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RESUMEN

En la Granja Luker durante el pritner
semestre del afio 2000 se realizo una
investigucion tandiente a idantificar [os
 génaros de Jog nematodos parasitos
‘del suslp y de las rsices dal cuttivo dol
platano (Musa AA8 Simmonds), en el
clon Dominico Huartén; debido a la
reduccidn de la produccion en calidad
y cantidad de racimos originada entre
otros problemas fitosanitarios a los
dafios desapercibldos en las raices
ccasionadoa por los nematodos. Para
gsto fue ndeesaric delemminar Ia
distancia a partir de la base do
pseutiotalln y la profundidad adecuada
para la toma de muestras de suelo y

ralces, estandarizar la  meledologia

para In extraccidon de nematodos 2
partir de muestras do suelo y raices y
establocer la incldencia y frecuencia de
los diferontes géneros fitopatogenos
en dos periodos de desarmollo dal
cultive el platano (flomcion v
cosachal.

Sa ufilizd un disefic complelamente
aleatorizado con arreglo factorial 3x3x2
con tres factores a evaluar (Distancia al
pseudetallo: 30, 80 y 90 omg;
Profundidad de raices: 30, 60 y 80 cm;
y Epoca de desarrollo: Floracion y
Cosecha) con cuatrm  fratamisntos y
tres repeticiones; se reallzé anélisis de
varanza y la prueba de comparacidn
de Tukay.

Las muestras se lransporaron en
bolsa de polletilanc en una caja de
icopor y &n ¢l labaratario se procadid
al anédlisis nematolégico
correspondiente. La extraccion de
nematodos se realize por A
metadologia de  Centrifugacion  y
fiotagién en azucar, segin los
resultados abtenidos en la
estandarizacion de |la metodolegia de
extraccién realizada; <! conteo se
efectuo: empleando el microscopio
compuesto. El andlisis de varianza para
tas poblaciones totales mosird una
diferencia altamente significativa entre
in distancia 1 (30x30 cm) y las oiras

distancias pvaluadas. En ia
estandarizacion da la melodologia de
estacion [ns comparacionss realizadas
pammiitisron ¢stablecaer que al procesar
las muestras de suala por § minutos a
3800 r.p.m. dg cemtrifugacion y las
raices licuadas por 120 segundos y
centrifugadas por 4 minutos 3 3500
r.p.m. sa obtiene la mayor extraccidn
potilacional, Se identificaron tres
géneros diferantes de nematodos «an
las muestras de suelo y raices dal
cullive, asi: Meloidogyne sp (58.2%),
Holicotylenchus  sp.  (40:8%)
Tyferichus sp (0.80%), mostrandose
una alta diferencla significativa.
lgualmente se observo una alta
diferenciz entre la poblacién encontrad
en foracién y cosecha, presentandose
un Ingremento del 428% en la
poblacién; finsimente se obtuva una
relacién  inversamente proporcional
entre ol pesa y la calidad deal racimo vr,
El aumsnto de la poblacién de los
nematodos encontrada.

I"ulabras claves: Platano, Poblacion
nematolégica, Meloidogyne sp,
Helicotylanchus sp, Tylenchus sp,
metodologlia de  extraccidén Y
produccion.

SUMMARY -

in the Granja Luker dunng tha first
semester of the year 2000 was carried
out an investigation about the to
identify the goods of the nematode
parasites of the floor and of the roots
of the cultivation of the banana (Musa
AAB Simmaonds), in the clone Dominico
Harton; due to the reduction of the
production In quality and quantity of
clusters originated among other
problems  phytosanitary to  the
damages unprepareds in the roots
caused by the nematodes. For this it
was necessary to determine the
distance starting from the pseudotallo
base and the appropriate depth for the



taking of floor samples and roots, to
standardize the methodology for the
extraction of nematodes starting from
fioor samples and roots and to
establish the incidence and frequancy
of the different goods
phytopathogsenics in two periods of
development of the cultivation of the
banana (flounshing and it harvests),

A design was used totally randomized
with fagtorial arrangement 3x3x2 with
three factors to evaluate (it Distances
to the pseudotallo: 30, B0 and 5O cm.;
Depth of roots: 30, 80 and $0 cm; and
development Time: flourishing and it
Harvests) with four treatments and
three repetitiona; helshs was carried
outl variance analysie and the test of
comparison of Tukey.

The samples were transported in
polyethylane bag in an lcopor box and
in the laboratory you procestded to the
analysis corresponding nematological.
The extraction of namalodes one
cames oult for the methodology of
Centrifugal and flolalian in  sugar,
according to the results obtained in the
standardization of the methodology of
carried out extraction; the counl was
mads using the compound microscops,
The variance analysie for the total
populations showed @  highly
significant  difference among  the
distance 1 (30x30 cm) and the aother
evaluated distances, In the
atandardization of the station
mathodology the camried out
compariaons allowed to sotile down

that when processing the floar samples.

for 5 minutes to 3800 rpm. of
centrifugal and the roots liquefied by
120 seconds and centrifuged by 4
minutes to 3500 rpm. the biggest
populational extraction is obtained.
They were identified three goods
differant from nematodes in the floor
szmiples and roots of the cullivation,
this way: Meloidogyne sp (58.2%),
Helficotylenchus sp. (40.8%) and
Tylenchus sp (0.80%), being shown a
discharge differs significant. Egually
one observes a dischamme helshe

Koy words:

differs among the populstion you find
in flourishing and It harvests, bsing
presanted an increment of 42.8% in the
population; finally a relationship was
obtained  inversely proportional
between the weight and the quality of
the cluster vr. The increase of the
population of the found nematodes,

Banana, Population

nematological,  Meloidogyne  ®p,
Helicotylenchus sp, Tylenchus sp,
extraction methodology and

production,



INTRODUCCION

El platano (Muss AAB Simmonds) =5 uno de los mas importantes cultivos en
nuestro pals, ¥a gue es basico para la seguridad alimentaria del pueble colomblane
y es fuente generadora de trabajo, lo que le otorga el tercer puesto en importancia a
nivel nacional seguide per la paga ¥ la leche  El consumo promedio nacional,
oscila entre 50 - B0 Kg. per capita/afio en fa zona urbana y de 100 - 105 Kg per
c2pltalafic en la zona rural (Rodriguez v Rodrigusz, 1594),

