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RESUMEN
En enero del 2005, el laboratorio de nematologia de la Universidad de Costa Rica
diagnosticé la presencia de Globodera pallida en un cultivo de papa, ubicado en la zona
Norte de Cartago. Esta plaga estaba ausente en Costa Rica, por lo tanto es necesario del
uso de metodologias mas répidas y certeras, que le brinden al agricultor un diagnostico
eficiente, para que puedan avalar y continuar con su produccion. Se evaluaron dos
metodologias de extraccion de quistes, utilizando el Fenwick modificado y una solucién
azucarada. Se tomaron muestras provenientes de un suelo franco-arcilloso, infestado con
G. pallida. Se evalud el efecto del tamafio y grado de humedad de la muestra de suelo en
la recuperacion de quistes, procesadas a través del método de extraccion Fenwick. Con el
método de extraccion en solucion azucarada, solo se determiné el tamafio de muestra, el
cual las de 200 y 300 cm® no difirieron significativamente, siendo mayor la recuperacion
que la de 100 cm®. Con el Fenwick, la recuperacién de quistes fue proporcional al
tamafio de muestra, la de mayor promedio de quistes fue de 300 cm?®, seguido por la de
200 cm® y finalmente la de 100 cm® La humedad interfirié significativamente la
recuperacion, debido a que las muestras secas son mas faciles de disgregar con la presion

del agua que las muestras humedas.
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EVALUACION DE ALGUNAS MODIFICACIONES A LOS METODOS DE
EXTRACCION DE QUISTES EN UN SUELO FRANCO-ARCILLOSO
INFESTADO CON Globodera pallida (Stone 1973)

ABSTRACT
In January 2005, the nematology laboratory of the University of Costa Rica diagnostic
the presence of Globodera pallida in a potato field, located in the north zone of Cartago.
This plague was absent in Costa Rica, therefore is necessary the use of quicker and
accurate techniques, that offered the farmer an efficient diagnosis, so that they can
validate and continue with their production. Two extraction techniques of cyst were
evaluated, utilizing the modified Fenwick method and a sucrose solution. Samples were
taken from a clay loam soil, infested with G. pallida. The effect of sample size and soil
moisture level on recovery of cyst was evaluated, processing through the Fenwick
extraction method. With the extraction method using a sucrose solution, only the sample
size was determined, where the 200 and 300 cm® didn’t have significant differences,
being greater the recuperation than the 100 cm®. With the Fenwick, the cyst recovery
was proportional to the sample size; the greater average of cyst was in the 300 cm?®,
followed by the 200 cm® and finally 100 cm®. The moisture had a significant effect in the
cyst recovery since the dry samples are easier to break with high water pressure that the

humid samples.

Keywords: cyst, extraction, sucrose solution, Fenwick, G. pallida
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I. INTRODUCCION

La papa es originaria de las tierras altas de Suramérica, donde ha sido consumida por
mas de 8000 afos en las cercanias del Lago Titicaca, en la frontera entre Bolivia y Perd. Su
cultivo ocupa el cuarto lugar de importancia en el mundo, después del maiz, trigo y arroz; esto
debido a su contenido nutricional y a su siembra en diversos ambientes agroecolégicos,
destacando, las tierras bajas subtropicales, las zonas templadas, las tierras altas tropicales y
subtropicales, y las tierras bajas mediterraneas y aridas (Franco 1994, Brenes et al. 2002, CIP
2002).

Una sola unidad mediana de papa contiene cerca del contenido diario de vitamina C
requerido para un adulto, mientras que el arroz y el trigo no poseen esta vitamina. Ademas el
tubérculo hervido tiene més proteina y casi el doble de calcio que el maiz. Es un alimento bajo
en grasa, representando solo el 5 % de las grasas contenidas en el trigo y un cuarto de las
calorias del pan (CIP 2002).

En el afio 2004, la produccion mundial de papa fue de 327.624.417 ton para un érea de
18.630.196 ha. El continente Europeo es el mayor productor de este cultivo, con 8.012.282 ha
para una produccion de 140.715.659 ton, le sigue el continente Asiatico con 129.133.030 ton.
Centroamérica junto a Norte América representan el tercer lugar en la produccién mundial de
papa, con 28.392.649 ton en un area de 747.407 ha. Africa es el cuarto productor de papa en el
mundo con 13.965.085 ton, luego estan Suramérica con 13.714.214 ton y Oceania con
1.703.780 ton (FAO 2005).

En Costa Rica, se produce papa en la provincia de Cartago representando el 85% de la
produccion nacional, seguido de Alajuela con 14% (Zarcero) y en menor cantidad, la zona de
los Santos y Coronado. Estos agricultores estan dedicados a la produccion de semilla y
consumo fresco (80% de la produccion total) y el resto de la produccion esta destinada para la
industria (papa tostada). En el afio 2004 se produjeron 76.435 ton de papa, en un area de 3.128
ha, sembradas por 1272 agricultores.?

