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1. INTRODUCAOQ

A extracéo de nematoides do solo pelo método de flutuag¢ao centrifuga é co-
mum na fitonematologia. Algumas caracteristicas, como rapidez, facilidade de
execucao, viabilidade dos espécimes extraidos, eficiéncia na recuperagao, particu-
larmente de Criconematidae. e suspensao final livre de detritos indesejaveis, cons-
tituem algumas das vantagens desse método (4, 7, 16). Ademais, a dependéncia da
densidade torna a técnica menos sujeita a erros por parte do operador (15). Usada
inicialmente na parasitologia animal, foi ela adaptada a fitonematologia por CA-
VENESS e JENSEN (9) e, depois, melhorada por JENKINS (16), tornando-se um
dos métodos mais usados para extrair nematoéides em todo o mundo.

Os diferentes fatores que influem na recuperagio de nematoéides do solo pela
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flutuacao centrifuga tém sido objeto de numerosos estudos. Diversas combinacgoes
de velocidade e tempo de centrifugacao (5, 6. 7, §, 16, 22, 25), diversos liquidos de
separacao — solucgoes de acucar, melaco de cana-de-agucar, sulfato de zinco e de
magnésio, silica coloidal, ete. — e suas densidades tém sido testados para varios
géneros de fitonematdides (7, 8, 12, 18, 19, 21). Outros aspectos gue tém merecido a
atencdo dos pesquisadores sao a textura do solo (20, 23, 24, 26, 27), 0 volume e nu-
mero de lavagens das amostras, o tempo de repouso da suspensao de solo antes
do peneiramento (2, 3) e o peneiramento do solo antes do processamento (1 3).

O uso de caulim tem sido sugerido por alguns pesquisadores para aumentar a
recuperacio de larvas e ovos de Meloidogyne spp. € outros nem atoides de raizes e

solo (10, 11, 14).
Visando a contribuir para ¢ aprimoramento da técnica de flutuacéo centrifu-

ga, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da velocidade de centrifuga-
¢do, do liquido de separacdo e da aplicacdo de caulim na extracao de diferentes
géneros de fitonematoéides de solo.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados solos de trés classes texturais: franco-arenoso, muito argilo-
s0 e argilo-arenoso. A origem desses 50los e 0 seu manuseio, bem como o resulta-
do das analises quimica e granulométrica, foram descritos em trabalho anterior
(17). As amostras, divididas em subamostras de 50 g, também foram infestadas
com 500 espécimes de Helicotylenchus sp. e Nothocriconema sp. e 250 larvas (L 2)
de Meloidogyne sp., como descritc no referido trabalho. Apdés a infestacao, as
amostras foram armazenadas em camara com lemperatura regulada para 20 =
19C, por periodo de 24 a 48,h, e processadas pela teécnica de flutuacao centrifuga
de JENKINS (16) e de COOLEN e D'HERDE (11). Cada subamostra de solo foi colo-
cada em balde plastico de cinco litros de capacidade. Adicionaram-se cerca de
dois litros de agua, misturando-se completamente. Apos 20 segundos de repouso,
a suspensao foi vertida através de peneiras de 20 e 325 mesh, e os residuos e ne-
matoides retidos na peneira de 325 mesh coletados em tubos de centrifuga de
50 ml. Foi testado o efeito da presenca e auséncia de caulim na eficiéncia do me-
todo. No tratamento com caulim, misturaram-se 2,0 ml (1,5g) do p6 ao conteudo
de cada tubo, com bastdo de vidro. Procedeu-se a dois ciclos de centrifugacao em
centrifuga FANEM (centrifuga de mesa com oito tubos de 50 ml). A primeira cen-
trifugacao foi a 1750 rpm (cerca de 450 g) ou 2600 rpm (cerca de 980 g) durante 5
min, ap6s os quais se descartou o sobrenadante e ressuspendeu-se 0 sedimento
com o liquido-teste. Como liguidos-testes foram empregadas solucoes de agucar
(454g/litro  de agua), sulfato de zinco (272g/litro de agua) e sulfato de magnésio
(364g/litro de agua), todos com densidade de 1,13. Apos a ressuspensao, centrifu-
gou-se novamente, por 1 min, nas mesmas velocidades. O confeudo de cada tubo
foi vertido em peneira de 325 mesh, e 0s nematdides recolhidos em béquer (Fi-
gura 1). Em seguida, realizou-se a avaliacao em placa de contagem comum, em mi-
croscopio estereoscopico.