En Colombia s& slembran cerca de 400.000 hectareas con una produccion estimada
de 2'600.000 ton./fafio, de las cuales 121 056 hectareas (31%) se encusntran én la
Zona Cantral Cafeters (administrativamenta canfarmada per los departamentos de
Caldas, Risaraida, Quindio y las areas Imitrofes del Vaile del Gauca y Tolima), lo
que la hace la principal zona productora con un aporie en 1995 de 881.574
lonetadas, es decir una parfioipacidn  aproximada del 33% en I produccion
nacional. £n cuanto 3 la generacion de divisas, en ef afio 1998 se recibleron
apreximadamente 5.000 millones de pesas par exportar &l producto a palses como
Estados Unidos, Bélgica, Francia . sla Montserrat y Aniba, teniendo en cusnts que
solo es expartahle el 4% de a pruducclﬂn-{ﬂuuﬁguez y Rodtiguez, 1999),

A pesar de su Importancia socic-scanémica, en la actualidad el cultive del plétanc
presents una reduccidn de la produceidn en calidad y cantidad de racimos debido
antre otras causas a los problamas litgsanitarios genseralments desapercibidas para
8l agricultor y originados por los nemalodos en las raices ocasionando un dafo
considerabie an la capaaidad de absorcion v transporte de agua y nutrientes por las
faices, predispaniendo el cultivo al ataque de otros microorganisios come hungas ¥
bacterias, afectando &l anclaje de las plantas y finallzande con el decaimiento de
este clltivo. A esto se suma (a falta de un criteria definide sobre el sitio adecuado de
muestreo de estos organismos para |z reallzsci6n de astudios, el desconocimiento
del nivel eritico soportable, 1a falls de una metodologia dé extraceion estandarizada
de nematodos para diche cultive ¥ &l no estar establacido el pivel de reduccidn en ia



produccion y vida Gl de la unidad productiva por el daflie causado por eslos
microorgenismos del suelo:

Las anterioras siluaciones |ustifican 1a necesidad de mejorar la productividad dal
pidtano en base a una adecuada tecnificacidn para sostener la demanda
permanente dal producto que as basica en s alimentacidn del cultivadsr cafetero
sin aumentar [os costos y mantenigndo o mejorande la calidad y cantidad de la
produccion, coh aste fin'y buscado reducir & problema genarado par los hematodos
an el cultivo del platano (Musa AAS Simmonds) cultivariedad Domihico Hartn
astablecido en la Granja Liuker, se realizd el presante trabajo con los siguientes
objativos:
» |dentificar los nematodos parasitos del suelo y da les raices dal cultivo del
pidtano (Musa AAE Simmands). ati &l clon Dominico Hartdn de Ia Granja
Luker (Palestina).
» Determinar la distancia a partlt de |a base del pssudotallo y & profundidad
adecuadas para la toma de muestras de raices y suslo para fa identificacion
y -avaluacion poblacional de nematodos.
« Estandatzar 12 metodologla sobre el procesamiento de muestra y el
diagnéstico de nematodos.
= Establecer la Incidencia y frecuencia de lus diferentes géneros de nematodos.
filopatégenos en dos periodos de desarrcllo del cultive dal platano (Floracién
v Cosecha) an la Granja Luker (Palestina). B



REVISION DE LITERATURA

SISTEMA RADICULAR DE LA PLANTA DE PLATANC Y LAS INFLUENCIAS
EDAFICAS

El sistema radicular es una de las partes mas imporiantes de la plenta, ya que
ademas de servirle de soporte para evilar volcamientes, es la estructiira que le
permite nutrirse. Esta conformada por mices primanas, secundarias y lerciarias,
sando mas ahundantas las secundanas y terciarias (Arcila, ef af 1989, Valencia, &f
al, 1899),

Su distribuaion ne es definida y la longitud ds las ralcés depande del tipo de suelo.
El sislema radicular se distribuye entre los 20 y 40 em. de profundidad (Arclls, &t af;
1995; Bslalcdzar, 1881).

Los Tactores edaficos del suglo Indudablemente afectan la relacién entre al nival
poblacional de los neméatodos y el dafio que causan a las ralces y en ocasiones al
fizoma. Muches cultives aumentan su nival da tolerancia a los diferentes génercs da
fematodos en ls medida que disminuys &l tamafio de las particulas del'suelo, por lo
que en sueles de textura fina (arcillosa) se requiere una mayor cantidad de
nematados para ocasionar |a misma cantidad de dafio que en suelos de textura
gruesa (arenoso). Esto debido a que la distribucion y tamafio de las ralces a
diferentes profundidedes vana segin &l tipo de suslo, lo cual pueds afeclar la
distribucién de los nematodos, sus densidades poblacionales a una determinada
profundidad y la respuesta del culivo ante la presencla v atague de estos
arganiamos (Tarte y Pinochst, 1881).



CLON DOMINICO HARTON

Su nombira vulgar en el pals corresponde 2 "Dominico Hartén". en olres paises de
Ameérica Latina comespande a "Macho x Hembra" "Mariconge" o “Bastard". Es &l
pl&tano lipica da la regién cafetera par ser |a variedad mejor adaptada y de amplia
demanda comercal, s& culliva hasta los 1400 msnom (Arcila, & & 1999,
Helalcazar, 1881).

E¢ un material bastante ineslable, de acuerdo con la allitud de siembra muestra el
afecto de la inleraccidn genotipc-amblente sobre & fenolips de la planta y su

racimo: Es consitlerado eomo un cultivar mtermadio entre al "Béminice” y el "Harton”
(Belalcazar, 1991).

Foto 1. Racimo de una planta de Flatano (Musa AAS) dal clon Dominice Hartén

El pseudotallo puede sloanzar 3.3 m de altura y 18 om. de didmetro; presenta un
color verde claro con manchas ligeramente oscuras y los bardes de las vainas un
tinte rosado suave. Los racimos tienan siete gam@s y antre 48 - 56 frutos. El ciclo de
siembra & cosacha tarda entre 14 v 18 meses seqin |2 altitud (Arclla, et af, 1968,
Belalcazar, 1991),



MORFOLOGIA BEL NEMATODO

Tipicamente los nematodos pardsitos de plantas, de vida fiore en el sueln y de
‘aguias cornentes, son pequefios y activos animales de 0,2 a 10 mm. de longitud;
sienda la mayaria de las espeaies de un tamafio menor & 2 mm, Generalmente el
cuerpo. puade variar desde ailindrico a fusiforme  Algunes nemalodos parasitos de
plantas lienen forma de pera. por ejemplo Meloidogyne, Heterodera y Rotylenchus
{Gowen, 1976, Sanchez, 1978)
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Foto 2 Moralogia de macha y Hembra de nematodos

Las muchas formas de los nematodos son tamblén variables en sus respectivas
caractaristicas 2 tal punto que no se pusde hacer Una descripeisn nica de allas sin
tener an cuenta las excepclones, Bl cuno de'loa nematodos no ests dividido en
partes definidas, pefo tiane ciettas subdivisionas; empazando por la parta anterior



donde s& encuentra fa cabeza que es/la porgion que contiene 13 boca y la faringe:; la
porcibn entre la cabeza v la base dal esdfago es el cuelle y la parle que se inicia en
&l anoy se extiende hasta el final &s la cola. Los cusrpos no segmentada posesn
una griesa cuticula'y epitello sincital, sin apéndices nl probiosis; la pared dat
cuerpo esta conformada salo por fibtas musculares longitudinales que puedan ser
desde microscopicas hasta de un melro de longitud: el tubo digestiva es rectilineo y
complete, y @l sexo es generaimente separado (Sénchez, 1878).

