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NUEVO METODO PARA EL AISLAMIENTO
Y LA CUANTIFICACION DE INSECTOS DEL ORDEN

COLLEMBOLA

Kalyanne Fernandez, F. Fernandez y E. Pérez

ABSTRACT. Recently, it hasbeen reported that somemembers
of the Collembola order feed from the external mycelia and
propagulesof arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), they giving
risemainly to negative effects on the development of symbiosis.
Two experimentswere designed with the objective of obtaining
an optimum and efficient method enabling the isolation of
Collembola in soils: the first one established a comparison
between the commonly used methodol ogy for animal isolation
(Tullgren/Berlesefunnels) and the traditional method of AMF
spore count (wet sieving and decanting). The second
experiment optimized thetraditional approach achieving better
results. A randomized complete design was used in both ca-
ses, the first one of simple classification and the second one
with bifactorial arrangement. Duncan’s test at 5 % was
employed to compare treatment means. It was proved that
through wet sieving method, a larger number of individuals
could be isolated, the best extractions being performed at a
centrifugation rate of 2 000 rpm and the longest time (five
minutes). This method was more advantageous, not only for
significantly reducing the isolation time of individuals (five
minutes vs five days), but also because it allows to quantify
more aliveindividualswith an upper biological quality.

Keywords: Collembola, arbuscular mycorrhizal fungi,
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INTRODUCCION

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HMA) colonizan las raices de un gran namero de plan-
tas de interés econdmico y presentan un enorme poten-
cial para ser empleados en la agricultura, debido a su
capacidad para promover el crecimiento de estas (1)(2).

En estos momentos, no solo es necesario el cono-
cimiento de los mecanismos a través de los cuales inter-
vienen en el ciclado de los nutrientes, cdmo contribuyen
aincrementar la resistencia de las plantas al estrés hidrico,
mejorar la estructura del suelo o potenciar la resistencia
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RESUM EN. Recientemente, se hainformado que algunosinte-
grantes del orden Collembola se alimentan de |as hifas exter-
nasy deloscuerposdefructificacion delosHMA, originando
principal mente efectos negativos sobre el desarrollo delasim-
biosis. Con €l objetivo de obtener un método optimizado y
eficiente que posibilite el aislamiento de colémbolos en sue-
los, se disefiaron dos experimentos: €l primero establecié una
comparacion entre lametodol ogiacominmente empleada para
aislar los animales (embudos Tullgren/Berlese) y el método
tradicional de conteo de esporas de HMA (tamizado hiimedo
y decantado). El segundo consistio en la optimizacion de este
ultimo, que fue e que mejores resultados aportd. En ambos
casos se empled un disefio completamente aleatorizado, en €
primero de clasificacién simple y el segundo con arreglo
bifactorial; 1as medias entre los tratamientos se compararon
seglin la prueba de Duncan a 5 %. Se demostr6 que através
del método de tamizado podia aislarse un mayor nimero de
individuos, realizdndose las mejores extraccionescon lavelo-
cidad decentrifugacion de2 000 rpmy el mayor tiempo (cinco
minutos). Este método resulté més ventajoso no solo por re-
ducir significativamente el tiempo deaislamiento delosindivi-
duos (cinco minutos vs cinco dias), sino también porque per-
mite cuantificar mayor cantidad de éstos, inclusivevivosy por
tanto con mayor calidad bioldgica.

Palabrasclave: Collembola, hongos micorrizégenos
arbusculares, insectos

contra patdégenos radicales, lo cual hace posible una mejor
comprension de su papel de aliados inseparables de las
plantas micétrofas, sino también es indispensable hacer
un analisis que integre todos los procesos relacionados
con su comportamiento, mecanismos de accion y efi-
ciencia simbidtica (3).

Uno de los factores fundamentales en el desarrollo,
la estabilidad y eficiencia micorrizica, lo constituye la
comunidad bidtica de la rizosfera (4)(5). Los organismos
que la integran incluyen especies de muchos grupos
taxonodmicos, como son bacterias, hongos e invertebra-
dos y pequefios mamiferos, los cuales muestran un sin-
namero de interacciones que varian desde mutualmente
beneficiosas hasta detrimentales (6).

Algunos microartropodos y nematodos han recibido
atencion especial, debido al dafio que pueden causar a
las poblaciones de estos hongos (7).



Oribatei (Acaros: Cryptostigmata) y Collembola (Insec-
tos: Apterygota) son los dos grupos mas ricos en especies
y en nimero de individuos de la fauna edéfica, constituyen-
do del 72 al 97 % del total de los artrépodos de suelo (8).