2 Brenes, A. 2005. Produccién de papa en Costa Rica (comunicacion personal). San José, CR, Centro de
Investigaciones Agrondmicas (CIA), UCR.



El uso de insumos agricolas por parte de los productores de papa, representan cerca del
70% de los costos de produccion, el resto es el costo de la semilla (Flores et al. 2002). El
control de plagas y enfermedades significa un 20% en los costos de produccion, monto que
posiblemente se incrementard debido al reciente hallazgo de uno de los nematodos mas
problematicos en el cultivo de la papa como lo es Globodera pallida, encontrado en la
principal zona productora de este cultivo en Costa Rica (Garcia et al. 2005, Salazar et al.
2005). Esta especie junto con G. rostochiensis se citan en los paises andinos como las
responsables de pérdidas en rendimiento que van del 13.2 a 58.0% (Franco 1994).

Dadas las caracteristicas bioldgicas de G. pallida, y el interés de los productores
costarricenses por contar con semilla de papa libre del nematodo, asi como el continuar
incrementando las exportaciones de este cultivo, respetando las medidas fitosanitarias que para
tal efecto se han establecido por parte del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, y en
concordancia con las normas regionales e internacionales establecidas, ante la aparicion de una
plaga cuarentenaria, es que se plantea este trabajo con el objetivo de adaptar las metodologias
existentes de extraccion de quistes producidas para este nematodo, de tal forma que se pueda
contar con métodos de diagndstico rapidos y precisos, adaptados a nuestras condiciones. Lo
anterior permitira a los agricultores monitorear sus fincas periédicamente con el fin de tomar
la medidas necesarias que le permitan no solo producir para consumo interno sino también

exportar a otros paises del area.



Il. OBJETIVOS

General

Evaluar algunas modificaciones a los métodos de extraccion de quistes de Reilly y Grant

y al método de extraccion que emplea el aparato de Fenwick.

Especificos

1. Determinar la influencia del tamafio de muestra en la recuperacion de quistes de

Globodera pallida, utilizando el aparato de Fenwick.

2. Determinar la influencia que tiene la humedad de las muestras, sobre la

recuperacion de quistes de G. pallida.

3. Evaluar la eficacia del método de extraccion de quistes, utilizando una solucion

azucarada.



I11. REVISION DE LITERATURA

I11.LA. BOTANICA DE LA PAPA

La papa (Solanum tuberosum) es una especie con mucho polimorfismo, el cual esta
compuesta por varios cultivares, que difieren tanto en sus caracteristicas morfologicas, como
de produccion. La planta esta formada por tallos multiples, que se ramifican y llegan a medir
hasta 1.5 m de alto; los tallos son verdes o morados, dependiendo del cultivar, poseen forma
cilindrica o prismatica, éste con aristas en las partes jovenes, a veces prolongadas en alas
angostas. Las hojas son compuestas, divididas en foliolos irregulares, cuyo nimero y tamarfio
es un carcter varietal (Leon 2000).

La inflorescencia es una cima terminal, que aparenta salir lateralmente por el crecimiento
simpodial del tallo; dependiendo de la variedad las cimas se reducen a inflorescencias en
forma de umbelas y en otros a unas pocas flores al extremo de un eje sencillo. Las flores nacen
de peddnculos delgados, el cual se abren primero son las apicales de la inflorescencia; la
floracion puede variar, de dias a meses, dependiendo del cultivar. (Ledn 2000).

En el nudo cotiledonal de la semilla, brotan dos o mas rizomas, que al final desarrollan
tubérculos diminutos; estos corresponden a un engrosamiento entre el penultimo nudo del
rizoma y su yema terminal; en el tubérculo se forman nudos u o0jos en que las hojas estan
representadas por escamas (Leon 2000).

El tubérculo esta compuesto por la cascara o periderma, formada de células alargadas en
sentido tangencial; las méas externas dan a la superficie caracteristicas de los cultivares, como
lisas y brillantes o aterciopelada; los tejidos corticales debajo del periderma contienen
parénquima con almidon, taninos, proteinas y pigmentos; el resto del tubérculo esta formado
por parénquima, separado en dos por los haces vasculares. Los 0jos contiene una 0 mas yemas,
que dan origen a los tallos aéreos; la dominancia apical en el brotamiento de las yemas es muy
marcada. La forma, color y textura del tubérculo va depender de la variedad, por ejemplo, las
mas avanzadas pueden ser elipsoidales a esféricos, con 0jos escasos y superficiales, con
cascara lisa, blanca y rosada; los primitivos muestran una diversidad de formas y colores
(Ledn 2000).



I11.B. DISTRIBUCION MUNDIAL DE Globodera spp. E IDENTIFICACION EN
COSTA RICA DE G. pallida.

