adelante, el procedimiento es
similar al empleado por Jenkins {1964). Se utilizbd una solucion azucarada que conte-
nia 500 g de azicar en un litro de agua, con una gravedad especifica de 1:10.

Velocidades y tiempos de centrifugacion
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Se ensayaron para cada muestra los siguientes tiempos y velocidades de centrifuga-
cion que se indican en la tabla 1. La velocidad esta expresada en revoluciones por
minuto (rpm) y se da su equivalencia en fuerza gravitacional g 0 fuerza centrifuga
relativa (RCF).

Disefio Experimental

El disefio experimental correspondio a un modelo completamente randomizado con
5 tratamientos (velocidades X tiempos de centrifugacion) y 3 replicaciones. Los
resultados para cada nematodo y suelo fueron analizados por separado puesto que
formaron parte de ensayos diferentes.

Antes de efectuar el analisis estadistico y la prueba de Duncan (P ~ 0.05), se deter-
mino la simetria de la distribucion de los nematodos en el suelo segun el método de
Pearson y Barnett (1942). En caso de distribuciones asimétricas, se normalizaron las
varianzas con transformaciones logaritmicas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Primer Ensayo

Los resultados de este ensayo estan consignados en la tabla 2. Se obseiva que para
aislar H. dihystera, el mejor tratamiento fué la centrifugacion en dos veces a 1000
rpm (200g) por 5 minutos, mientras que para M. incognita, se extiajo la mayot
cantidad de nematodos centrifugando en ambos ciclos a 2000 1pm (800 g) dunante
3 minutos. Es de anotar que no hubo diferencias significativas, especialmente para
M. incognita.

Segundo ensayo

Para aislar larvas de T. semipenetrans, la centrifugacion a 2000 rpm (800 g) por 3
minutos did los mejores resultados. Hubo pequefias diferencias significativas entie
los tratamientos.

Tercer ensayo

El mejor tratamiento para extraer H. dihystera de suelos franco limosos fue la centri-
fugacion a 1000 rpm (200 g) por 5 minutos en ambos ciclos, seguido muy de cerca
por la centrifugacion primero a 2000 rpm (800 g) por 3 minutos y luego a 1000 rpm
(200 g) durante 2 minutos. Los demas tratamientos, sin tener diferencias entre si,
fueron superados por los ya mencionados.

Existen varios métodos de centrifugacion los cuales se basan en tres conceptos fisi-
cos: la velocidad que explota las diferencias de tamano y de forma; la isodensidad
gue se fundamenta en la diferencia de densidad y el equilibrio que se basa sobre las
diferencias de masas (Trautman, 1969) De acuerdo con la clasificacion traida por
Trautman (1969), se podria concluir que la centrifugacion para extraer nematodos
del suelo cae dentro de dos grupos: a. el llamado “movimiento limitado” porque
en la primera centrifugacion se separa la suspension en dos componentes: ¢l fluido
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sobrenadante, a veces con una nata representada por pequefios desechos de vegeta-
les y el sedimento donde estan las particulas finas del suelo y los nematodos. b.
isodensidad, porque se combina la sedimentacion y la flotacion en el mismo tubo,
por el uso de la solucion azucarada en la segunda centrifugacion.

La formula de Andrassy (segun Yeates, 1973) que permite calcular la biomasa de los
nematodos tiene en cuenta la longitud y el ancho de estos organismos. Yeates (1973)
estudiando la morfometria y el crecimiento de’ Helicotylenchus pseudorobustus,
Anaplectus, Bunonema y de otros neméatodos, determin6é que la biomasa aumenta
logaritmicamente en cada estado del nematodo y que varia de especie a especie. Co-
mo una aplicacion de este principio, Bravo (1977) habia sefialado que la gran diferen-
cia que existe entre la longitud de las larvas y adultos de Xiphinema hacia dificil la
escogencia del tiempo adecuado para la sedimentacion de las particulas de suelo en
los procedimientos de extraccion.

