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Resumen 

 Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) al asociarse con las plantas incrementan 

su acceso al agua y nutrientes del suelo, favoreciendo su crecimiento. Por este motivo, es que 

los HMA representan una alternativa para el uso de agroquímicos convencionales. El objetivo 

de este estudio fue comparar entre tres métodos de aislamiento para evaluar cual es más 

eficiente y tiene mayor éxito. Se analizaron los métodos de cultivo monospórico de esporas 

desnudas, encapsulación con alginato y cultivo a partir de fragmentos de raíz. Adicionalmente, 

se determinó el número promedio de esporas presentes y los morfotipos más abundantes. 

Como resultado del ensayo, se determinó que el método más efectivo para aislamiento de 

HMA fue el cultivo a partir de fragmentos de raíz. También se observó que, por cada 100g de 

suelo existía un promedio de 49.8 esporas y que en general, los morfotipos más abundantes 

pertenecían a los géneros Acaulospora y Glomus. 

 Palabras clave: HMA, aislamiento, esporas, alginato, morfotipos 
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Abstract 

 Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) by associating with plants increase their access to 

water and soil nutrients, improving their growth. For this reason, AMFs represent an alternative 

use to conventional agrochemicals. The objective of this study was to compare between three 

isolation methods to evaluate which one is more efficient and more successful. The analyzed 

methods were monosporic culture of naked spores, encapsulation with alginate and root 

fragment culture. Additionally, it was determined the average number of spores present and 

the most abundant morphotypes. As a result of the experiment, the most effective method for 

AMF isolation was root fragment culture. It was also shown that, for every 100g of soil, there 

was an average of 49.8 spores and the most abundant morphotypes belonged to the genera 

Acaulospora and Glomus. 

 Keywords: amf, isolation, spores, alginate, morphotypes  
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Introducción 

Los hongos son organismos heterótrofos eucariotas, que también pueden ser 

biótrofos, saprótrofos o necrótrofos (Carris et al., 2012). Pueden dañar a otros organismos al 

vivir como parásitos, aprovecharse de ellos sin ningún daño aparente o vivir en simbiosis con 

ellos (Piepenbring, 2015). Dentro de este último grupo, tenemos al más claro ejemplo de 

simbiosis mutualista, los hongos formadores de micorrizas (Brundrett et al., 1996; Carris et 

al., 2012). En función de las estructuras formadas en las raíces éstos se clasifican en tres 

tipos: ectomicorrizas, ectoendomicorrizas y endomicorrizas (Webster & Weber, 2007). Dentro 

de este último grupo tenemos a los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) los que 

pertenecen al filum Glomeromycota (Schüβler et al., 2001). Son simbiontes obligados, es decir 

que necesitan asociarse a un huésped para obtener carbohidratos y completar su ciclo de 

vida (Sun et al., 2016).  

Los HMA se asocian a la planta huésped cuando ésta envía señales a los propágulos 

del hongo (esporas o raicillas colonizadas) particularmente si la planta se encuentra creciendo 

en un suelo deficiente en nutrientes como el fósforo (Nazareno Saparrat et al., 2020). En ese 

momento, el hongo coloniza el interior de las células radicales de la planta; produciendo 

algunas estructuras como vesículas, hifas y arbúsculos (Brundrett et al., 1996). Al entrar en 

esta sociedad, las micorrizas incrementan el acceso de la planta al agua y nutrientes del suelo 

(principalmente fósforo, zinc y cobre) ya que funcionan como una extensión del sistema 

radicular de éstas, de tal manera que incrementa su crecimiento (Bever et al., 2001). 

Adicionalmente, los HMA les proveen resistencia frente a patógenos y aumentan su sanidad 

general (Bever et al., 2001; Selvakumar et al., 2018). Por otro lado, las plantas proveen a los 

HMA de carbohidratos que producen como resultado de la fotosíntesis (Sun et al., 2016). 

En las últimas décadas los HMA han sido estudiados intensamente debido a su 

potencial de uso en el desarrollo de agricultura sustentable, no solo por sus conocidos 

beneficios para mejorar la nutrición de las plantas, sino por su contribución a la conservación 

del suelo (Saouy et al., 2011), al estabilizar sus agregados (Bever et al., 2001). Por estas 
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razones, los HMA son exitosamente aplicados como bio-inoculantes de cultivos agrícolas y 

representan una alternativa para reducir la aplicación de agroquímicos convencionales 

(Hernández-Acosta et al., 2020; Selvakumar et al., 2018).  

Una importante limitación para utilizar estos hongos en la formulación de 

biofertilizantes en la agricultura moderna es su naturaleza de simbionte obligado, lo que hace 

necesario asociarlo a un hospedero adecuado para que este pueda completar su ciclo vital y 

producir un gran número de esporas (Sun et al., 2016). El procedimiento más utilizado para el 

establecimiento de cultivos monospóricos o puros es el establecimiento de “cultivos trampa” 

en macetas con un sustrato desinfectado y libre de micorrizas (Saouy et al., 2011), utilizando 

una sola espora de HMA colocada sobre la raíz de un hospedero adecuado que también debe 

estar libre de micorrizas (Nandan Meena & Mohan Naik, 2019). El rango de éxito de estos 

métodos oscila alrededor del 1% (Walker, 1999), es decir casi nulo. Está bien documentado 

en literatura que no todas las especies de HMA tienen la misma eficiencia para promover el 

crecimiento y salud de las plantas (Koide & Mosse, 2004) por lo que es necesario aislarlas 

para evaluar su efecto individual. 