Los nematodos formadores de quistes, G. pallida y G. rostochiensis se encuentran
ampliamente distribuidos en los cinco continentes; en América los paises con presencia de
alguna de las dos especies son: Estados Unidos, Canadd, México, Costa Rica, Panama,
Colombia, Venezuela, Bolivia, Pert, Ecuador, Chile y Argentina. En Europa se ha
identificado a G. pallida en paises como Austria, Bélgica, Dinamarca, Francia, Alemania,
Italia, Grecia, Hungria, Irlanda, Islandia, Luxemburgo, Malta, Holanda, Noruega, Portugal,
Polonia, Rusia, Rumania, Espafia, Suecia, Suiza y Turquia. En Asia se reporta a G. pallida en
Chipre, India, Pakistan y Malasia. En Africa este nematodo se encuentra en Algeria y Tunes.
Y en Oceania se localiza solo en Nueva Zelanda (Turner y Evans 1998, Valerin 2003).

En Costa Rica, el primer hallazgo de uno de los nematodos del quiste de la papa, fue
informado por Ramirez y Bianchini (1973), quienes indicaron la presencia de G. rostochiensis
en 18 fincas de la provincia de Cartago entre los afios 1972-1974. Sin embargo, en los
siguientes afios no se logrd determinar su presencia y las pruebas de patogenicidad en dos
variedades de papa fueron negativas (Ramirez 1979).

A inicios de enero del 2005, el laboratorio de Nematologia de la Universidad de Costa
Rica diagnostico a traves de un analisis morfoldgico la presencia de G. pallida en la provincia
de Cartago (Salazar et al. 2005). Posteriormente el Laboratorio de Biotecnologia del Centro de
investigaciones Agronémicas confirmé por medio de técnicas moleculares, usando PCR que
se trataba de G. pallida (Garcia et al. 2005).



111.C. NEMATODOS FITOPARASITOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE LA PAPA

En Costa Rica, Lopez y Azofeifa (1981) informaron asociados al cultivo de la papa la
presencia de varios géneros de nematodos fitopatogenos, entre ellos, Helicotylenchus,
Tylenchus, Criconemoides, Trichodorus, Paratrichodorus, Meloidogyne, Heterodera,
Globodera, Pratylenchus, Paratylenchus, Quinisulcius y Boleodorus. Resultados similares
fueron presentados por Fernandez et al. (2002), quienes identificaron géneros como,
Criconemella, Helicotylenchus, Hemicycliophora, Meloidogyne, Paratylenchus, Pratylenchus,
Tylenchorhynchus y Trichodorus.

Actualmente unos de los problemas mas serios en el cultivo de la papa, es el deterioro de
la calidad de los tubérculos causados por Meloidogyne incognita y M. hapla, en cultivares de
papa de uso muy generalizado como es Floresta, agregandose a esta problematica, la reciente
aparicién del nematodo formador de quistes G. pallida, ambos problemas en la Zona Norte de
la provincia de Cartago (Garcia et al. 2005, Salazar et al. 2005).

A nivel mundial, el cultivo de la papa es infectado por dos especies de nematodos
formadores de quistes Globodera rostochiensis (Wollenweber 1923) y G. pallida (Stone 1973)
Ilamados, el primero “nematodo dorado de la papa” y el segundo “nematodo blanco de la
papa”. Ambos nematodos han coevolucionado con el cultivo de papa en Sudamérica por

cientos de miles de afios (Turner y Evans 1998).

I11.D. CARACTERISTICAS DEL GENERO Globodera.

Los nematodos del quiste de la papa (PCN) pertenecen al Phylum nematoda, al orden
Tylenchida y a la familia Heteroderidae (Tacconi y Ambrogioni 1995). Estudios realizados
por Turner y Evans (1998) indican que G. rostochiensis y G. pallida se separaron hace 10,000
a 90,000 afios, sin embargo, recientes estudios moleculares demostraron que la separacion se

dio hace millones de afios.



111.D.1. Morfologia y anatomia de Globodera spp.

Las hembras de PCN son esféricas, sin cono terminal y miden entre 500-600 um, sin
embargo, su tamafio es afectado por el huésped y por el nivel poblacional del nematodo,
siendo mas pequefias cuando la poblacién es elevada o el huésped se encuentra fuertemente
dafado (Greco y Crozzoli 1995). La cuticula es delgada con lineas superficiales que forman
un patrdn reticular; poseen una vulva terminal y los huevos producidos son mantenidos dentro
de la hembra. EI macho adulto es mévil y vermiforme, tienen campos laterales de cuatro lineas
y miden aproximadamente 1200 um de largo y 28 um de ancho (Baldwin y Mundo-Ocampo
1991, Greco y Crozzoli 1995). La forma de los quistes en las especies de Globodera, es
variada, pueden ser redondeadas, ovoides, esféricas o en forma de pera (Morgan 1986).

Los juveniles de segundo estado poseen un estilete menor a 30 um, el cual cubre la
cavidad o ancho del cuerpo; su cola es conica, puntiaguda con la mitad de su parte terminal
hialina; presentan fasmidios sin estructura de lentes, dispuestos en una capa muscular, por lo

que se les considera puntiformes (Cepeda 1996)

111.D.2. Ciclo de vida de Globodera spp.

