
REVISTA FACULTAD NAL. DE AGRONOMIA VOL. XXXIII No. 1·1980 

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. Tll e cl~lltrifugation· sugar screening method was 
used . 

Two loam soils we re use with natural infestations of the above rnentioned nematodes 
and a silty loam with natural infestation of H. dihystera. 

It was concluded that the combination with more consistent results to isolate the s~i· 
ral eelworm was the cenüifugation at 1000 rpm (200 y) for 5 minutes in both cycles, 
while the combinations with best result to extract the other two species was the 
centrifuyation at 2000 r~m (800 g) for 3 minutes in both cycles . 

INTRODUCCION 

La flotación-centrifugación está considerada como uno de los métodos más rápidos y 
eficaces para aislar nemátodos del suelo. Willard y Petrovich (1975) encontraron una 
eficiencia promedia de 36.50 /0 para este método en suelos arcillosos. Su versatilidad 
ha sido demostrada no solamente para aislar estados vermifor mes de los nemátodos 
sino también sus huevos (Me Clure, Krllk y Misayhi, 1973; Schaady Walker, 1975). 

La técnica oriyinal empleada ~or ~rim(~ra vel en la nematología agrícola por Caveness 
y Jensen (1955) consistió en centrifugar el suelo a 4800 rpm (2900 g) dUl ante 5 
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minutos; primero en agua y luego en una solución azucarada. Recientemente, Harri
son y Green (1976) retomaron este proced imiento para estud iar algu nos parámetros 
que lo afectan . 

La velocidad y el tiempo d e centrifugación parecen ser dos de los factores más im
portantes en la extracción de nemátodos. Ayala, Roman y Tarjan (1963) rebajaron 
la velocidad a 2200 rpm y los tiempos de centrifugación a 4 y 2 minutos. Bravo 
(1972) empleó velocidad de 2800 rpm y tiempos de 3 y 2 minutos para extraer lar
vas de Tylenchulus semipenetrans, mientras que en otro trabajo (1976). utilizó 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) empleó los mismos 
tiempos y velocidades recomendados por Jenkins (1964) Y Whitehead y Hemming 
(1965) ensayaron con éxito velocidad de 2000 rpm y tiempo de centrifugación de 
5 a 8 minutos. 

De su trabajo de evaluación de extración de nemátodos, D ickerson (1977) demostró 
claramente la importancia del tamizado d el suelo previo a la centrifugación . Indicó 
que la centrifugación-tamizado puede ser empleada a 2300 rpm (833 g) durante 3 - 5 
minutos, mientras que la centrifugación directa se utilizaría a 1500 rpm durante 5 
minutos. 

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar algunas combinaciones de velocidades y 
tiempos d e centrifugac ión para extraer diferentes especies de nemátodos fitoparási
tos del suelo . 

MATERIALES V METODO 

Toma y preparación de las muestras 

Se hicieron tres ensayos de la manera que sigue : el primero con muestras d e textura 
franca con infestación natural de Meloidogyne incognita y Helicotylenchus dihystera; 
el segundo con suelo franco infestado con T. semipenetrans y el últ imo con suelo 
franco-limoso infestados con H. dihystera_ Después de haber sido bien homogeniza
das a mano, las muestras fueron d ivid idas en volúmenes de 200 c.c . para ser procesa
das por el método de flotación-centrifugac ión. 

Procedimiento de extracción 

A una muestra de 200 mI. de suelo, se le agrega aglla hasta completar 600 c.c . Se re
vuelve la suspensión, se deja reposar durante 15 se~undos y se pasa por un tamiz de 
250 micras, recogiendo el líquido filtrado en un balde. Se adiciona a~ua a este re
cipiente, se repite el proceso dos veces y f inalmente 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 centrifugació n. De allí en adelante, el procedimiento es 
similar al empleado por Jenkins (1964) . Se utilizó una solución azucarada que conte
nía 500 g de azúcar en un litro de agua, con una gravedad específica de 1 :10. 

Velocidades y tiempos de centrifugación 
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Se ensaya ron palél cada muestra los sigui entes tiempos y ve locid ad ' s d f' ce nt rifuga 
ción que se indican en la tabla 1. La velocidad está expresada e n revoluciones por 
minuto (rpm) y se da su equival encia en fu erza gravitacio na l y ó fu erza centrífUlja 
relativ a (RCF) . 