Para cada género, foram realizados trés experimentos, um para cada textura
de solo, montados no delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial
3 x 2 x 2, com seis repeticoes. Os fatores estudados foram trés liguidos de separa-
cao, duas velocidades de centrifugacaoie dois tratamentos com caulim (presenca e

auséncia).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise estatistica mostrou que, com relacao aos nematéides dos géneros
Helicotylenchus e Nothocriconema, nao houve diferenca signficativa das intera-
¢oOes, de segundo e terceiro grau, de liquidos de separacao, velocidades de centrifu-
gacao e caulim. Quanto a Meloidogyne sp., detectou-se interacao significativa de
liquidos de separacao e velocidades de centrifugacdo nos solos franco-arenoso e
muito argiloso. Com relacao aos fatores isolados, detectou-se efeito significativo
apenas do caulim, para os trés generos selecionados, em algumas texturas.

O efeito do caulim na recuperagao de nematoides dos géneros Helicoty-
lenchus, Nothocriconema e Meloidogyne (larvas) dos solos franco-arenoso, muito
argiloso e argilo-arenoso € apresentado nos Quadros 1,2 e 3. A adicao de caulim a
suspenséo de solo antes da centrifugacao é sugerida por Kermarrec e Berge (1972),
citados por HARRISON e GREEN (15), para reduzir as perdas de larvas e nema-
toides pequenos, que permanecem em suspensao e sao descartados com o sobre-
nadante. As particulas de caulim, por serem pequenas e lisas, sedimentam-se mais
lentamente que os nematoéides, apesar de terem gravidade especifica 2.6 vezes
maior, o que resulta em pelicula firme sobre o sedimento, selando-o durante a de-
cantacdo. A camada de caulim é completamente desintegrada ao se proceder a
ressuspensao e precipita durante a segunda centrifugacao, evitando a reintegra-
¢ao dos residuos no momento da decantacdo e permitindo a obtencio de uma
suspensao livre de residuos organicos (10).

A influéneia do caulim na recuperacao de cada género de nematoéide foi anali-
sada, separadamente, em cada textura de solo. Para o género Helicotylenchus, ve-
rificou-se que o caulim reduziu, significativamente, a recuperacao de nematoides
do solo franco-arenoso (Quadro 1). Resultado semelhante foi obtido com o género
Nothocriconema nos solos franco-arenoso e muito argiloso (Quadro 2). Quanto aos
solos muito argiloso e argilo-arenoso para Helicotylenchus sp. e argilo-arenoso para
Nothocriconema sp., apesar da nao-significancia dos tratamentos com e sem cau-
lim, pode-se observar que menor recuperacgao foi obtida sempre na presenca do
caulim (Quadros 1 e 2). No que diz respeito a recuperacio de larvas de

QUADRO 1 - Influéncia do uso de caulim na extracdo de Helicoty—-
lenchus sp. de solos de diferentes texturas,pela téc

nica de flutuacdo centrifuga. UFV. Vigosa, MG.1986%

Numero médio de nematdides extraidos

Tratatientos Franco- Muito Argilo-
arenoso argiloso arenoso

Com caulim 140,47 A 105,56 A 182,98 A

Sem caulim 172,20 B 111,97 A 188,58 A

1/ 0s dados sao médias de seis repeticbes. Populagdo inicial:500
+ 10 espécimes. Médias seguidas da mesma letra, em cada colu
na, nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.
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QUADRO Z - Influéncia do uso de caulim na extracao de Nothocri-
conema sp. de solos de diferentes texturas, pela téc
nica de flutuagao centrifuga. UFV, Vigosa, MGJIBSGL

