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NOTA TECNICA

Métodos para la extraccion de nematodos presentes en suelos del agrupamiento
Ferralitico en Cuba
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Ricardo Holgado"

'Direccion de Sanidad Vegetal. Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Apartado 10. San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba. "Norwegian Institute for Bioeconomic Research (NIBIO), Noruega.

RESUMEN: EIl objetivo de este trabajo fue determinar los métodos mas efecientes para la extraccion de las
comunidades de nematodos presentes en suelos del agrupamiento Ferralico. Se muestrearon las localidades de
Giiines y San José de las Lajas, en la provincia Mayabeque, Cuba. El area seleccionada de 1 ha de suelo, se
dividi6 en estratos y de cada uno se tomaron 100 submuestras para conformar cuatro muestras por ha. La toma de
muestras se realizd en zig-zag utilizando una barrena; se colocaron en una bolsa de polietileno y se trasladaron
al laboratorio de Nematologia Agricola del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA). Se utilizaron las
técnicas de Embudos de Baermann, Bandejas Whitehead modificadas (en ambas con filtros de leche y gasa), asi
como el método de las dos botellas y la técnica de centrifugacion flotacion. Se procesaron 5, 25, 50, 100, 150,
250 y 350 gramos de suelo, excepto en la técnica de Embudos Barmann, donde se utilizaron 5 y 25g. Los datos
del nimero de especimenes extraidos por muestra se procesaron mediante Analisis de Componentes Principales.
Los mayores recobrados se obtuvieron con los métodos de las Bandejas de Whitehead (con ambos filtros)(100g de
suelo) y el método de Centrifugacion-Flotacion.
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Methods for extraction of nematodes present in soils of the Ferralitic group in Cuba

ABSTRACT: The objective of this work was to determine efficient extraction methods to study the soil nematode
communitiy present in ferralitic soils. Soil samples were taken following a stratified random design from one-
hectare areas chosen in Guines and San Jose de las Lajas (Mayabeque Province, Cuba) The samples were placed
in polyethylene bags and taken to the Plant Nematology Lab. of the National Center for Plant and Animal Health
(CENSA). The extraction methods examined were the Baermann Funnel technique, the modified Whitehead
traywith gauze and milk filter, the two bottle method, and the centrifugation-floatation technique. The quantities of
soil processed were 5, 25, 50, 100, 150, 250, and 350 g. The data were analyzed by Principal Component Analysis.
The highest quantities of nematodes were obtained by the Whitehead tray technique with both filters and 100g of
soil and the centrifugation-floatation technique with 350g of soil.

Key words: Whitehead trays, centrifugation-floatation technique, nematode diversity.

La estimacion de densidades poblacionales de los Segun Mcsorley (2), los métodos centrifugacion-
nematodos depende de la precision del muestreo y de flotacion, aparato de Fenwick, elutriador, tamizado,
la aplicacion de métodos de extraccion apropiados y decantacion, embudos de Baermann y otros se
consistentes (1). emplean de manera general en los laboratorios de
Nematologia; la eficiencia en la extracciéon de grupos y
el numero de especimenes por género fueron objeto de
estudio por parte de diversos grupos de investigacion.
Las técnicas varian en su eficacia y habilidad para
procesar numerosas muestras. Al respecto senalé este
investigador que los métodos de extraccion deberian

Los métodos que se desarrollaron, y se utilizan
de manera universal para extraer los nematodos
existentes en los suelos y raices de las plantas
hospedantes, obedecen a caracteristicas de estos
organismos, como son el tamafio de sus cuerpos, la
movilidad y los habitos de vida, entre otras.



remover todos los estados de todas las especies con
100% de eficiencia; sin embargo, esto no se obtiene
debido a diversos factores que influyen en la eficacia
de los métodos de extraccion, relacionados con el tipo
de suelo y temperatura, el momento de muestro, el
tipo de cultivo, entre otros.

Cuando se comienzan a realizar estudios
encaminados a conocer la diversidad de nematodos
en disimiles agroecosistemas, con el proposito
de establecer una relacion entre grupos tréficos y
practicas agricolas, resulta importante establecer,
previamente, los métodos que posean elevada
eficiencia en la extraccién del mayor porcentaje
de géneros y especimenes por género. En Cuba,
los agalleros son los nematodos mas frecuentes
y dafinos para la mayoria de los cultivos (5) y
representan el género mas estudiado; para ello
se utilizan las técnicas de embudos de Baermann
para extraer juveniles y formas moviles de géneros
filiformes y los bioensayos con plantas indicadoras
para estimar poblaciones de Meloidogyne, mediante
las escalas de Zeck, modificada a seis grados (3) y
de Taylor y Sasser (4).

Los métodos de extraccion poseen gran influencia
en los resultados de los estudios de diversidad de
nematodos, porque algunos de ellos pueden ser
inefectivos para ciertos tipos de nematodos, debido a
su tamano, actividad, adhesion a los sustratos vy las
propiedades fisico-quimico de sustratos que pueden
ser suelos, sedimentos u otros sustratos (6).