Posean una distribucion casi cosmopolita, los nematodos prasentan generalmente
cualro {4) mudas que van desde hueve hasta adulto, aumentando de tamafin en
cada etapa hasta formar las estructuras reprotiuctivas, las cuales se hagen de
@preciacion extema solo hasta el estadd adulto (Sanchez, 1978).

PROBLEMAS POR NEMATODOS

El platano, como todes los cullives, #s susceptibla de ser alacadn pOT LN Qripo ds
nematodos que influyen en el desarrallo. longevidad de {as plantasy iz producsidn.
Al alimantarse, el nemattdo causa una herda con al estilste depositande una saliva
que contiene enzimas y olras sustancias toxicas a la planta, Estas sustangias
disuslven las paredes de las células. con lo cual @l contenido celllar fluye al exterior
y &l nematodo se alimenta de i, Las infestaciones de nematodos Henen un efacto
general debilifante del sistamia radicular, reduciendo su efectividad arvla abisorcion v
transponte de Agua y nuirientes (Araya y Chaves, 1998; Castafio v Dal Rio, 1994,
Belalcazar, 1991).,

Algunas especles puesden entrar a las ralces donde se alimentan y reproducan,
mientras que en ofras se mantienan en el suelp alimentandose de los tefidos de la
faiz. Esta allmentacion externa e intema en los tejidos de la ralz evenludimenta
causa pudrmiento de las mismas; proceso que s acelerado por Ja presencia de
otros organismes, tales como hongos y bacterias (Gowen, 1676,



Foto 3. Comparacitn entie un sistema radicular de platand enbuen estado (A) con |os dafics
ocasiohaddos por nematedos como disminucian de la cantidad de ralces dal aistema (B) |
necrosis en ralces (C) y volcamiente (D)

Las pérdidas ocasionadas por estos filopaldgenes depende de la poblagion
existentg, de {8 suscepliblidad del matenal, dal tipo de suglo v las condiciones
ambientales que favorezcan ia (Infeccion, alimentacion y reproduccisn de los
nemalodos, sin embargo e810s niveles de dafe no han side cuantificados para 2l
aultivo dal platano (Belalcazar, 1291), '

La lista de especies asocladas con ralces de musaceas cultivades es cads vez
mayor. pero se considera que en la zona central cafetera cuatro géneros pueden
tener Una real Importancia econdmica que son. Helicotylenchus, Melnkdagyne,
Pratylenchus y Redopholus, los dos pomeros son endopardsitos de amplia
distribucion y bajo poder patogénico, miantras que Pratylenchus y especialmente
Radopholus puetien causar grandes danos (Griszles y Lescot, 1588)



GENERDS ASOCIADOS CON RAICES DE Musas:

-

Meloidogyne sp: Endoparasitos sedantarios; las larvas penetran en 1as
ralces hasta el cilindro central donde se Inmovilizan. El tejfido vegetal
reacolons al ataque multiplicando células, lo que conduce a la formacién de
agallas. No hay necrosis después de la penstracién (Crisales 'y Lescot,
1988)

Fato 4. _
AL Modologla de Malboxiomme

B. Dafo por Molboxlogyne en ralces
da plating

Halicotylanchus sp: San endoparasitos migratorios que se localzan an el
paranquima cortical de las ralces y de las cepas, los ataques son antonces
muy superficiales y forman unas rayas pardo cscuras sobre la raiz (Grisales
y Lescot, 1988).



Fato 4.

A Morfolagia de Halicalylenchys s,

8. Dafin de Helicotyfafichus spoen ralces de
plétana

* Pralylenchts sp. Es un endoparésito. migratoric profundo, que en
pobladlanes altas puede afectar gravemente & cutivo, Mo esta muy
distribtido en la zona cafetera (Grisales y Lescol, 1896).

Folo 6 Dafin por Pratylanchus en raices de platans

» Radopholus sp: Es el génerc mas paligresa, es Ln endoparasito migraterio
que penetra muy profundamante an al parénguima cottical de la ralz o del
corma. Tame lavas como hembras atililtas panetran. La evolugidn nacrttica
25 comun hasla la coalescencia, daflande varios cantimetros da rajces en



casos de atagues graves. Es el género mas localizado en la zona cafetera, lo
cual Indica su reciente Introduceion (Grisales y Lestol, 1489),

Folo 8

A, Marfologia de Radopholus sp.

B Dafo de Radophplus sp en ralces
de pldlane

DISEMINACION DE LOS NEMATODOS

Los nematodos por si solos se desplazan Unes pocos santimetros en &l campo. 1a
mayor dispersidn se presenta 3 traves del aguz de riego. la maquinaria, las
herramiantas, los animales y &l hombre. A grandes distancias la diseminacion sa
presenta a través de| material usado it propagacion. samilla vegetativa, suelo
adheride a la ssmillls vy plantas de vivers que son llevadas de Una finca a otra
(Belalcazar, 1991).



MATERIALES Y METODOS

El presante trabaje se adelani¢ en la Granja Luker, ubicada en la verada
Santagueda del municipio de Palestina (Caldas) s 1020 msnm, con una
precipitacion de 2085 m.m |, Una temparatirs pmmaidfu de 23 5° C y una humadad
relativa de 77%.