Recientemente, se ha informado que algunos inte-
grantes del orden Collembola se alimentan de las hifas
externasy los cuerpos de fructificacion (9), lo cual puede
originar efectos negativos, principalmente sobre el desa-
rrollo de la simbiosis, dependiendo del tamafio de sus
poblaciones (10).

Algunos autores han realizado estudios aun mas
profundos y han aportado resultados concretos, que con-
firman la presencia de fragmentos hifales en el intestino
de los colémbolos (11).

La metodologia que generalmente se empleaen la
actualidad para aislar y cuantificar estos insectos de las
muestras de suelo, es la de extraccion por embudos
Tullgren/Berlese. Dicho procedimiento demora entre cua-
tro y cinco dias para aislar los ejemplares, pues esta
basado en la migracién provocada de estos organismos.

En nuestro centro se emplea la técnica de tamizado
hamedo y decantado para realizar los aislamientos y el
conteo de esporas de HMA y en sucesivas ocasiones se
han encontrado numerosos individuos pertenecientes a
la microfauna edéfica en las placas de conteo, como con-
secuencia del método extractivo.

Por todo lo expuesto, el propéstio de este trabajo
fue desarrollar, a partir del uso de la técnica antes men-
cionada, un método eficiente que posibilite el aislamiento
de colémbolos en suelos.

MATERIALES Y METODOS

Para dar respuesta al objetivo, se realizaron dos expeti-
mentos en el Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas, los cuales se detallan a continuacion:
Experimento 1. Comparacion de dos métodos para el ais-
lamiento y la cuantificacion de colémbolos en suelos.
Este experimento se realizé en octubre de 1998, bajo un
disefio completamente aleatorizado. Para realizarlo se
tomaron 10 muestras de suelo Ferralitico Rojo (12) a5 cm
de profundidad, en una plantacién de mango (Manguifera
indica) situada en el propio centro.

Después de obtenido el material, se procedid al
montaje de las variantes estudiadas en cada método, para
lo cual se separaron cuatro submuestras (50 g) de cada
muestra, y se sometieron a los siguientes tratamientos:
* Técnica de extraccion por embudos Tullgren/Berlese®

en presencia de fuente luminosa (Figura 1).

* Técnica de extraccion por embudos Tullgren/Berlese
en ausencia de fuente luminosa.

* Técnica de tamizado himedo y decantado (5) con ta-
miz superior de 0.4 mm. En este método se aplican
velocidades y tiempos de centrifugacion de 2 000 rpm
y cinco minutos, respectivamente.

* Técnica de tamizado himedo y decantado con tamiz
superior de 1.0 mm.

! Barros, comunicacién personal, 1998
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Figura 1. Diagrama representativo del montaje de

la técnica de extraccion por embudos
Tullgren/Berlese

Luego de aislados los individuos deseados, se reali-
z6 su conteo en todas las réplicas de cada variante.

En el caso de los tratamientos 3y 4, se
pudieron cuantificar los colémbolos minutos después de
realizado el muestro; sin embargo, en las variantes 1y 2,
donde se empled la técnica de extraccidén por embudos,
fue necesario esperar cinco dias para lograr recuperary
contar los ejemplares aislados. Todo este proceso se
repetié con variantes similares.

Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis
de varianza (ANOVA) con posterior prueba de Duncan al 5 %.
Experimento 2. Optimizacion del mejor método obtenido
en el experimento anterior. Después de determinada la
tecnologia mas factible a emplear en nuestro laboratorio,
se procedio a ejecutar un segundo experimento, con el
propésito de optimizar el procedimiento. Este se realizé
con un disefio completamente aleatorizado bajo un arre-
glo bifactorial, en el cual se analizaron diez muestras por
cada una de las combinaciones.

Dicho experimento se llevé a cabo en dos condicio-
nes edafoclimaticas diferentes; una, en la cual se favo-
receria la cantidad de colémbolos y otra, en la cual exis-
tian condiciones desfavorables para el desarrollo de di-
chos insectos, por realizarse en época seca.

Se estudio la influencia de dos factores (velocidad
de giro de la centrifuga y tiempo de centrifugacion) so-
bre el nimero total de individuos extraidos de la mues-
tra. En este experimento se utilizé un tamiz superior de
1.0 mm, en sustitucion del tamiz de 0.4 mm, usualmente
empleado en la técnica de tamizado y decantado.