Los nematodos del quiste de la papa (PCN) se reproducen sexualmente; todos los huevos
fertilizados se mantienen dentro del cuerpo de la madre, la que al morir sufre una serie de
cambios como el engrosamiento de las paredes del cuerpo, formando un quiste protector
(Figura 1) (Turner y Evans 1998, Whitehead 1998).



Figura 1. Quistes de Globodera pallida y
Globodera rostochiensis en raices
de papa.

(Fuente: CIP 2002).

Como la mayoria de nematodos, los PCN presentan cuatro estados juveniles,
denominados J1, J2, J3 y J4 y un estado adulto, siendo el segundo estado juvenil (J2) el que
invade el hospedero. Los J2 eclosionan en respuesta a exudados de las solanaceas, se orientan
hacia los apices de las raices usando sus dérganos sensoriales para detectar los gradientes
quimicos de los exudados radicales, luego penetran las raices cerca de los apices o
lateralmente, penetrando las paredes de las células epidermales con el estilete. Finalmente se
establecen con la cabeza cerca de la estela en células del periciclo, corteza y endodermis e
inician su alimentacion (Turner y Evans 1998, Whitehead 1998).

El estilete que es hueco, perfora las paredes celulares, en ocasiones penetran los
estolones y tubérculos en desarrollo, quedandose debajo de la peridermis; los juveniles
inducen a la formacion de celulas grandes y multinucleadas alrededor de su cabeza, en
respuesta a sustancias introducidas por medio del estilete; después de la cuarta muda, las
hembras toman forma de pera y los machos forma vermiforme; los machos dejan las raices y
por estimulos quimicos encuentran hembras jovenes, la mayoria se encuentran en la superficie

de las raices, estolones y tubérculos (Turner y Evans 1998, Whitehead 1998).



Los quistes poseen entre 200 a 500 huevos, y pueden permanecer viables en el suelo por
méas de 15 afos, sin embargo, la viabilidad puede declinar exponencialmente, a causa de
ausencia de hospederos, depredacién y factores ambientales, como las altas temperaturas.
Usualmente se da una generacion por cultivo de papa, debido a que los nuevos huevos deben
pasar por un periodo de dormancia y necesitan de un lapso de temperaturas bajas en el suelo
para romper esa dormancia. Algunos juveniles eclosionan antes que la hembra se vuelva
quiste, siempre y cuando haya una adecuada humedad en el suelo, invadiendo nuevos tejidos y

produciendo una segunda generacion (Turner y Evans 1998, Whitehead 1998).

111.D.3. Dinamica poblacional y patogenicidad de Globodera spp.

En ausencia de hospederos, los nematodos formadores de quistes (PCN) pueden persistir
en el suelo entre 20 a 30 afos. Una vez que el segundo estadio juvenil se ha desarrollado
dentro del quiste, estos entran en un periodo de dormancia, por lo que las condiciones
ambientales no estimulan la eclosion, hasta que la dormancia haya terminado. Generalmente
este periodo termina antes de la siguiente siembra de papa, ademas, la mayoria de juveniles
entran en dormancia durante su primer afio y luego bajo condiciones favorables, eclosionan.
De ahi que las poblaciones de PCN introducidas a nuevas regiones se adaptan a diferentes
estaciones climaticas, y entre 2 a 3 afios se estabilizan en el cultivo hospedero (Turner y Evans
1998).

Muchos juveniles, en ausencia del hospedero, eclosionan espontaneamente, cuando las
temperaturas del suelo y humedad son las adecuadas. En condiciones del continente Europeo,
el rango de eclosion es de 30-33% anualmente. La temperatura del suelo repercute sobre la
eclosion, por ejemplo, en suelos frios la eclosion declina a un 18% y en suelos con
temperaturas de 30 °C la eclosion puede alcanzar un 95%. La textura de los suelos también
afecta la eclosion, en suelos arcillosos y limosos es de un 32% y en los arenosos esta arriba del
60% de eclosion. Los exudados radicales estimulan la eclosién entre un 60 a 80% (Turner y
Evans 1998).



Una vez que los huevos eclosionan los juveniles dependen de sus reservas de energia
para sobrevivir. El estado infectivo (J2) dura entre 6-11 dias, bajo condiciones dptimas, por lo
tanto deben encontrar rapidamente a sus hospederos. Los juveniles son atraidos hacia las
raices en respuesta a gradientes de diferentes estimulos, entre ellos se encuentran, el gradiente
de dioxido de carbono, los que existen alrededor de las raices, como, aminoacidos, iones, pH y
los gradientes de azucar (Perry 1998).

Las células que se encuentran en los apices de las raices son muy activas, estan en
constante crecimiento y desarrollo, ademés secretan diferentes exudados, mas que en otras
regiones de las raices. Esta actividad se debe a la produccion de fitohormonas, entre ellas las
auxinas, que son detectadas por los anfidios de los nematodos.