Diseño Experimental 

El diseño expel imp.ntal correspondió a un mode lo compl etafT1P. ntl! ra nd o m izad o c on 
5 tratamientos (velocidades X tiempos d e centrifuyac ió n) y 3 repl icac iones L.os 
resultados para cada nemátodo y suelo fueron anali7 é1dos por sepMado PUI!Sto qUf! 
formaron parte de ensayos diferentes. 

Antes d e efectuar el análisis estadístico y la pruebél d p. Duncan (P 0.05). SI ! (t e te l ' 
minó la simetría de léI distribución de los nemátodos en e l su elo seYl", el m é todo (j¡, 

Pearson y Sarnett (1942) . En caso d e dist r ibuciones as im ét r icas. se! norm al iza ron lélS 
varianzas con transformaciones logal ítmicéls. 

RESULTADOS y DISCUSION 

Primer Ensayo 

Los resultados de este ensayo están consiynados en léI t¡¡bla 2 . S e obselv a (1'1e pal a 
aislar H. dihystera, el mejor tratamip.nto fu é la centl ifu() ¡¡cl(,n en dos vl!ces d 1000 
rpm (200~1) por 5 minutos, mientras que para M. incognita, ~l! ex tI ajo la rnay Ul 
cantidad d e nemátodos c p. ntrifuyand o 1m <lmbos ciclos a 2000 Ipm (8004) d,llant!; 
3 minutos. Es de anotar que no hubo dife rencias significa tiv as . p.sp p.c ia lm enll! pal a 
M. incognita. 

Segundo ensayo 

Para aislar larvas de T. semipenetrans, la centrifugación a 2000 rpm (800 g) por 3 
minutos dió los mejores resultados . Hubo pequeñas diferenci as significativas I!ntl l.! 

los tratamientos. 

Tereer ensayo 

El mejor tratamiento para extraer H. dihystera d e suelos fr a nco lim o~o~ fu e la centl i· 
fugación a 1000 rpm (200 g) por 5 minutos en ambos cicl os, seguido muy d e cerca 
por la centrifugación primero a 2000 rpm (800 g) pOI 3 minut os y lu ego a 1000 rpm 
(200 g) durante 2 minutos. Los demás tratami entos, sin tenel dif ere n ' ias ent re sí . 
fueron superados por los ya mencionados. 

Existen varios métodos de cp. ntrifugación los cuales se basa n p. n t res conceptos físi 
cos : la vp.locidad qu e explota las dife rencias de tamaño y di,' fo rma ; Id isod l' nsid ad 
que se fundam enta en la difer e ncia d e d e nsidad y e l cqullibl'lo qll l1 se b ;-¡sa sobn! lil5 
diferencias de masas (Trautman, 1969) De acuNdo con la c la sificac ió n tr ¡lÍd a por 
T rautman (1969), se podría concluir qu e la cent,., fuyaclón pél l a I!X ti dPo I nem á tudos 
d el sue lo cae dentro de dos qrupos : a. e l llamado "movimi ento limit ado" porqur. 
en la primera centrifugación se separa la suspensió n en dos componentes : el flu ido 
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sobrenadante, a veces con una nata representada por pequeños desechos de vegeta 
les y el sedimento donde están las partículas finas del suelo y los nemátodos . b . 
isodensidad, porque se combina la sedimentación y la Ootación en el mismo tubo, 
por el uso de la solución azucarada en la segunda centrifugación . 

La fórmula de Andrássy (según Yeates, 1973) que permite calcular la biomasa de los 
nemátodos tiene en cuenta la longitud y el ancho de estos organismos. Yeates (1973) 
estudiando la morfometría y el crecimiento de ' Helicotylenchus pseudorobustus, 
Anaplectus, Bunonema y de otros nemátodos, determinó que la biomasa aumenta 
logarítmicamente en cada estado del nemátodo y que varía de especie a especie . Co
mo una aplicación de este principio, Bravo (1977) había señalado que la gran diferen
cia qu e existe entre la longitud de las larvas y adultos de Xiphinema hacía difícil la 
escogencia del tiempo adecuado para la sedimentación de las partículas de suelo en 
los procedimientos d e extracción . 