Las variantes experimentales fueron las siguientes:
= Velocidad de centrifugacion

* 1000 rpm
* 2000 rpm
+ 3000 rpm
= Tiempo de centrifugacion
* 3 minutos
* 4 minutos
* 5 minutos
para un total de nueve tratamientos.



Las muestras correspondientes a la situacion me-
nos propicia (sitio 1) se tomaron en abril de 1999, de la
regién de Tope de Collantes (CanCan), Sancti Spiritus,
especificamente en plantaciones de cafeto sobre suelo
Ferralitico Rojo Amarillento lixiviado de montafia (12).

En el caso especifico del sitio 2 6 més favorable, las
muestras se tomaron en junio de este afio, de los cante-
ros multiplicadores de hongos micorrizégenos bajo el
cultivo de Braquiaria decumbens, ya que no solo el régi-
men de lluvias y el riego complementario contribuirian
positivamente al desarrollo y la proliferacion de los
colémbolos, sino también la abundancia de estos hon-
gos en el sustrato, los cuales forman parte de las fuentes
de alimentacion de dichos insectos (10).

Todos estos resultados se procesaron
estadisticamente mediante un ANOVA, con posterior prue-
ba de Duncan al 5 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de extraccién por embudos Tullgren/
Berlese es utilizado actualmente en la mayoria de los
laboratorios de fauna de suelo, no solo con el objetivo de
colectary estudiar los organismos del orden Collembola,
sino también otros artro6podos como acaros y
pseudoescorpiones, entre otros.

En este trabajo se compard dicho método con el

empleado cominmente para la extraccion y el conteo de
esporas de hongos micorrizégenos. Los principales re-
sultados se detallan a continuacién y seran discutidos a
partir del andlisis de cada uno de los experimentos reali-
zados.
Experimento 1. Comparacién de dos métodos para el ais-
lamiento y la cuantificacion de colémbolos en suelos. En
la Tabla | se detallan los resultados de este experimento,
observandose claramente diferencias significativas entre
los tratamientos estudiados.

Tabla I. Ndmero de individuos colectados por trata-
miento en cada muestreo del experimento 1

Numero de individuos
segundo muestreo

Numero de individuos
primer muestreo

Tratamientos

1 4.00 b 10.25 b
2 1.75b 6.50 c
3 24.00 a 12.75 b
4 25.25a 18.50 a
ES x 3.5%%* 3.90%**
CV % 25.0 24.00

Medias con letras comunes no difieren significativamente, segin
Do6cima de Duncan para p<0.05

Método de extraccion por embudos (con iluminacion)

Método de extraccion por embudos (sin iluminacion)

Método de tamizado y decantado (0.4 mm)

Método de tamizado y decantado (1.0 mm)

No solo se pudieron apreciar notables diferencias
entre ambos métodos empleados, encontrandose un
ndmero significativamente mayor de individuos mediante
la técnica de tamizado hiumedo y decantado, sino tam-
bién en los valores absolutos de un muestreo respecto
al otro, lo cual no debe sorprender si se toma en consi-
deracién que las poblaciones estudiadas estan presen-
tes de forma natural en el suelo muestreado y su com-
portamiento esti estrechamente relacionado con las
condiciones edafoclimaticas imperantes en el momen-
to de la colecta.

Al analizar en los tratamientos 1y 2 el efecto de la
iluminacién sobre el nimero de individuos colectados,
se constatd una ligera influencia de este factor sobre
dicha variable. La migracion de colémbolos resulta indi-
ferente ante la presencia o no de una fuente luminosa
externa’, aunque se plantea que desde el punto de vista
ecoldgico (13), estos organismos tienen un marcado
fototropismo negativo, lo cual explica su traslacion en
direccion contraria a la luz, fenébmeno en el cual se basa
precisamente la metodologia de colecta por embudos
Tullgren/Berlese y que de hecho se comprobé en estos
resultados.

Por otra parte, cuando se estudio la extraccién de
estos organismos a través del tamizado humedo y de-
cantado, se pusieron de manifiesto diferencias entre los
tratamientos 3 y 4, observandose un ligero incremento en
las cantidades de individuos aislados, relacionados con
el mayor calibre del tamiz superior empleado (1.0 mm).

Evidentemente, esto se debid a la talla de dichos
organismos, los cuales pueden alcanzar hasta 3 mm e
inclusive algunas especies del mismo orden superan este
valor en algunas unidades (14); por lo tanto, un aumento
en el didmetro del tamiz potencia la extraccién de un
mayor nimero de individuos, garantizando que los de gran
tamafio puedan atravesar la malla con facilidad.