Uno de los sitios de infeccion preferidos por los J2, son las zonas de elongacién, esto a
causa de los gradientes de potencial eléctrico. Una vez que los juveniles han penetrado las
raices, estos migran intracelularmente hasta el cilindro vascular, alimentandose de las células
del periciclo, corteza y endodermis. ElI nematodo por medio del estilete inyecta saliva a las
células, convirtiéndolas en células grandes, que sirven de reservorio para que el nematodo se
desarrolle. Este dafio ocasiona problemas en el transporte de agua y nutrimentos para el
crecimiento de la planta (Cepeda 1996, Perry 1998).

111.D.4. Hospederos e interaccion con otros microorganismos

Whitehead (1998) menciona que G. pallida se multiplica en plantas de la familia
Solanaceae, principalmente infecta al cultivo de papa (S. tuberosum), tomate (Lycopersicum
esculentum) y berenjena (S. melongena), atacando ademas las especies silvestres de Solanum y
Lycopersicum.

El dafio mecénico causado por el nematodo formador de quistes, ademas de producir
heridas en las raices de la plantas, generan sitios de entrada para otros microorganismos como
hongos y bacterias. Los rendimientos de papa disminuyen mas, cuando en el cultivo estan
interactuando Rhizoctonia solani (costra negra) y el nematodo formador de quiste, que cuando
estd uno solo. Ademas se ha informado de la interaccion entre Verticillium dahliae y el
nematodo formador de quistes, aumentando este Ultimo la severidad de la enfermedad,

conocida como muerte temprana (Turner y Evans 1998).
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I11.E. METODOS DE EXTRACCION DE QUISTES

Uno de los métodos mas importantes es el método de extraccion Fenwick, creado en
1940 por D.W. Fenwick. Este consiste en un aparato hecho de acero, con una altura de 30 cm;
este se estrecha hacia la cima y presenta una base inclinada; tiene un agujero de 2.5 cm de
didmetro, ubicado en el lado mas bajo de la base inclinada, que se cierra con un tapon de
caucho cuando se utiliza; debajo del borde del Fenwick hay un cuello inclinado con un borde
vertical de 6 cm de alto; el cuello se estrecha hacia la salida hasta 4 cm de ancho;
opcionalmente puede presentar un pequefio tubo de entrada a 5 cm de la cima, conectado al
abastecimiento de agua para llenar el Fenwick; ademas posee un embudo grande de acero de
20.5 cm de diametro, con un eje de 20.5 cm de largo, el cual en su interior posee un cedazo de
1 mm de abertura; de la salida del cuello se colocan tamices de 840 pum y 250 um (Figura 2)
(Shepherd 1986).

Inicialmente se llena el Fenwick con agua y se mojan los tamices; se coloca la muestra
dentro del embudo, en el cedazo y se incorpora agua a presion; la materia organica y algunas
particulas de suelo rapidamente flotan hasta el cuello y pasan a los tamices; utilizando este

método se recuperan el 70% de los quistes (Shepherd 1986).
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EMBUDO

CUELLO

TAMICES

Figura 2. Estructura del Fenwick
(Fuente: Shepherd 1986)

Un método de extraccion de quistes para suelos arcillosos fue propuesto por Williamson,
el cual incorporando agua hirviendo, haria que la muestra de suelo se disgregara. Esta se
coloca en un juego de tamices de 2 mm, 850 y 250 um, y con agua hirviendo y una espatula se
agita la muestra en el tamiz mas alto. Seguidamente se elimina este tamiz y se continua
lavando con agua tibia. Finalmente se recogen los contenidos de cada tamiz y se colocan en
beakers (Shepherd 1986).
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Reilly y Grant (1985) establecieron una metodologia de extraccion de quistes de
Globodera tabacum solanacearum, el que consiste en incorporar 400 cm?® de una solucién de
sucrosa (1.37 densidad) a un beaker de 1 L contenido con 100 cm?® de suelo, seguidamente se
agita por 1 min y se deja reposar por 10 min. Luego el sobrenadante se pasa por en juego de
tamices de 710, 250 y 38 pum y se lavan con agua para eliminar el exceso de sucrosa. Los
quistes son recuperados del tamiz de 710 um y los juveniles del tamiz de 38 um, estos son
colocados en tubos de centrifuga con la misma solucion de sucrosa y se dejan reposar por 10
min. Finalmente, el sobrenadante se pasa por un tamiz de 38 um y se enjuagan. Este método
mejord la obtencion de quistes cuando la recoleccion de muestras se realizaban en periodos en
que los niveles de quistes eran casi no detectables.