La biomasa y por ende la longitud y el ancho de los nemátodos son los parámetros 
qu e en última instancia d eterminan la fuerza centrífuga relativa (RCF) a la cual de 
hen se r sometidos estos organismos para ser depos itados en la primera centrifugación . 
Se ha visto que a menor biomasa mayor d ebe ser la fuerza centr ífuga 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 purificación de los virus (Stee 
re, 1964) _ En la m ayoría de los tr abajos de nematología, se han empleado fuerzas 
infe rio res a 1000 g, salvo algunas exce pciones (Kermarrec y Scotto La Massese, 1972; 
Caveness y J ensen, 1955 , Schaad y Walker, 1975). Bajo este cri terio, parece lógico 
habe r encontr'ado resul tados satisfacto rios co n los rangos d e fu erza aqu í ensayados 
(200 - 800 g) . 

V l~locidad e s d e 2000 rpm (800 g) por 3 minutos fueron las mejores para extraer 
larvas d e T. semipenetrans y de M. incognita. Esto se ex p lica por la gran similitud 
en los datos rnorfomé tricos de los dos nem átodos. Sin embargo, para H. dihystera . 
fué suficiente una fu erza d e 200 9 por 5 minutos debido posiblemente a una mayor 
longi tud y ancho y en consecuencia, a un mayor valor en la biomasa . 

Tabla 1 -Velocidades y tiempos de centrifugación ensayados para aislar 
varias especies de nemátodos fitoparásitos. 

Tratamientos 

1 
2 
3 
4 

CICLOS DE CENTRIFUGACION 

Primer ciclo de centrifugación Segundo ciclo de centrifugación 


Velocidad Tiempo (min) Velocidad Tiempo (min) 


2000 rpm (800g) 3 2000 rpm (800g) 3 
2000 rpm (800g) 3 1000 rpm (200g) 2 
1500 rpm (3009) 3 1500 rprn (3009) 3 
1000 rpm (200g) 5 1000 rpm (2009) 5 

5 1500 rpm (300g) 3 1000 rpm (2009) 2 
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Tabla 2 - Rendimiento de 5 tratamientos (velocidades x tiempo de 
centrifugación) para aislar diferentes especies de nemátodos 

fitoparásitos en suelos franco y franco-limosos. 

Población l/de nemátodos aislada en suelos de textura 
Tratamientos Franca Franco-limosa 

H.d 2 .1 M.i T.S. H.d 

1 626,6ab' 113,3b 819,7b 149,7a 
2 552,6a 75,3a 553,2b 260,Ob 
3 806,6b 60,Oa 506,7ab 146,7 a 
4 846,6b 100,Oab 413,3ab 293,3b 
5 806,6b 86,6a 373,3a 120,Oa 

1/ Expresada en 200 011 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 nernátodos con letras iguales indican no 

diferencia significativa al So/o de probabilidad. 

Los rangos de velocidad y de tiempo allui ensayados fueron relativamente estrechos 
y aún bajo estas cond iciones, hubo siempre 1 . 2 tratamientos que mostraron cierta 
tendencia a extrael la mayor cantidad dp. nemátodos en el suelo. Esto quilá indica 
que para cada especie, hay una c0l11binación de velocidad y de tiempo más adecuada 
para la extl acción. No hay mención en la literatura que haga I eferencia a este aspec 
to, aunque el hecho de que Bravo (1972 1976) empleó velocidades y tiempos dife 
rentes para ex traer T. semipenetrans y X. mediterraneum, induce a pensar en la ve
racidad de esta afirmación. No obstante lo anterior, la poca significancia entre los 
tratamientos sugiere que se requieren aparentemente combinaciones menos especí 
ficas para M. incognita y T. semipenetrans que para H. dihystera. 

CONCLUSIONES 

1. 	 La combinación con resultados más consistentes para aislar H. dihystera fue la 
centrifugación 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 llevó a cabo un ensayo a fin de comparar diferentes combinaciones de velocidad y 
tiempos de centrifugación para aislar' H. dihystera, M. ¡ncognita y T. semipenetrans 
mediante el mp.todo de flortación-centrifugación. 