Nimero médio de nematdides extraidos

Tratametbos Franco- Muito Argilo-
arenoso argiloso arenoso
Com caulim 157,81 A 108,42 A 145,20 A
Sem caulim 227,14 B 186,50 B 165,70 A
1/ Os dados sdo médias de seis repetigdes. Populacgao inicial:

500 + 10 espécimes. Médias seguidas da mesma letra, em cada
coluna, nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

Meloidogyne sp. (Quadro 3), a adi¢do de caulim resultou em extra¢ao maxima nos
trés tipos de solo. O efeito do caulim, sem considerar a textura do solo, € apresen-
tado na Figura 2, para os trés géneros de fitonematéides. COOLEN (I0) relatou o
uso de caulim para obter uma suspensio final elara, livre de residuos organicos,
fato comprovado no presente trabalho.

A interacao de liquidos de separacgao e velocidades de centrifugacao propor-
cionou diferenca significativa apenas na recuperacao de larvas de Meloidogyne
sp. de solos franco-arenoso e muito argiloso. No solo franco-arenoso (Quadro 4), a
velocidade de 1750 rpm proporcionou recuperaciao de larvas significativamente
maior quando foram empregadas solucoes de sulfato de zinco ou sulfato de
magnésio. Ja no solo muito argiloso (Quadro 5), a maior recuperagao foi observada
com a menor velocidade (1750 rpm), utilizando-se solucéo de sulfato de zinco ou de
acucar. Quando foi utilizada solugao de sulfato de magnésio, maior percentagem
foi recuperada com a velocidade de 2600 rpm. Os demais géneros ndo foram afeta-
dos, significativamente, nem pela solucao de separacao, nem pela velocidade de
centrifugacao. Independentemente da textura do solo, verificou-se que, para o gé-
nero Helicotylenchus, houve tendéncia de recuperacao de maior percentagem de
nematoides com a velocidade de 2600 rpm; foi observado o inverso para larvas de
Meloidogyne sp., cuja recuperacéo foi maior com 1750 rpm, enquanto, para Notho-
criconema sp., as quantidades extraidas com 1750 e 2600 rpm foram praticamente
iguais (Figura 3). Com relacao ao efeite do liquido de separacao, também nao foi
detectada significancia, embora, sem considerar a textura do solo, a solucao de
sulfato de zinco tenha apresentado tendéncia para proporcionar maior percenta-
gem de recuperacao de nematdides do género Helicotylenchus; ja para os nema-
toéides do género Nothocriconema as percentagens de recuperacio com solucoes
de sulfato de zinco e de magnésio foram quase iguais, porém superiores a percen-
tagem de recuperac¢ao com solucdo de acticar, enguanto larvas de Meloidogyne sp.
foram recuperadas em percentagens praticamente iguais com os trés liquidos de
separacao (Figura 4).

Apesar de, em algumas combinacoes, solugoes de sulfato de zinco ou de
magnésio proporcionarem maior recuperacio, seu uso deve ser limitado, princi-
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QUADRO 3 - Influéncia do uso de caulim na extracao de Meloi-
dogyne spp. de solos de diferentes texturas, pela
técnica de flutuagao centrifuga. UFV, Vicosa, MG.
1986%/

Nimero médio de nematdides extraidos

Tratamentos

Franco- Muito Argilo-
arenoso argiloso arenoso
Com caulim 74,28 A 56,78 A 64,48 A
Sem caulim 59,50 B 51,86 A 56,70 B

1/ 0s dados sao média de seis repeticoes. Populacdo inicial:
250 + 10 larvas. Médias seguidas da mesma letra, em cada
coluna, nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