Para mejorar la eficiencia en la extraccion de quistes se han realizado diferentes
metodologias, por ejemplo, Shepherd (1986) recomienda para Heterodera y Globodera secar
las muestras totalmente en un equipo de ventilacion especial que pasa aire tibio a través de la
muestra, luego se rompen las particulas grandes y se pasa por un tamiz de 4 mm de apertura.
Finalmente se dividen en submuestras de 100, 200 6 500 g y se procesan. Canto y Gonzalez
(1993) sugieren colocar el suelo en bandejas plasticas y secar a la sombra para no afectar la
viabilidad de los huevos de G. pallida por los rayos ultravioleta, y luego dividir en muestras de
200 cm®,

Kim y Riggs (1995) evaluaron muestras directamente de campo, utilizando 100 g de
suelo para realizar con equipos portéatiles, un diagndéstico en el campo, y asi reducir el trabajo
que conlleva el procesado en el laboratorio y evitar el transporte de las muestras.

Riggs et al. (1997) utilizaron tamafios de 250 cm® y 500 cm?® para extraer juveniles y
quistes de H. glycines, probando diferentes métodos de empaque y transporte de muestras y
demostraron que dichos tamafios no difirieron en la recuperacién de quistes, pero si de
juveniles.

LaMondia y Brodie (1987) en un suelo organico, inoculado con quistes de G.
rostochiensis y H. schachtii demostraron que conforme aumentaba el tamafio de muestra a
partir de 500 cm?® hasta 2000 cm® disminufa la cantidad de quistes, debido a la presencia

excesiva de materia organica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.A. UBICACION DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Nematologia de la
Facultad de Ciencias Agroalimentarias perteneciente a la Universidad de Costa Rica, ubicado
en San Pedro Montes de Oca, en la provincia de San José, durante el periodo entre Agosto y
Noviembre del 2005.

IV.B. RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron muestras de suelo en una finca productora de semilla de papa, ubicada
en la provincia de Cartago, en la localidad de Liebres, donde previamente se habian detectado
niveles muy altos de infestacion por G. pallida. Se seleccionaron diferentes puntos de la finca
y se tomaron submuestras de suelo para formar una muestra compuesta, de aproximadamente
70 kg y se trasladé al laboratorio. En el laboratorio esta muestra se homogenizé muy bien para
finalmente tomar las muestras que serian sometidas a los diferentes tratamientos. Las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo fueron analizadas por el laboratorio de suelos del
Centro de Investigaciones Agrondémicas de la Universidad de Costa Rica. Los resultados se
muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y Quimicas del suelo estudiado.

Textura Franco-arcilloso
Humedad gravimétrica 14.94 %
Materia organica 4.7 %
pH 5.5
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IV.C. TRATAMIENTOS EVALUADOS POR EL METODO DEL FENWICK
IV.C.1. Humedad y tamafio de las muestras

Se evaluaron tres tratamientos antes de procesar el suelo por el Fenwick, descritos a
continuacion:

T1- Suelo seco al aire, durante 72 horas, en el invernadero.

T2- Suelo seco en una estufa a 70 °C, durante 5 horas.

T3- Suelo al natural (procesado con la humedad gravimétrica que traia la muestra del

campo, 14.94%).

A través del fenwick se procesaron los siguientes volimenes de muestra:

1- 100 cm® de suelo

2- 200 cm® de suelo

3- 300 cm® de suelo

Para evaluar la humedad y volumen de las muestras se emplearon 15 repeticiones. En la
Figura 3 se muestra parte del procesamiento de las muestras empleando el método de

Fenwick.

15



Figura 3. Extraccion de quistes por el método de Fenwick. A Incorporacion de
la muestra de suelo, B Dispersion de las particulas del suelo con agua
a presion, C Flotacion de quistes y materia organica hasta el cuello
del Fenwick, D Recolecta en criba de 100 mesh.
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IV.C.2. Separacidn de quistes de los residuos organicos

Los quistes y las particulas del suelo extraidos por el método de Fenwick se pasaron a
placas petri de 9 cm de didmetro con acetona, para evitar que se diluyera esta con agua cuando
se van a separar de la materia organica. Se colocaron en erlenmeyers de 250 cc de capacidad y
se les incorpord 30 ml de acetona pura, se agitaron y luego se llenaron hasta 0.5 cm de la boca
del erlenmeyer, con la misma acetona. Se dejaron reposar por 1 min y se recogieron con un
pincel, posteriormente se pasaron a una placa petri de 3 cm de didmetro (Figura 4). Se dejo
reposar hasta que la acetona se volatilizara y se realizé el conteo en un estereoscopio a un

aumento de 19.5 X.

Figura 4. Método de la acetona para la separacién de quistes de la materia
organica. A Incorporacion de los quistes y de la materia organica al

erlenmeyer con acetona, B Recuperacion de quistes con pincel.
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IV.D. TRATAMIENTOS EVALUADOS POR EL METODO DE REILLY Y GRANT,
EMPLEANDO UNA SOLUCION AZUCARADA

En este caso se escogio el tratamiento de menor costo y contenido de humedad, el cual
consistié en secar previamente la muestra al invernadero por 72 horas.