La biomasa y por ende la longitud y el ancho de los nematodos son los parametros
que en Ultima instancia determinan la fuerza centrifuga relativa (RCF) a la cual de-
ben ser sometidos estos organismos para ser depositados en la primera centrifugacion.
Se ha visto que a menor biomasa mayor debe ser la fuerza centrifuga relativa. En tér-
minos generales, se requieren fuerzas hasta de 3000 g para las bacterias (Collins,
1967) y de 3000 - 10000 g para las primeras etapas de purificacion de los virus (Stee-
re, 1964). En la mayoria de los trabajos de nematologia, se han empleado fuerzas
inferiores a 1000 g, salvo algunas excepciones (Kermarrec y Scotto La Massese, 1972;
Caveness y Jensen, 1955, Schaad y Walker, 1975). Bajo este criterio, parece logico
haber encontrado resultados satisfactorios con los rangos de fuerza aqui ensayados
(200 - 800 g).

Velocidades de 2000 rpm (800 g} por 3 minutos fueron las mejores para extraer
larvas de T. semipenetrans y de M. incognita. Esto se explica por la gran similitud
en los datos morfométricos de los dos nematodos. Sin embargo, para H. dihystera,
fué suficiente una fuerza de 200 g por 5 minutos debido posiblemente a una mayor
longitud y ancho y en consecuencia, a un mayor valor en la biomasa.

Tabla 1 —Velocidades y tiempos de centrifugacion ensayados para aislar
varias especies de nematodos fitoparasitos.

CICLOS DE CENTRIFUGACION

Tratamientos Primer ciclo de centrifugacion Segundo ciclo de centrifugacion
Velocidad Tiempo {min) Velocidad Tiempo (min)

1 2000 rpm (800g) 3 2000 rpm (800g) 3

2 2000 rpm (800g) 3 1000 rpm (200g) 2

3 1500 rpm (300g) 3 1500 rpm (300g) 3

4 1000 rpm (200g) 5 1000 rpm (200g) 5

5 1500 rpm (300g) 3 1000 rpm (200g) 2
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Tabla 2 — Rendimiento de 5 tratamientos (velocidades x tiempo de
centrifugacion) para aislar diferentes especies de nematodos
fitoparasitos en suelos franco y franco-limosos.

Poblacion 1/de nematodos aislada en suelos de textura

Tratamientos Franca Franco-limosa
H.d2./ M.i T8, H.d
1 626,6ab” 113,3b 819,7b 149,7a
2 552,6a 75,3a 553,2b 260,0b
3 806,6b 60,0a 506,7ab 146,7a
4 846,6b 100,0ab 413,3ab 293,3b
5 806,6b 86,6a 373,3a 120,0a

1/ Expresada en 200 ml de suelo y promedio de 3 replicaciones.

2/ H.d - H. dihystera; M.i — M. incognita; T.s — T. semipenetrans.

*  Tratamiento de una misma columna de nematodos con letras iguales indican no
diferencia significativa al 5°/o de probabilidad.

Los rangos de velocidad y de tiempo aqui ensayados fueron relativamente estrechos
y aun bajo estas condiciones, hubo siempre 1 - 2 tratamientos que mostraron cierta
tendencia a extraer la mayor cantidad de nematodos en el suelo. Esto quiza indica
que para cada especie, hay una combinacion de velocidad y de tiempo mas adecuada
para la extiaccion. No hay mencion en la literatura que haga referencia a este aspec-
to, aunque el hecho de que Bravo (1972 1976) empleo velocidades y tiempos dife
rentes para extraer T. semipenetrans y X. mediterraneum, induce a pensar en la ve-
racidad de esta afirmacion. No obstante lo anterior, la poca significancia entre los
tratamientos sugiere que se requieren aparentemente combinaciones menos especi
ficas para M. incognita y T. semipenetrans que para H. dihystera.

CONCLUSIONES

1. La combinacién con resultados mas consistentes para aislar H. dihystera fue la
centrifugacion a 1000 rpm (200 g) durante 5 minutos en ambos ciclos.

2. Para T. semipenetrans y M. incognita, se obtuvieron los mejores resultados cen-
trifugando dos veces a 2000 rpm (800 g) por 3 minutos.

RESUMEN

Se llevo a cabo un ensayo a fin de comparar diferentes combinaciones de velocidad y
tiempos de centrifugacion para aislar H. dihystera, M. incognita y T. semipenetrans
mediante el método de flortacion-centrifugacion.

Se observo que la combinacion con resultados mas consistentes para aislar el nemato-
do espiral fue la centrifugacion a 1000 rpm (200 g) por 5 minutos en ambos ciclos,
mientras que se obtuvieron los mejores resultados con los otros dos nematodos cen-
trifugados dos veces a 2000 rpm (800 g) por 3 minutos.
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