QUADRO 4 - Efeito de diferentes 1iquidos de separacao e velo-
cidades de centrifugagdo na extracio de larvas de
Meloidogyne spp. de solo franco-arenoso, pela téc-
nica de flutuagdo centrifuga, UFV, Vigosa,MG,lQBﬁy

Velogidades Nimero médio de nematdides extraidos

e = =

: - Solugao Selugao Solugao

Centrifugagdo de agucar de inso, de Mg.SO4
1750 rpm 75,17 Aa 71.25 Aa 81,83 Aa
2600 Tpm 61,50 Aa 52,42 Ba 59,17 Ba

1/ 0s dados sao médias de seis repeticdes. Médias seguidas da
mesma letra mailGscula, em cada coluna, e de mesma letra
minuscula, em cada linha, nao diferem, estatisticamente,pe
lo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

palmente em extracoes de nematoides para experimentos ou estudos taxonomi-
COS, uma vez que sua a¢ao sobre esses organismos nao é bem conhecida. DE-
CRAEMER et alii (12) relataram que os espécimes extraidos com solucéo de sulfa-
to de magnesio sao de ma qualidade, nao servindo para estudos morfolégicos e
taxonomicos: os orgaos internos sao severamente afetados, seus contornos tor-
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FIGURA 2 - Efeito do uso de caulim na extracdo de tres generos de fitonema-
tdides pela técnica de flutuagao centrifuga.
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QUADRO 5 - Efeito de diferentes liquidos de separacio e velo-
cidades de centrifugacao na extracao de larvas de
Meloidogyne spp. de solo muito argiloso, pela téc-
nica de flutuagao centrifuga. UFV, Vigosa, MG, 19862

Velocidades Nimero médio de nematoides extraidos
ge = Solugao Solucao Solucao
centrifugacao de acucar de '31150‘1 de I'c‘IgSO{1
1750 rpm 52,75 Aab 64,00 Aa 48,75 Ab
2600 rpm 49,58 Aab 48,08 Ba 62,75 Bb

1/ 0s dados sao médias de seis repeticoes. Médias seguidas da
mesma letra mailscula, em cada coluna, e da mesma letra mi
niscula, em cada linha, ndo diferem, estatisticamente, pe-
lo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

nam-se indefinidos e o eso6fago fica obscuro. A solugao de actcar deve ser preferi-
da, por ser de facil aquisicao e de baixo custo, além de nao alterar o potencial
infectivo dos nematoides (135, 16).

Nao ha na literatura relatos que indiquem a velocidade de centrifugacao ideal
para a maioria dos géneros de nematoéides. BRAVO (7), empregando, com sucesso,
a velocidade de 2800 rpm para extrair larvas de Tylenchulus semipenetrans e, em
outro trabalho (8), 2600 rpm para extrair Xipkinema mediterraneum, sugeriu que
a eficacia do método de flutuacao centrifuga dependeria, principalmente, da espé-
cie que se guisesse extrair. Isso foi comprovado, posteriormente, por VOLCY (22),
que obteve maior numero de Helicotylenchus dihystera com 1000 rpm e larvas de
M. incognita com 2000 rpm. JA4 WEHUNT (25) obteve melhores resultados, com
Pratylenchus vulnus e Criconemoides renoplax, empregando a mesma velocida-

de sugerida por JENKINS (16), ou seja, 1750 rpm.
No presente trabalho, verificou-se que o aumento da velocidade de centrifuga-

¢ao de 1750 rpm para 2600 rpm reduziu, significativamente, a extracio de larvas
de Meloidogyne sp. de solos franco-arenoso e muito argiloso, enquanto, para
Helicotylenchus sp. e Nothocriconema sp., a recuperacao, nos trés tipos de solo,
com 1750 e 2600 rpm, nao diferiu estatisticamente. Esses resultados sao inversos
aos obtidos por VOLCY (22) com M. incognita e H. dihystera, de solo de textura
leve, nas mesmas velocidades.