Se observó que la combinación con resultados más consistentes para aislar el nr~máto· 
do espiral fue la centrifugación a 1000 rpm (200 g) por 5 minutos en ambos ciclos, 
mientras que se obtuvieron los mejores resultados con los otros dos nemátodos cen° 
trifuyados dos veces a 2000 rpm (800 g) por 3 minutos . 

19 



BIBLlOGRAFIA 

AYAf.A , A .. J . ¡{OMAN and A.e. TARJAN. 1963 . Cornparison of four me!hods for 
isolating nematodes from sllil samph:s . Jour. Agric . Univ. Puerto Rico 47: 
219-225. 

BRA VO, M.A .e. 1977 . Comparison of the Christie and Pcrry and !he centrifugal 
flotation methods for cxtracting Xiphinema mediterranellm from soil. Agro
nomía lusit. 3R 203-212. 

BRAVO, M .A.C. 1972. Efi cacia do método de fluctuJcao centrífuga na ex!raccao 
do nemátodos do pequeñas dimt~ nsoes. Agronomía lusit. 34: 283-2lJ 1. 

CAV ENESS, F.E. and H. J. JENS EN. 1955. Modification to the ccntrifugal-flota
tion techniq ue for the isolation and concentration of nematodcs and their 
eggs fron soil and plant tisslIe. Pral' Hclm. Soco Wash . 22 : 87-89. 

('OLLlNS , CH. 1967. Micro biological mcthods. Second edition London. Buttcr
worths. 404 p. 

mCKFRSON . 0.1. 1977. An evaluation of the direet centrifugal-flotation method 
uf rccovering nematodes from soil: Plan! dis. Rept. 61: 1054-1057. 

HARRISSON . J.M . and C.D. (; R FE N. 19 76. COlllparisol1 of centrifugal and other 
methods for standardization of extraction nf nematodes from soil. Ann .Appl. 
Biol. 82 299-308. 

JENKINS, E.R. 1964. A rapid centrifugal-fI<Jta !io n techniqut' for separa!ing nema
todes from s0iJ. Plant dis. Rept . 48 : 69 2. 

KFRMARREC, A. et C. Sncatto La Massese. 1972 . Donnécs nouvelks sur la com
posi!ion el la dynamiqu c de la néma t<>faune des sois des Antilles Fra n~·aise s . 
Ann. Zool. Eco \. Anim. 4: 513-527. 

MC CLURE, M.A.: T.H. KRUK and 1. MlSACHI. 19 73 . A mcthod for obtain.ing 
quantitics of clcan Meloidogyne cgr.s. Jo ur-Nematol. 5: 230. 

1'1 ,.1\ RSON. F. A. and K. R. B ENN ETT. 1942. S!lI tistical mcthods applied to agricuJ
tural economics. John Wiley and Sonso In e; . 443 p. 

SCHAAD, N .W. and J.T. WALKF. R. 1975. Thr use o f dcnsity - gradient e;en!rifu
gation for the purificatio n o f e!,\gs of Meloidogyne sp p. J our. Nematol. 7 : 
203-204. 

STEERE, R.L. J964 . PuriJicatio n. In : M.K . Cmbett J lld 1-1 .0 . Sister (Ed ). Plant 
Virolo!!-y : 2 J 1-2 34 . Univ . Florida Press. Caincsville . 

TRAlITMAN, R. 1969 , Ult raccntrifugal ion . In: Instru men tal methods of experi
mental b iology. Ed : O,W . Newman: 2 11-297. The Mae Millan Co mpany , 
N.Y . Fifth Printing. 560p. 

WEHlINT, E.J . 19 73. Sodium-containing dc!ergcnts enhance the extraction of ne ma
todes. Jour. Nematol. 5: 79-80. 

WHITEHEA O, A.e. and J .R. HEMMINC. 1965. A cornparison uf sorne quantitative 
methods of extracting small vermiform nernatodcs from soi\. Ann. appl. 
Biol 55: 25-3 8 . 

WILl .ARO, J .R. and M.S. l'ctrovich. 1975. Ffficiency of the ccntrifugal-f1otation 
method for extraction of nem atodcs from c1ay soils . Plant dis. Repl. 59: 
314-318. 

YEATES, G.W, 1973. Morfometrics and growth in eight Ncw Zealand soil nematodc 
populations . New Zealand Journal of Sciencc 16 : 711-725. 

20 