Se evaluaron tres tratamientos, de acuerdo al tamafio de la muestra:

1- 100 cm® de suelo

2- 200 cm® de suelo

3- 300 cm® de suelo

En este caso se emplearon 15 repeticiones por cada tratamiento. El procedimiento
seguido fue el siguiente: una vez secadas las muestras al aire, los tamafios de 100, 200 y 300
cm® se colocaron en beakers de 600 ml y se les incorporé 400 ml de solucién azucarada con
una densidad especifica de 1.18 (471g sacarosa/1L agua). Se agité por 1 min con una espéatula
y se dejo reposar por 10 min. Luego la solucién azucarada con las particulas de suelo y quistes
contenidas en el beaker se pasé a un tamiz de 100 mesh, realizando un movimiento rotatorio al
beaker, con el fin de que los quistes no quedaran adheridos a las paredes. La solucion se pasé
por el tamiz hasta que el suelo depositado en el fondo del beaker empezara a pasarse.
Posteriormente, se lavaron los quistes con agua a presion, para eliminar la solucién azucarada.
Finalmente, el material se paso a placas petri y por el método de la acetona se separaron los
quistes de la materia organica y se realizd el respectivo conteo en un estereoscopio a un
aumento de 19.5 X (Figura 5).
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Figura 5. Extraccion de quistes con soluciébn azucarada. A
Incorporacion de muestra al beaker, B Agitacion de muestra
con solucién azucarada por 1 min, C Reposo por 10 min, D

Traspaso del sobrenadante a criba de 100 mesh.

IV.F. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el analisis de varianza y la

prueba de comparacion de medias de Fisher Alfa: < 0.05. Los datos fueron transformados en

-/x para su anlisis.
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V. RESULTADOS

V.A. EFECTO DEL TAMANO Y HUMEDAD DE LAS MUESTRAS EN LA
RECUPERACION DE QUISTES, A TRAVES DEL METODO DE FENWICK
Los resultados obtenidos al someter las muestras de suelo a los tratamientos previos al
procesamiento de las muestras por medio del aparato de Fenwick, se presentan en el cuadro 2,
no se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los valores promedios de las
muestras que fueron sometidas a un secado al aire en el invernadero por 72 horas y los valores
de las muestras que fueron secadas por medio de la estufa, durante 5 horas a 70 °C, pero si se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre estos dos tratamientos con respecto al
tratamiento en donde las muestras fueron procesadas con la humedad que traian del campo. En
la Figura 6 se muestran estos resultados en forma gréafica.
Cuadro 2. Valores promedio del numero de quistes de Globodera
pallida, recuperados por el método de Fenwick en muestras
de suelo sometidas a diferentes secados.

Tratamientos N° Promedio de quistes
Muestra seca (72 horas en el invernadero) 10,08 b"
Muestra seca (5 horas en estufa a 70 °C) 10,09 b
Muestra con humedad de campo 8,72a

*Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05), de acuerdo con la Prueba
de Fisher. Los datos fueron transformados a -/x .
*Promedio de 15 repeticiones.
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Figura 6. Recuperacion de quistes de Globodera pallida por el
método Fenwick en muestras de suelo sometidas a

diferentes secados.

En el cuadro 3 se presentan los valores promedio del nUmero de quistes extraidos al
procesar las muestras de suelo, con los diferentes volimenes evaluados, por medio del aparato
de Fenwick. En este caso se presentaron diferencias estadisticas significativas entre si, en los
valores promedio de los tres diferentes volimenes de suelo evaluados, obteniéndose con el
volumen de 300 cm® de suelo, la mayor cantidad de quistes y con el volumen de 100 cm® de
suelo, la menor cantidad de quistes. En la figura 7 se muestran estos resultados en forma

gréfica.
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Cuadro 3. Valores promedio del nimero de quistes de Globodera
pallida, recuperados por el método de Fenwick

utilizando tres volimenes diferentes de suelo.

Tratamientos N° Promedio de quistes”
100 cm® de suelo 8,09a
200 cm® de suelo 9,35 b
300 cm® de suelo 11,45 ¢

*Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05), de acuerdo
con la Prueba de Fisher. Los datos fueron transformados a ~/x .

'Promedio de 15 repeticiones.
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Figura 7. Recuperacién de quistes de Globodera pallida en tres

volimenes de suelo utilizando el método de Fenwick.
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V.B. EFECTO DEL TAMANO DE LA MUESTRA EN LA RECUPERACION DE
QUISTES, A TRAVES DEL METODO DE REILLY Y GRANT
En el cuadro 4 se presentan los valores promedio del nUmero de quistes extraidos al
procesar las muestras de suelo, de los diferentes volimenes evaluados, por medio del método
de Reilly y Grant, en donde las muestras fueron previamente secadas al aire en el invernadero,
antes de ser procesadas. No se presentaron diferencias estadisticas significativas al comparar
los valores promedio del nimero de quistes obtenidos en muestras de 200 y 300 cm® de suelo
pero sf entre estos y el tratamiento en el que se proceso 100 cm® de suelo. En la Figura 8 se
muestran graficamente estos resultados.
Cuadro 4. Valores promedio del nimero de quistes de Globodera pallida,
recuperados en tres volimenes de suelo sometidos a un secado al

aire en el invernadero, utilizando el método de Reilly y Grant.