4. RESUMO

Foram testadas algumas modificacoes da técnica de flutuacao centrifuga, vi-
sando aumentar a sua eficiéncia na extracdao de nematdéides parasitos de plantas
de amostras de solo.

Foram usados nos testes trés tipos de substrato: solo arenoso (SA), solo argilo-
50 (SR) e mistura em partes iguais de ambos (SM), artificialmente infestados com
Helicotylenchus sp., Nothocriconema sp. e larvas de Meloidogyne sp.

A adicao de caulim a suspensdo que seria centrifugada reduziu significativa-
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FICURA 3 - Efeito da velocidade de centrifupacio na extracao de trés gene-
ros de fitonematdides pela técnica de flutuagado centrifuga.

mente a extracao de Helicotylenchus sp. em SA e Nothocriconema sp. em SA e
SR. Também ocorreu redugiao nos outros tipos de solo, embora nao estatistica-
mente significante. Por outro lado, o caulim aumentou a exfracao de larvas de
segundo estadio de Meloidogyne sp., principalmente em SA e SM. Em todos os ca-
s0s 0 uso do caulim propiciou uma suspensao de nematoides mais limpa no final.

A extracao foi aproximadamente a mesma, para todos os nematéides, quando
se usaram as velocidades de 1750 rpm (450 g) ou 2.600 rpm (980 g).
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FIGURA 4 - Efeito de liquidos de separacio na extracio de tres generos de
fitonematoides pela tecnica de flutuacae centrifuga.

Solucoes de sulfato de zinco e sulfato de magnésio, usadas na centrifugacao,
foram comparadas & solucdo de acuicar preconizada no meétodo original, todos na
mesma densidade relativa. Nao houve grandes variacoes na eficiéncia da extracao
dos trés nematoéides nos trés tipos de solo.

Conclui-se que, embora a eficiéneia de extracdo possa ser aumentada, para
certos nematoéides, em algum tipo de solo, através de modificac¢oes, a técnica origi-
nal de flutuacao centrifuga, usando-se solucao de sacarose e velocidade de 1750
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rpm, sem adicionar caulim, ainda € boa escolha para extragoes em geral de nema-
toides do solo.

5. SUMMARY

(RELATIVE EFFICIENCY OF THE CENTRIFUGAL FLOTATION TECHNIQUE

USING DIFFERENT LiQUIDS OF SEPARATION, CENTRIFUGE SPEED AND

KAOLIN TO RECOVER PLANT PARASITIC NEMATODES FROM SOIL
TYPES)

Several modifications were made in the centrifugal flotation technique in an
attempt to increase efficiency in extracting plant parasitic nematodes frem soil
samples.

Three soil types were used in the tests: a sandy soil (SS), a clay soil (CS) and a
mixture of equal parts (MS), and these were artificially infested with Helicoty-
lenchus sp., Nothocriconema sp. and Meloidogyne sp. larvae.

Addition of kaolin significantly reduced the recovery of Helicotylenchus in S8
and Nothocriconema in SS and CS. In the other soil types kaolin also reduced the
efficiency of recovery although not significantly. On the other hand kaolin
increased the recovery of Meloidogyne larvae (L2) mainly in S8 and MS. In all
cases use of kaolin gave clearer nematode suspensions at the end.

Recovery was about the same when centrifugal forces of 1750 rpm (450 g) or
2600 rpm (980 g) were used.

Solutions of zinc sulphate and magnesium sulphate were compared to sugar
solution, all of them with the same density. Results showed no expressive
differences on the degree of recovery for all three nematode species in the different
soil types.

Although the efficiency of recovery may be increased for specific nematodes
in certain soil types through modifications, the original method of centrifugal
flotation with sugar solution at 1750 rpm without kaolin still is the first choice for
general purpose extractions.
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