El andlisis de los resultados reveld la utilidad y

aplicabilidad de la técnica de tamizado en la extraccion
y el aislamiento de suelos, de organismos del orden
Collembola, pudiéndose apreciar un rango de incremen-
to desde 1.8 hasta 6.3 en el nUmero de individuos colec-
tados, cuando se comparan las dos mejores variantes
(1y 4) de cada método (Tablal).
Experimento 2. Optimizacion del mejor método obtenido
en el experimento anterior. Tomando en cuenta los resul-
tados alcanzados con la metodologia del tamizado hua-
medo y decantado, la propuesta era optimizar la extrac-
cion de Colémbolos a partir del estudio de diversas velo-
cidades y tiempos de centrifugacién, sobre presuntas po-
blaciones de alto y bajo nimero de estos insectos.

En la Tabla Il se pueden apreciar los resultados
del empleo de dichas variantes, encontrandose dife-
rencias significativas entre todos los tratamientos ana-
lizados.

’ Diaz (comunicacion personal, 1998)



Tabla Il. Efecto de la velocidad y el tiempo de
centrifugacion sobre la extracciéon de
colémbolos. Método de tamizado hame-

do y decantado

Numero de
individuos

Condiciones
de muestreo

Velocidad de Tiempo de
centrifugacién  centrifugacion
(rpm) (minutos)

1 1000 0.83b
1.33 b
2.83b
1.33 D
6.83 a
8.83a
ES x 0.5375%+
CV (%) 46.47

2 1000 5.66 d

8.66 cd
10.50 cd
16.66 ¢
33.66 b
57.83 a
ES x 2.4821 %+
CV (%) 27.53

2000

abrhwadbw

2000

abrwapbw

Medias con letras comunes no difieren significativamente, segin
Décima de Duncan para p<0.05

Un aspecto interesante resultd ser la velocidad de
centrifugacion empleada. Se estudiaron tres velocidades
diferentes: 1 000, 2 000 y 3 000 rpm, desechandose esta
ultima debido a que provocaba la total destruccién de los
organismos una vez finalizado el proceso y por lo cual no
se presentan estos datos en dicha tabla.

En ella puede observarse que, de forma general, los
mayores valores absolutos de ndmero de individuos se
alcanzaron con la velocidad de centrifugacion de 2 000 rpm,
difiriendo significativamente de la otra variante estudiada
(2000 rpm). Todo parece indicar que esta velocidad es o
resulté adecuada para extraer con mayor calidad y preci-
sion dichos organismos, de acuerdo con su peso.

Ademaés, al estudiar los tiempos de centrifugacion,
se obtuvo la mayor cantidad de individuos, en la totalidad
de los casos, con el mayor tiempo (cinco minutos), con
independencia de las condiciones de colectay la veloci-
dad empleada, alcanzandose el mayor valor en el trata-
miento correspondiente al sitio 2, con 2 000 rpm y cinco
minutos de centrifugacion.

Los resultados obtenidos fueron marcadamente di-
ferentes en las dos condiciones muestreadas,
corroborédndose la existencia de variaciones en las pobla-
ciones de colémbolos relacionadas con el numero de in-
dividuos, obteniéndose las mayores cantidades de estos
insectos asociados al area de canteros multiplicadores
de HMA, en la cual encuentran condiciones muy favora-
bles para su desarrollo y supervivencia, dadas por el régi-
men de humedad de estos y por la existencia de altas
poblaciones de dichos hongos.

Relacionados con lo anterior estan los resultados
expuestos por algunos autores (15)(16)(17), quienes in-
formaron el decisivo papel que juega la humedad en el
grado de distribucion, la reproduccién y migracién de los

colémbolos. Estos indicaron que el déficit de agua en los
suelos produce incrementos en el indice de migraciones
y aumentos sustanciales en la tasa de mortalidad de estos
organismos.

A modo de conclusién, se puede aseverar la presen-
cia de una nueva via para la determinacion de colémbolos,
la cual amplia el alcance de la técnica de tamizado hu-
medo y decantado, constituyendo una nueva metodolo-
gia para estos fines capaz de extraer con efectividad y
eficiencia estos insectos del suelo, reduciendo el tiempo
de obtencion de los resultados de cuatro dias a unos
pocos minutos.

Ademas, su empleo puede constituir una herramien-
ta util a los zo6logos, pues brinda la posibilidad de obte-
ner ejemplares vivos para su posterior estudio biolégico,
a diferencia del método comunmente empleado, en el cual
se obtienen los individuos muertos en frascos colectores
conteniendo alcohol (70°).
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