El objetivo del presente trabajo fue determinar los
métodos que poseen mayor eficiencia en la extraccion
de especimenes contenidos en muestras de suelos
del agrupamiento ferralitico, comunes en varias zonas
de Cuba.
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El estudio se desarrolld en el Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA) y para ello
se seleccionaron dos localidades de la provincia
Mayabeque, donde se hallan suelos Ferraliticos,
cuyo material de origen fue calicaza dura (Tabla 1)
que estan presentes en diversas zonas de la region
occidental del pais (7).

En cada municipio se selecciond una finca
productora de alimentos y en ellas se tomaron
muestras de un area equivalente a 1Tha sembrada de
frijol (Phaseolus vulgaris L. cv C 25-9N) al trazar en el
area imaginariamente tres bloques o estratos; luego
en cada uno se tomaron submuestras en zig-zag (8),
en el periodo de diciembre de 2015 a abril de 2016.

La muestra, de 1kg por cada hectarea, estuvo
compuesta por 100 submuestras o nucleos que se
tomaron a una profundidad de 25 cm con una barrena
de canula de 4 cm de diametro (100cc® de suelo). La
muestra se colocé en una bolsa de polietileno negro
y se traslado al laboratorio de Nematologia Agricola
del CENSA, donde se colocd sobre una manta, se
homogeniz6é y pasé por un tamiz de 125 ym para
eliminar piedras y materiales organicos.

Las muestras se procesaron inmediatamente
después del muestro, utilizando cuatro técnicas: |)
Embudos de Baermanny Il) Bandejas Whitehead (con
dos tipos de filtros: filtro de leche y gasa); Ill) Método
de las dos botellas y IV) Centrifugacion-flotacion.

Las técnicas se desarrollaron siguiendo los
protocolos descritos (8, 9) con las particularidades que
se relacionan a continuacion:

Embudos Baermann: se colocé un tubo vial en el
extremo de la manguera y no una pinza. Se evaluaron
dos tipos de filtros: tela de gasa (colocada doble) y

TABLA 1. Caracteristicas y clasificacion de los suelos en dos zonas de la provincia Mayabeque, Cuba, que se emplearon
en la comparacion de métodos de extraccion de nematodos para estudios de diversidad./ Characteristics and classification
of soils in two zones of Mayabeque Province, Cuba, that were used in the comparison of nematode extraction methods for

biodiversity studies.

Profundidad

P,0, |

Mat. Organica

(mg.Kg") (kg.ha™) (%)

Municipio San José de las Lajas
Clasificacion: Ferralitico Rojo Lixiviado Humico, Eutrico

0-15cm | 10 | 20

25 | 18 | 2,35

Municipio Giiines
Clasificacion: Ferralitico Rojo Lixiviado Tipico, Eutrico

0-15cm | 15 | 26

28 | 20 | 2,02
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leche, se ubicaron sobre tamices de 8 cm de diametro.
Se evaluaron 5y 25 gramos de suelo, colectando el
recobrado a las 24, 48 y 72 horas.

Bandejas Whitehead: se utilizaron placas de 20 cm
de diametro y tamices de 15 cm de diametro que se
construyeron en el laboratorio con tubos de PVC y malla
plastica antiinsectos; se pusieron sobre fragmentos
de plastico que actuaron como “patas” para levantar
el tamiz. En estos tamices se colocaron dos tipos de
filtros: gasa y leche. Se utilizaron 50,100,150, 250 y
350 gramos de suelo para cada filtro y se colectaron
los recobrados a las 24, 48 y 72 horas

Método de las dos botellas: se utilizaron dos
botellas de vidrio de 750 ml de capacidad, se le
adicionaron 100,150, 250 y 350 gramos de suelo y
agua. La solucion se filtro a través de tamices de 125
y 63 uym.

Método de centrifugacion-flotacion: se usaron una
centrifuga de marca MSE, una balanza digital KERN
JKL® y un set de tamices de 300, 125, 63, 45y 38 um.
Se empled una solucién azucarada de densidad 1,18
(equivalente al uso de 484 g de azucar crudo x L de
agua™).

Para cada combinacion método/volumen de suelo
se procesaron tres réplicas. El estudio se repitio dos
veces en el periodo.

Las suspensiones de nematodos se colocaron en
un beaker de 50 ml, se dejaron reposar durante 20
minutos, se decantaron y se deseché el sobrenadante.
Se concentraron, mataron con calor y fijaron con TAF
(8). Para el conteo de especimenes, las suspensiones
se colocaron en placas Petri de 9 y 15 cm y se
observaron en un microscopio invertido (Zeiss®) con
40x. Elrecobrado de las muestras alas 24,48,72 horas
se observo por separado. Los nematodos se extrajeron
con un selector y se montaron en portaobjetos; se
contabilizé el numero total de especimenes por género
y se identificaron utilizando diferentes claves (10, 11).

El nimero total de nematodos de cada género y el
numero total de nematodos extraidos por cada método
se usaron para determinar la eficiencia de extraccion.
Con los datos se construyé una base de datos en
sistema Excel y se procesaron estadisticamente
mediante un analisis de Componentes Principales
(CP) con el Paquete Estadistico InfoStat 2016.