= ANTECEDENTES DEL CULTIVO

El objetivo principal de la Granja Luker es el establecimianic del cultivo del cacas
«can el fin de obtaner beneficios econgmicos en tEminos de rendimientos de aemilla
¥ de orden soclal en la capawdad productiva del cultivo:

Dentro de este sistema de produccidn de cacas se Implemento 2 paitir de 1981 &l
sistema de asociacion con &l cultive dal plétans con la finalidad de recuparar sitios
perdidos por Rossllinia papo causante de la "Liaga estreliada” del cacao, buscando
ademas sombirio transilorio y obtenar ingresos adicionales para el sostenimisnts del
<acao en las primeras etapas de desarmilo

Vale la pena aclarar gue @i cullive del platanc ha presentade problemas de picudo
negro (Cosmopolites sorfidus German) en poblacionss altas que han éanaradc la
necasidad de establecer un programa de MIP, an 4 actualidad ne es considerado
problema de impertancia econdmica.

Con ralacion a oS namatodos no sa ha reallzado ningan lipo de investigacion, ain
embargo se prevé que los nematodos estén jugando un papel imporianta an la
reducsion del sisiema radicular que se esta presentando en el cullive

Este trabajo se realizé en dos parcelas experimentales establecidas en oS meses
de Junio y Julio de 1888, la primera a partir de "Sarmilla tradicional® y la ofra a parir



de "Semilla Inducida". ambas del clon Dominico Hartén: estas parcelas se
sembraron ulilizando colines ¢ semillas vegetativas producidas en la misma finea.

En la parcela astablecida a fravés de la thanica de "Semilla tradicional”, se utilizaron
caolinos de 1 a 2 Kg. de peso recolectados sin realizar una seleccidn que tuviera en
cuanta la calidad y la sanidad de la plants madre; empledandose distancias da 2.5 x
25 m La samilla fue tralada antes de la siembra con Furadan.

En la segunda parceis sembrada mediante la téenica Corpoica de “Rebrola
Inducido” se emplaaron rebrotas inducidos por el destranque inmediato después da
la cosecha del racima de la planta madre, ta gusl fue selecdionada por calidad y
tamano del racimo. Seguidaments se eliming la dominancia apical de todos los.
colinos adyacente, sin wnponar al tamafio, realizando un cotte en bisel en los
nramas, con excépcion del opoling seleccionada Los corles se cubneron
Inmedialamente con lera realzando un aporque con matena organica para aglitzar
la brotacion de los colinps.

Enire 20 y 30 dias después, cuando los cofinos pesaban entre 200 y 300 g, fueron
arrancades ¢ cosechados eliminandales las relces que poselan y cortande la parte
aérea, para luego sembraries en bolsas de semillero (25 % 26 em.) con una mezcla
de fiera, gallinaza y cascanlla de café en proporciones 3;1°1, Este semillero se
oubri6 con hojarasca y pasto seco, pera facilitar la germinacion y evitar perdidas por
pudnciones; despuss de dos samanas las hojas == retitaron permitiendo el ingresc

de la luz y el calor, 30 diss despues se transplantaron 3 el sitio definitivo empleando
distancizs de 2.5 x 2.0 m.

En cada parcela 5e prepararon hoyos de 30 x 30 x 30 cm y se |es adicloné 1 Ka.
de gallinaza; las plantas fueron fenilizadas por primera vez in mes después de la
siembra con una mezciz de 25 g.de KCL y 25 ¢ de urea por planta; en diclembre
del mismo affo se realizd la segunda fedilzacion con una mezcla de urea, KCL y
DAP (2:1:1) de la cual se aplicd 200 g.planta. Cada 20 dias s& raalizé [a practica
de despunte y deshoje para el mangjo manual de Sigatoka v mensuaimente se



realizaron trampas "Tipe Disco de Cepa” con Lorsban para el monitorea y control del
picudo negro (Cosmopiates sondidus),

No se realizd |2 practica de dashife an la plantacitn, ya que por ser un cultivo de
primer corte se avitd cualquier dafto posible sl sistema radicular de la unidad
productiva

*« TOMA DE LAS MUESTRAS

Las miiastras se tomaron de plantas ssleccionadas y marcadas on floracidn (1 a 8
dlas de emitida la inflorescencia) y en el momento de ia cosscha, empisando un
‘palin de hoja rectangular de 13 om de ancha par 25 em de largo y limpio.

Se tomaron 200 g. aproximadamenta de muestras da suslo y raices en bolsas de

polistieno teniendo en cuenta las distancias v profundidades propuestas para la
evaluacion.

» DISERO EXPERIMENTAL

En ol presente trabajo s& ampled un disefic Completaments aleatonizado con
arreglo factarial 3 x 3 x 2, con tres (3) factores a evaluar, asl

A Distancias de la base del pseudotallo para toma de mussima
Ay: 30 em de la base gsl pseudotalic
Ay B0 em de |a base del pseudotailo
Ay 80 em de la base del pseudatailo

B: Profundidad de 'a muestra
gy 30 em de profundidad
Bz 680 em de profundidad
Ba: 80 em de prafundidad



C. Epoca de desartollo
C.: Epoca defloracion
Cs Epcca de cosecha

Car nugve (9) frataniientos y tres (3) repeticiones.

Este trabajo se realizd en deos fases: una en campo y la.otra en laboraterio.

- ACTIVIDADES EN CAMPO

» TOMA DE MUESTRA EN TRES DISTANCIAS Y TRES PROFUNDIDADES
DIFERENTES

Despugs de selecclonar y marcar doce (12) plantas en floracion, segin las
caracteristicas propuestas; se recalecto las muastras de suelo y ralz smpleands un
paiin y bolsas limpias:

En cada planita se fomd a3 distancia a pattir de ja base del pseudotslld y la
profundidad propuesta para cada tratamienle, posteriormente se realizd Un hoyo de
aproximadamante 50 x 30 em del cual se recogid una muestra de suelo y de ralces
la cual fus homogenizada y smpacada en bolsas de pelietilenc, Las raices sa
guardaron dentro del suelo para eviar perdidas de humedad, y las bolsas
debidamente identificadas (fecha de recoleccion, fratamiento. fipo de muestra, sitio
de origan, cultive y estade de desarrolin, recolector) se almacenaron en Una nevera
deicopor para protegerias del calory de dafios an el fransports hacia ol laboratoric.

Este procedimianto se efectud de |gual torma en las plantas marcadas en el
momanto de la cosecha, ademsas de tomar los dalos comespondientas al peso de
ragimo, nimero de manos, nomero de dedos y & peso, la longitud v 8l perimetro del
dedo central de:la segunds mana; dates que hicleron parte de las variables que se
eyvalusron.
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ACTIVIDADES DE LABORATORIO

» ESTANDARIZAGION DE LA METODOLOGIA DE ExTRACCION DE
NEMATODOS EN PLATANO!