Tratamientos N° Promedio de quistes’
100 cm® de suelo 6,13a
200 cm® de suelo 9,18 b
300 cm® de suelo 9,74 b

*Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05), de acuerdo
con la Prueba de Fisher. Los datos fueron transformados a /x .
Promedio de 15 repeticiones.
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Figura 8. Recuperacion de quistes de Globodera pallida en tres

volimenes de suelo utilizando el método de Reilly y

Grant, para muestras secadas al invernadero.
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VI. DISCUSION

El andlisis de los resultados obtenidos al someter las muestras de suelo a los diferentes
tratamientos de secado y posteriormente procesadas por el método de Fenwick, permite
concluir, que el secado de las muestras bajo condiciones de invernadero por 72 horas, asi
como el tratamiento que involucr6é el uso de la estufa por 5 horas a 70 °C fueron los
tratamientos mas efectivos para obtener mayor recuperacién de quistes de G. pallida.
Comparando estos métodos, el primero tiene la ventaja de ser un método que no requiere de
una estufa, lo que representaria una economia tanto en electricidad como en el costo del
equipo, sin embargo recordemos que el secado al aire requiere espacio en el invernadero, cuyo
tamafio dependera del nimero de muestras, asi como de una mayor cantidad de tiempo para la
entrega de los resultados, estas consideraciones deberan tenerse en cuenta a la hora de decidir
cual de los tratamientos se aplica a las muestras. Es ademas importante considerar que el
tratamiento que involucra el uso de la estufa afectaria la viabilidad de los huevos contenidos
dentro de los quistes, lo que representa una limitacién si se pretende utilizar estos como
indculo viable para trabajos de investigacion o ensefianza.

Al analizar los resultados relacionados al volumen de la muestra a procesar, se encontrd
que a mayor volumen de muestra mayor recuperacion de quistes, esto utilizando el método de
Fenwick. Estos resultados permiten tomar decisiones sobre el volumen de la muestra mas
conveniente a utilizar, sin dejar de tomar en cuenta el que al emplear una muestra de mayor
volumen se tendra al final una mayor cantidad de materia organica, lo que dificultard la

separacion y conteo de los quistes.

24



Al analizar los resultados utilizando el método de Reilly y Grant y sometiendo la
muestra a secado al aire, bajo condiciones de invernadero, en forma previa al procesamiento,
se encontrd que, los tratamientos mas efectivos para la recuperacion de quistes de G. pallida
fueron aquellos en donde el volumen de suelo empleado fue de 200 y 300 cm® de suelo, sin
embargo, estos resultados fueron inferiores a los obtenidos cuando se procesaron las muestras
de suelo con estos mismos volimenes, por el método de Fenwick, lo que deja al método de
Reilly y Grant como menos eficaz, adicionalmente este método present6 el inconveniente de
que al aumentar el volumen de suelo, la cantidad de materia organica que se suspende junto a
los quistes es muy alta, lo que dificulta la separacion de los quistes.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo permite obtener una nueva
metodologia, para el procesamiento de muestras que vengan de areas en donde se sospeche o
bien que estén infectadas por G. pallida, lo anterior representa una notable mejoria en el
diagndstico de problemas causados por este nematodo, asi como en el procesamiento de

muestras, con fines de investigacion que se lleve a cabo a futuro.
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VIl. CONCLUSIONES

Con el método de extraccion de Fenwick, el grado de humedad de la muestra de suelo
tiene una marcada interferencia con la recuperacion de quistes, obteniéndo una mayor cantidad
de los mismos cuando menor sea la humedad de las muestras.

El volumen de la muestra de suelo utilizado por el método de Fenwick esta directamente
relacionado con la cantidad de quistes extraidos, a mayor volumen mayor recuperacion de
quistes.

El método de extraccion de quistes de Reilly y Grant empleando una solucion azucarada,
es més eficaz cuando se emplean volimenes de muestras de 200 y 300 cm® de suelo, en
comparacién con 100 cm® de suelo, lo anterior sometiendo las muestras a un secado al aire,
previo al procesamiento. Sin embargo, éste método es menos eficaz en la recuperacion de

quistes que el método de Fenwick.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Evaluar por medio del método de Fenwick, suelos con texturas diferentes al empleado en
este trabajo y utilizados en la siembra de papa.

Evaluar métodos que ayuden a separar con mayor facilidad los quistes de las particulas
de materia organica, una vez procesadas las muestras.

Procesar muestras por los métodos de extraccion Fenwick y el de Reilly y Grant,
provenientes de suelos con bajas densidades del nematodo formador de quistes.

Ante la nueva problematica causada por Globodera pallida es necesario continuar esta
investigacion con el fin de adaptar los diferentes métodos de extraccion de quistes y brindarle
al productor un diagnostico més répido y certero.
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