En ambas localidades se encontraron 20 géneros,
ubicados dentro de los cinco grupos tréficos (12)
que habitan los suelos: bacteriéfagos, fungivoros,
herbivoros (con mayor numero de géneros, en
correspondencia conla procedencia de las muestras de
un area de cultivo intensivo), omnivoros y predadores.
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El mayor numero de nematodos se recobré cuando
se empled la técnica de Bandejas de Whitehead
(con filtros de leche y gasa: 100g de suelo como
submuestra) y centrifugacion (Fig. 1).

El método de extraccion de Bandejas de Whitehead
posee diferentes ventajas, entre ellas aparecen,
segun Coyne et al. (9), que no se necesita disponer
de un equipo especial para procesar las muestras,
es flexible y facil de adaptar a circunstancias basicas
utilizando el material disponible localmente, se puede
extraer una amplia variedad de nematodos méviles y
es una técnica muy simple y de facil reproduccion.

Para Cuba resulta un método factible, pues los
materiales que requiere son de facil adquisicion y la
construccion de los accesorios es muy simple. Su
empleo en los laboratorios a nivel nacional facilitaria
el proceso de extraccion de nematodos contenidos en
muestras de suelos del agrupamiento Ferralitico, por
lo que es necesario acometer su evaluacion en varios
laboratorios del pais para determinar asi su eficacia
para extraer especimenes presentes en otros tipos de
suelos.

Los dos tipos de filtros utilizados permiten extraer
adecuadas cantidades de especimenes; sin embargo,
a pesar de que ambos se encuentran en el pais, el
filtro de leche es especializado para uso en la industria
lactea y su costo es muy superior al filtro de gasa,
material que se encuentra en hospitales y centros de
higiene, por lo que se recomienda que se use un filtro
de gasa.

La técnica de centrifugaciéon-flotacion resultd
favorable por el nUmero de especimenes recobrados de
los suelos del tipo Ferralitico (150, 250 y 3509 de suelo)
(Fig. 1). Esta aprovecha las diferencias de gravedad
especifica entre nematodos y fracciones de suelo (8);
es una técnica muy rapida y el recobrado es limpio,
por lo que resulta facil su observacion al microscopio;
no obstante, se debe trabajar con rapidez y cuidado,
pues los nematodos se pueden deformar y hacer muy
dificil la identificaciéon. En el laboratorio del CENSA se
utiliza de forma rutinaria, pero se procesaban solo 100
g de suelo. Los resultados de este estudio sugieren
la necesidad de hacer modificaciones a los protocolos
de trabajo al aumentar el volumen de suelo de la
submuestra a procesar a través de esta técnica hasta
150 g. Este método permite extraer formas inactivas y
nematodos lentos como Criconematidae, ademas de
posibilitar la observacion y la seleccién directas bajo el
microscopio (13).

El Método de las dos botellas, denominado también
de los dos Erlenmeyer o botellas de leche, que se
basa en las diferencias en tamafo, forma y velocidad
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FIGURA 1. Resultados del analisis de CP en la comparacion de métodos de extraccion de nematodos, a partir de muestras de
suelo del tipo Ferralitico, para estudio de diversidad en zonas de Mayabeque, Cuba./ Results of the PC analysis in the compar-
ison of methods for nematode extraction from ferralitic soils, for diversity studies in Mayabeque, Cuba.

de sedimentacion entre nematodos y particulas del
suelo y en la movilidad de los nematodos (9), no
resulté satisfactorio para la extraccion de nematodos
de estos suelos (Fig. 1); lo anterior no concuerda con
lo sefialado por van Bezooijen (8) sobre que posee
alta eficiencia. Tampoco resultaron satisfactorios los
métodos de Baermann y bandejas de Whitehead
cuando se procesaron volimenes de suelo menores
de 50 g (Fig. 1).

Sefialé van Bezooijen (8) que la eficiencia del
método de embudos Baermann es bajo, pero es de
bajo costo y poco consumo de agua, por ello es el mas
utilizado por los laboratorios en Cuba; sin embargo,
el método de bandejas de Whitehead pudiera ser
empleado de manera generalizada en los laboratorios
del pais, pues se utilizan implementos accesibles,
como bandejas o placas Petri y tamices que pudieran

construirse con tubos de PVC de diferentes diametros
y con mallas plasticas en el fondo.

Los estudios de diversidad de nematodos en los
suelos de ecosistemas agricolas de manejo tradicional
o ecoldgico presentes en Cuba aportarian elementos
valiosos para determinar la salud de esos suelos; sin
embargo, debera llevarse a cabo un estudio nacional
donde diversos laboratorios evaluen la eficiencia de
los métodos de extraccidon que se seleccionaron
aqui, para llegar a establecer una técnica estandar
que permita comparar los resultados y establecer un
laboratorio de referencia para este tipo de estudios.
Segun Esquivel (14), con la finalidad de determinar
las poblaciones de nematodos en una muestra dada,
resulta de suma importancia contar con un laboratorio
de referencia, donde se utilice una técnica estandar
de extraccion.
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