Dabido a qua ne sxista una metodologla de extracelon de nematedos estandarizada
para el cultive dal piatano, fue necesaric Inigiar con la estandarizacidn de osta
praclica; comparando algunos metodos propuestes en la literalura v ajustables a los
recursos ‘con los que se comd. Asi el procesamignto por el método de
Centrifugacion y Flotacion en Azicar propuestas para suslo y ralcas por Castafio y
Del rlo (1997} y &! Modificado por Calle y Rivillas (1288, atin no publicado) fueron
svaluadas (Ver ANEXO)



Para esta practica se ulilizaran:

* Una balanza

« Tubos Plirex No. $820 de 10 ml

» Gradilias

* LUnacolumna da tres (3) tamices No, §0. 270 y 325

= Unalicuadora tipo Osterizer Super-deluxe, de tras revolucionas

* Upa gentrifugadora Centaur 2 MSE Sanyo

» Un esiereoscopio Forty

+ Un microscopio Bausch & Lomb , con custre lentes de aurmanto (10%. 20%_40xy
100%)

» Agua deslilada

* Azicar

« Unvaso para precipitade

= Upa bara agitadora de vidrio

+ Placas portacbjetos y laminas oubreobjstas

Se emplearon cuatro (4) muestras de 200 g aproximadaments de sueia y raices
lomedas da plantas en floracion (1 a B diss de emilida 1a inflerescencia) del lote
donde se realizé el trabajo en la Granja Luker, empleanido un palin de 13 cm. de
ancho x 25 em de largo y Imple para evitar al maximo posibles sesgamienfos; estas
muestras fueron debidamente homogenizagas an &l laborataris,

Comparandose fres (3) tiempos diferentes ds llcuada (5 seg,, 80 seg. y 120 sen.)
con dos (2) tiempes de centrifugacion (4 v 5 min.) v cuatro {4) revolugiones distintas
de cenlrifugacién (2500, 3000, 3500 y 3800) se obluvieron 24 tratamientos con dos
repeticicnes cada uno.



Tabla 1. Tratamientos para la estandarizacion del método de extraccdon de nematodos de
elo y ralees de Pidlanc [Muysz A48) clon Caminico Handn enla Granja Liker,

T'EMPO - TIEMPC Y REVOLUGIONES DE CENTRIFUGAGION
LIGUADO
(Segundos)
2500 r.p.m 3000 rpm.  3500rpm.  38007Tp.m
5 4 5 W 5 4 5 4 5
80 4 2 & B4 5 4 5
120 F 5 4 5 4 5 4 5"
Melodologla empleada:

« PARA RAICES

b.

[ v

Se& pesaron 10 gr. de ralces |avas de la muesira homogenizada

Se agregaron 100 ml. de agua Jesilada

Se licuaron segin los tempos a evaluar empleando (a revolucién baja de ta
licuadora

Se Tillré en una columpa de lamices No. 60, 270 y 325,
correspondientements ubicados en forma descendents -

Se recolactd lo muestra de!l Lltimo tamiz 2n un tube Plrex No. 9820 de 10.mil.
Se cenlrifugd segun los ratamento y elimind el sobrenadanta

Los lubos fuercn completados con solucidn azucarada (1:1) y centrifugados
segun los diferantes tatamientos

La muestra fue lavada en el \amiz No. 325 con agua comiente para aliminar
8l exceso de azUcar y asl evitar el detencro de los nematodos v hacer mas
facil el proceso de identificacicn,



s PARA SUELO;

b.
¢

= P

Se pesaron 10 gr. de suelo de la muestra hamogenizada

Se agregaron 100 ml. de agua desfilada

Se agité con una bama agitadora de vidrio por un (1) minuto, dejando reposar
ia mezcla por 30 segundos

. Se fitrd en una columna de tamices No. 60, 270 y 325

corraspondientemanta ubicados en farma descandante

Se recolectd ia muestra del (timo tamiz én un fubo Plrex No. 9820 da 10 ml,
Se cantrifugd segn los tratamiento y eliminé el sobrenadante

Los tubos fueron completados con solucidn azucarada (1:1) y centrifugados

‘seglin Jos diferentes tratamientos

La muestia fue lavada en el tamiz Ne. 225 con agua comente para eliminar
@] Bxcesa de azdcar y asl evitar el dewricre de los nematodos y hacer mas.
facll el proceso de identificacion,

« EXTRACCION DE NEMATODOS PARA SUELO Y RAICES DE PLATANO
(Musa AAB) CLON DOMINICO HARTON

Para asta practica se emplet la major metodologia para extraccion de nematodos
pbtenidas en la evaluacion antarior, asi:

¢ PARA RAICES

a. Se pesaron 10 gr, de ralees javas de s muestra homogenizada

b. Se agregaron 100 ml de agua destilads

c. Se licuaron emmpleando 1a revolucidn bag de [2 licuadora por 120
segundos

d. Be fitd en una columna de tamices No. BO, 270 y 325
carrespondientamente ubicados an forma descendenta

e. Se recolectd la muestra del Qltimo tamiz en un Wbe Pirex No, 9820 de 10
mi.

f Se centrifugd por4 minutos 2 2800 r.p.m y se elimind el sobranadante



g Los twbos fueron completados con solucien azucarada (101) v
cenirifugades nuevamente porn 4 minutes a 3800 r.p m.

h La muesra fue lavada an el tamiz No. 325 con agua corfiente para
liminar el exceso da azdcar y 23l evitar el detariora de los nematodos v
hacer mas facll el proceso de identificacion.

= PARA SUELOD

‘. Se pesaron 10 gr. de suelo-ds s muastra hemogsnizada

b Se agregaron 100 ml. de agua destiada

o Se agitd con una barra aglladora de vidrio porun [1) minuto, deignds reposar
la mezola por 30 segundas

d Se filbd en upa columna de femices No. B0, 270 y 325,
‘comespondientemants ublcados sn forma desgendente

e Sa recolectd la muestra del Uliimo tamiz en un tubo Pirex No. 8820 de 10 ml.

f. Secentrifugs por 5 minutos a 3800 rp.m v eliming el sobrenadante

g Los tubos fuersn completados com solucion azucarada (1:1) y centrifugados
nusvamente por S minulos a 3800 r.p.m.

n  La muestra fue lavada en sl tamiz Ne, 325 con agua corriente para eliminar
el exceso de azlcar ¥ asl evitar =l daterioro de los namatados y hacer mas
facil &l proceso da identification.

» IDENTIFICACION DE NEMATODOS

Para la identificacion de los difersmtes géneros prasentas en el suela v ralces del
cultivo de platang (Musa AAB) clon Bominice Hartdn en la granja Luker se tomaran
muestras de 10 ml y se evaluaron &n &l esterecscoplio an una caja petn pequeia
debidamente dividida en oche (8) seclores iguales {contados).



Los nematodos enconirades se pasaron a Una placa porachbletos ¥ se cubrigron
para identificarios en &l microscopio con ayuda de las diferentes claves tasonsmicas.
eslablecidas en gl libro de Maly Lyon (1975)



RESULTADOS Y DISCUSION

« ESTANDARIZACION DE (A METODOLOGIA DE EXTRACCION DE
NEMATODOS EN PLATANG:

las comperaciones realizadas parmitieren establecer gue al someter las muestras
en una licuado por 120 segundos & baja revolucion y a 3500 rpm. durante 4
‘minutos &n la cenirifuga. se aobluviaron las mayores poblacion de nemétodos
extralda; ya que de un tatal de 744533 nem/100 g. de ralces, 106333 nem./100 g.

e ralees (22.05%) de los individuos fueron extraidos bajo estas condicianes{Grafico
1y2)

* MUESTRA TOMADA A 30 em DEL PSEUDOTALLO'Y 230 om DE PROFUNDIDAD.

Grifica 1 EFECTO DEL TIEMPO DE LICUADD DE RAICES DE PLATAND
DOMINICO HARTON (Musa AAB) SOBRE LA POBLACION DE
NEMATODOS EN LA GRANJA LUKER lPALEsTlm CALDAS, znnar
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* MUESTRA TOMADA A 30 ¢ DEL PSEUDOTALLO Y 30 em BE PROFUNDIDAD,

En el caso del suelo, Ias condiciones adecuadas de eentrifugacin para obtener la
mayor extraccion de poblacion de nematodos de una muestra es somatisnda dicha
muesira por 'S minufos a 3800 rpm. en |a centrifuga, Ya que los resultados
obtenidos permitan astablecer que de 7520 nem./100 g da susio sa logro extrasr
con esta metodologla 2320 nem, /100 g. de suslo (30.85%) (Gréfica 3).

Grdfica8 EFECTO DE DIFERENTES REVOLUCIONES Y TIEMPOS
DE CENTRIFUGACION DE SUELD EN FLATAND DOMINICD
HARTON (Musa AAB) SOBRE LA POBLACION DE NEMATODOS EN
LA GRANJA LUKER (PALESTINA - GALDIAS, 2000
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" MUESTRA TOMADA A 30 cm DEL PSEUDOTALLO Y30 &m DE PROFLINDIDAD.



Sin embargo, debido a |a falta de metodologias evaluadas y de datos publicados no
se puede garantizar que ssta sea la meiodologla dafinitiva para &l procaso de
extraccién de nematedos; pero los parametros propuestos al fina! fuaron fos aue
presentaron un mejor comportamiento an 'l process extractive en suslos y maices
del cultive del platano (Musa AAB) clon Domiinico Handn de Ia granjs Luker, ya que
parmilieran obtener la mayor poblacion en comparacién con las demés propuestas
evaluadas.

Para la svaluacidn de los datos se empleo el programa astadistico SAS y la prusba
de comparacion esladistica de TUKEY, sin embargs. fue necssario el transformar
los dalos originales empleands Iz formula + (x + 0.5) uniformizando asl los datos y
evitando la presencia de extremos debido a la aparicldn de ceros en la base creada.

« TOMA DE MUESTRA EN TRES DISTANCIAS Y TRES PROFUNBIDADES
DIFERENTES

El analisis permit establecer quese presenta tna diferancla altamente significaliva
(P < 0.05%) entre las distancias 1 (30 ¥ 39) ¥ las distancias 3 (B0 x 60) y 4 (80 x 80),
sin embargo la distancia 2 (30 » 60) se presenta como Un datd intermedio. As|
podemos infenr que el sillu mas adecuado para la toma de musstas de raices y
suelo para e proceso de sxiracclén ¥ contes poblacional de nemalodos es a 30 om.
de distancia del pseudotallo y 30 om, de prefundidad de las ralces. Ya que el 51 5%
de la poblagion se concerilio en las muestras extraidas en este silio. Esto resultades
son muy similares a los datss obtenidos por Cabrales (1888) y Tarte & Pinochat
(1882) en sus {rabajos realizados en plantaciones de banano, Sia embargo ne se
encantraron publicaciones con respecto al cullive de| pistano que evaluaran & sitia
optme de muestr=o para realizar las comparacicnes psrinentes, Es posible que
este resultade se relaclotie oon factores tales come menefo del cullive, textura del



suelo, contemido de materia nrganica, malenal empleade en la propagasion v
condiciones climaticas (Grifica 4.).

Grafica 4. Pahlecidn de namatodos en custro dlgtaneas ¥
profundidades diferentes e musatren'en el don Dominieo Hartén (Musa
AAE) de s Granja Luker (Flassting. Caltas 2001
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« EFECTC DEL DANO POR NEMATODOS EN EL PESO DEL RACIMO DE
PLATANO (Musa AAS) CLON DOMINICO HARTON

El analisis sstadisticos moslrd una difersncia altamente significative (P < 0.05%)
enlre fa poblacion de nematodos y el pariode de desarrlla del cultive La mayor
poblacian (71.3%) se encontrd en la elapa de cosecha, lo que permite infen: que el
dafio realizado por los nematodos en el sistama radicular entre las dos stapas
evaluadae (floracitn y cosecha) se incrementa y disminuye la capacidad de
absorgion de nuttientes y la estabilidad de la planta en una época importante dé |3
unidad productiva donde debe desarcallar y mantener el racimo , Sin embiarga no
existen estudios que permitieran realizar algun tipo de comparacién (Grafica 5.,



Grafica 5, Poblaciyy dir namutddos e dbs parindtd da cosachia 4l don
Dotminico Handn (Misa AAE) de la Grana Luker (Pslesting. Caldas
L0000

I

glec]

), Busirato)

| £ |

Pokiagidn (@ mem, /100

Woradifn painidos de dessrnolly Svecha

Ss pudo observar que el peso de [os racimps presenta una relasidn inversa con las
poblaciones de nemétodos, mostrandose urna diferencia significativa (P < 0.05%),
Ls alta poblacion ancontrada (51.5%) 2 30 x 30 cm de distancia dal psaudotalio y
prufundidad. muestra 12 existencia de una relacidn difscta entre la reduceisnides la
produccion y la prasencia da poblacienes patéganas de nemalodes en el cultive del
platano, ya que el anadlisis astadistics mostrd que las muestras donda predomind ia
mayor poblacion ge hematodos, lgualmente presente &l promedio mas baje de peso
del ragimo (18.3 Kg.). El génere Meloidogyne presemtd la maver incidencia
poblacional (70%) en Is zona donde se sstablecid la mayor [fiuenca de o8
nematodos sobre el sistema de raices, seguido por Hellcotylenchus con Un 29 8%
de la pobiacidn; los datos anteriores permitieren establecer, que'si estos géneres
que han sido reportados por Belalcdzar (1891) y por Grisalas y' Lesco! (1899) come
de menor agresividad en =f cullive del platane lograren disminuir notablemente &l
pesa de los rmamos por sus altas poblaciones. |a produceidn se verla disminuida en
un altisimo porcentaje si se llegara a dar Is Introduccian de generos anresivos come
lo'son Pratylenchusy Radopholus. Desafortunadamente la falta de Informacian con
caraclaristicas simlifares, hace dificll realizar comparacionss establadiendo s
relacion Produccién / Poblagién de namatodos (Grafica 6.),



- Girfalica 8. Pobiacion de neristiodos sobire ol peso dil acimo el
platana Damintoo: Hatan (Musa AAE) dela Granja Luker (Palestina,
- Caldas 2000)
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El analisis permilio establecer que a3 calidad de los racmos de platano va

disminuyendo en refacion direclaments proporcional al aumento de la poblacion de

nematodos, esio se esiablecid al anslizar las vanables (peso, longitud y
clrcunterencis) del gedo medin de (g segunda mano, empleadas en mediciones de
czlidad, ya que los valores-encontrados gl ser comparades con la pablacién hallzda

se vieron afectados por lz poblacion de nematodos, presentands una relacion
Invarsa con respacta al sitio donde se detecto la mayor poblacién; esto se considera

normal sl tanemos en cuenta al sfeclo negativo do'la poblacion de nematodos sobre
€l paso del racimo, 1o que afecto directamante astas variablas de calidad. (Graficas
7.8.y9)

A



Grafica 7, Poblacion de nematodos sobr al peso del dedo medio de (a
segunda mana del raamo en platano Dominico Hartan (muasa AAB) de

ta Granje Luker (Palesling, Caladas 2000)
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Grafica 8. Pablecidn de nemaiodos schre gl perimetro del deda medic
de 1a segunda mano del ratimp en patang Deminieo Harton (Muasa

AAB) de la Grana Luker (Palesting . Caldas 2000)
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Gréfica 9. Pablacidn de nemétodos sobre Iz longitud del dedo
medio de |a segunda mane del racime en platano Dominico
Hanan (Musa AAB) da |a Granja Luker (Palestina, Caldas 2000
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lgualmente se establecid que no hay una diferencia -significatva entre las
noblacionas de los res (3) géneros dentificadas con relacin al peso de los racimos
avaluados, ssto debido posiblemants a que @l lote fue destinado durantes
aproximadamente 20 afos al cultivo del sacas que ha sido repartade como
hospedero natural oe estos tras gensros (Agudelo v Estobar, 1843). Tenlendo sn
cuenta la informacion anterior 85 puede camprandsr |2 baja poblacién encontrada
de nematodos parasitos especificos del pidtane como lo son Radopholus y
Pratylanchus.

« EXTRACCION DE NEMATODOS PARA SUELO Y RAICES DE PFLATANO
(Musa AAB) CLON DOMINICO HARTON

La mayor poblacidn de nematodos (B5%) se detectn sn el gistema de ralces,
mestrando una diferencia significativa (P < 0.05%) con respecto al suels, Esto s&
puede considerar normal, si se liene en cuenta 8| hecho de que en &l lote existen
hospederos alternos que segin los habitos de estes microorganismas viven an (a
lamina de ague da la regibn mas cercana al sistama de ralcas da las planta, como |o
hace Heslicotylenchus (ectoparasite o semiendoparasito) y nfros habitan &! intenor
dal sistema radicular como el caso de Melcidogyrie. Sin embargo, como habiizntes



naturales del suelo, se espera que la mayor poblagion se encuentre en esta
sudlralo; lamentablements no se cuenlz copn publicaciones que reslicen
evaluaciones simiiares sp & cillive del plitano y parmitan reallzar glgunas
comparaciones (Grafica 10.).

Graficz 10, Poblacion de remalodos en slelos ¥ ralnes dal don
Diominien Marsan (Musa fARY do la Grans Luker {(Pajestin. Calrdas
1 _2000)
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Finalmente se observd la prasencia de tres (3) génaros diferentes. Meloidogyne
(58.2%). Helicotylenchus (40.9%) v Tylenchus (0.08%), los dos primeros con las
mayores poblacionas y alla diferencla significativa en ralacion con el ultime. Sin
embargo. se debe tener en cuenta gle el lote estivo destinada por algdn tiempo &l
cultivo del cacaa y nogal, lo que muy saguramanta influye an ia baja cantidad de
géneros de nematodos patdgenos dej cultive del platano Aun asl, |a presencia de
los géneros Meloldogyne y Helicotylenchus coincide con el reperte de identificacién
da nematodos y &l porcentaje de distribucion realzade per Grisales y Lescot (1899),
por el contrano, los catos no coincigen con las pobiaciones presentas. De lgual
forma estos géneros fueron repertades por Belalcazar (1994) come patogenos para
gl cultive del pidtano en la zona cafelers, posiblemente ne coma fos de mayor
importancia 2n cuano al dafio, pero si en cuanlo a su distribucién por Iz presencia;



da muchos hospedaros atismos somo el caifé, el malz, el frijol, cacap y banano en [
zona (Grafica 11.).

Grafica 11, Pblaciin du difererites ganers 48 nemtsdsa sn o con
Bominica Hartdn (Musa AAE) dala Granja Luker (Palesting. Caidas 2000)
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CONCLUSIONES

Para reallzar estudios poblacienales de nematodes en sl cullivo del pidtane
(Miisa AAB) clon Dominigo Hartdn; con o sin idenfificacion de péneros, las
muesiras de sualo y ralces deben ser tomas en los primeres 30 om. de distancia
de la base del pseudotallo y primeros 30 om, de profundidad radical

Para sl proceso de exiracrion de nematodos en muesiras de suelo se oblienen
muy buenos resultados al someter las mueslrss a un perjode de centrifugacisn
por 5 minulos @ 3800 rp.m. en agus y una segunta canirifugacion son las
iguales condiciones en soluciGn azucarada en refacion 1:1

En exrracciones de nematodes de ralces de plitane se obfisne altas
poblaciones sometiendo las muestras a un petiods de licuade de 120 segundos
en la revolucin baja de ja llevador y postefiorments sometiendo (as muestras
cenfrifugacion por 4 minutes 2 3500 fpm (nicialente en agua v
pasieniarments an solucion a2ucarad en relaclbn 11)

Se Identificaron tres (3) génerss diferentes de nematodos en las mussiras de
suelo y ralces del cullive de pléfann (Musa AAB) clan Dominico Harédn de la
granja Luker, presentandose con las siguientes frecuencias poblacionales
Malaidoayne (58.2%), Melicatylenchus (40.9%) y Tylanchug (0.08%), mostrando
segun el analisis estadistico una difsrencia altamente significativa (P < 0.05%)
entre las dos primeras poblaciones y la (litima

El analisis de variarza da las poblasiones mostré una diferencla alfamente
significativa (P < 0.05%) entre la publacion encontrada en fioracion (28, 7%) v i
establecida en & penode de cosecna (71.3%) presenténdose un Incraments del
42,8% de Is poblacitn de nematodos. Esto comparade con la relacldn Inversa
mostrada por el peso de log racimoes vs. Ja pebiadion de nematodas. fios pemite
conaluir que la disminucion de 3 prodlicaion ests directamanta relacionada con
18 potilacion el aumertts de Ja potifacian de namatodos en &l cultivo.



RECOMENDACIONES

Es necesario dar la importancls que &l dafo desapercibide de los nematodos
ocasiona en las producclones de cultivos tan importantes para la segundad
alimentaria de nuestro pals como le &s al Platano (Musa AAB), en aspecial para sl
clon Dominico Hardn de gran Importanaia para |la zona central cafetera, principal
aperte an la produscitn de este cultive a nival nacional,

Con el fin 'de mejorar &l paquete leanolégico de manejo de una plantacion de
plalanc es necesario realizar mas estudios encaminados en comprobar o refutar los
datos que de este trabajo de identificacion de nemalodes en i Granja Luker han
slirgkdo. ya que come se menciand anteriomente se debie mejorar la producsion an
canfidad y calidad de los racimos no solo con el fin de salisfager la demanda
nacional sino con el objetivo de ingresar en 2l mercado externa en el cual solo
participamos con un 4% de nuesira produceisn,

Se hace necesario continuar monitareando y siaburando una base de datos sobra
los géneros presentes en la zona central cafetera y su efecto sobire |a praduccién
del culive del platano, y adelantar investmacionss sebre sy posible cantral
disminuyendo &l uso de productos quimices, pusslo que ya se conocan practicas
bloculturalies come la aplicacién de matens arganica al suely gue complemantada
con el efmpleo de posibles controladares bioligicos pueden ayudar al mejoramiento
da la cosecha sin necesidad de inourrr en altos costos de producoltn,
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ANEXOS

1. EXTRAGEION DE NEMATODOS PARA RAIZ Y SUELD POR EL METODO
DE LA CENTRIFUGA, (Castanc y Dl Rio, 1897)

- PARA SUELD: Toimar 1000 ' de imuests homugenlzada'y agliada en un cubo
Lo ague; Jos namatodes suspandiios =i €l ayua seran pasados g traves de un
larmiz de 1000 micras, asl los nemilodos pasaran 2l segundy reciplents |lbre de
materiales gruesos

Flltrar di sbave ot un taniiz de 53 micras la sUspensidi, a un lefeer resipiente
donde quedardn relenidos los nemalodos y algunas panicdias finas, & residua
de! oipishte Fgilarle con agua ¥ fillEe dehusva (lavar 3 o 4 vaces) Por lavadoe
Tecoger en lin vasn los nemalvdos relenidus en e lamle v atorar 8 200 mi

- PARA RAICES. Lavar muy Slen la nuestta can agua. plear y pesar una cantidad
determinada de t@iidos. Llevar 1a miuestra a una liouadora con agua y lieue por
Unes 30 segundas :

Filtesr Ja muesta por ui 1aimiz de 1000 misras y labe conagua a presién baja
para tue los nemalodos pasen al cubo. Fikar de nuevs en un tamiz de 52
fricras, recager eh'utt vasa nor lavadd los némalodes retenidos en &l tamiz v
aforara 220 ml

Las dos muestras (suslo | ralcasise panen en centrifugadion & 300 r.p.m durante 3
a 4 mimulos, posieriommente sé retira el sobrenadante y aforar a 200 ml los vasos
con agua azucarada (1.1), g2 cenlrifupa de nueva 3 3001 pm. por 3 a4 minutos. La
suspensidn se depotila en un simdise y se obsarvan en el microscopio -



Eglpraoscopic. La kieniNeasin y hssiladan se felisa oo e dia detss cives
oo isas:

L METODOLOGIA DE LA EXTRACCION TE NEMATOUOS POR GEMTRIFUGACIAN v
FLOTAGON EN AZUCAR (Motlflcadss par Calle i Rivilas. 1929 NO PLSLICADO,

- PARASUELD |

 Pesar 10 gr. do suglb homogensizade

b4 Agraar 100.mL de quua destiiie vagilia por it (n)mmato
Tzt £ siteie n Lirias e SO0 - 250° 50 files

Rucolectar lo/qus @uscs ool Wl |2 e U UG de ansaye
Cramrtuga bt muesim & 3000 1o duante Enunuton

Il Elitninar ol sotinadante v somiphler aon Sacsrsa i1 1

g sl por- matulos 2 3090 r.p o

. LA ta avgeki 3 travis O un ez UG 38 mikess ¢ 10l

@ mE e

. PARARAICES |

Lav s nainns

St pasaiy A dhe ralrs y & colthn e feens e 1 e

Liuar e brses (3) alaios de 5 segUiube Gla uig )
Taumiras e ra)ses e @imias e 000« 260 - 3) micns

Reqalectar|lo (LIS GRIECHEL O 81 DIy LAME E00 W0 Wha ol Srigaye

Cenfritonar B miestte 2 3000 7o, durante S mimuios

o Blimifr el sclievacsile y Suniel con satamsa (1)

N Gl pe 5 ovrunss & 3000

U Lsvan e munsing o iraveg e un lpiz o 38 e w10 g

E N & W