Además de los problemas mencionados, existen diversas dificultades al momento de 

generar cepas aisladas (IJdo et al., 2011) como riesgo de contaminación cruzada, bajo grado 

de adaptación de los HMA a las condiciones y costos muy elevados (Akhtar & Abdullah, 2014). 

También se ha manifestado que esta producción se ha enfocado más en utilizar esporas, pero 

es posible utilizar otras fuentes como hifas, vesículas y fragmentos radiculares (Nandan 

Meena & Mohan Naik, 2019). A raíz de esto es necesario encontrar técnicas de aislamiento 

de HMA tanto eficientes como económicas, las cuales podrían incrementar el rango de éxito 

en la obtención de cultivos puros de HMA que son la base de una gran cantidad de 

aplicaciones prácticas.  

El objetivo de este trabajo es realizar una comparación entre tres métodos de 

aislamiento para evaluar cual es más eficiente y tiene mayor éxito. Es importante identificar 

cual método puede permitirnos obtener una mayor cantidad de aislamientos que se puedan 

aplicar en diversos campos como por ejemplo en agricultura como biofertilizantes.  
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Capítulo Uno 

Marco Teórico 

1.1. El Reino Fungi 

El Reino Fungi es el hogar de un numeroso grupo de organismos denominados hongos 

(Stajich et al., 2009). Es conocido como “ el reino de los hongos verdaderos” y el término 

“Fungi” proviene del latín “fungus” que significa “seta u hongo” (Piepenbring, 2015). Este reino 

es una de las ramas más antiguas y diversas del árbol de la vida (Li et al., 2021). 

1.1.1. Taxonomía y filogenia del Reino Fungi 

Filogenéticamente se encuentran más emparentados con animales (Carris et al., 2012) 

aunque históricamente fueron comparados con plantas e incluidos en el estudio de la botánica 

(Mueller et al., 2004).  A nivel taxonómico, anteriormente fue clasificado en 4 grandes phylum: 

Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota; sin embargo estudios 

demostraron que esta clasificación no representa de forma precisa la filogenia de estos 

organismos (Mueller et al., 2004). Gracias a estudios moleculares, existen dos grandes 

esquemas de clasificación de phylum para este reino (Figura 1) (James et al., 2020; 

Wijayawardene et al., 2020). 
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Figura 1 

Diagrama de Venn con los actuales esquemas de clasificación de phylum para el Reino Fungi 

 

Nota. El primer círculo contiene los phylum de un esquema de clasificación, el segundo contiene 

los phylum del otro esquema y la intersección contiene los phylum que comparten los dos 

esquemas. 

1.1.2. Generalidades del Reino Fungi 

Se estima que todo el reino comprende alrededor de 2 a 5 millones de especies a nivel 

mundial, que juegan roles vitales en ecosistemas terrestres y acuáticos (Li et al., 2021). Los 

primeros fósiles de hongos datan del periodo del Ordovícico, aproximadamente entre 450 a 

500 millones de años atrás (Margulis & Chapman, 2009; Webster & Weber, 2007). No 

obstante, datos moleculares sugieren que son más antiguos que lo indicado por los fósiles y 

que pudieron haber surgido hace más de mil millones de años (Carris et al., 2012). 

1.2. Los hongos 

Son organismos eucariotas, que a excepción de unos pocos, poseen cuerpos 

filamentosos (hifas) encerrados por paredes celulares que forman el cuerpo del hongo (talo), 

a través de las cuales absorben nutrientes (Carris et al., 2012; Mueller et al., 2004; 
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Piepenbring, 2015). Las hifas en conjunto forman lo que se conoce como micelio, el cual es 

la forma de crecimiento y alimentación de la mayoría de hongos (Margulis & Chapman, 2009).  

1.2.1. Generalidades de los hongos 

Poseen la capacidad de captar solutos inorgánicos y orgánicos presentes en 

soluciones altamente diluidas del medio ambiente (Webster & Weber, 2007). Digieren 

externamente su alimento y su principal manera para obtener de nutrientes es a partir de otros 

organismos (heterótrofos) (Mueller et al., 2004). Aunque otros los obtienen de organismos 

vivos (biótrofos), de organismos muertos (saprótrofos) o  de células a las que infectan y matan 

(necrótrofos) (Carris et al., 2012; Piepenbring, 2015). La gran mayoría de hongos no presentan 

movilidad alguna y se reproducen tanto sexual como asexualmente por medio de esporas 

(Mueller et al., 2004).  

1.2.2. Importancia de los hongos 

Ecológicamente son primordiales porque reciclan nutrientes al ser los 

descomponedores estrella de compuestos complejos como celulosa, lignina, queratina y 

quitina (Kendrick, 2011). También son capaces de colonizar sustratos estériles como rocas; 

parasitan contribuyendo a mantener la biodiversidad y forman micorrizas con las raíces de las 

plantas (Piepenbring, 2015). 

1.3. Las micorrizas 

El término micorriza proviene del griego “mykos” y “rhiza” que significa hongo y raíz 

respectivamente (Bonfante & Genre, 2010; Nazareno Saparrat et al., 2020). Las micorrizas 

son una asociación simbiótica entre raíces de plantas y determinados hongos presentes en el 

suelo altamente evolucionada (Brundrett et al., 1996).  

1.3.1. Clasificación de las micorrizas 

De acuerdo con el organismo al que se asocia y la estructura que se forma, existen 4 

grandes tipos: ectomicorrizas, micorrizas ericoides, micorrizas de orquídeas y micorrizas 

arbusculares (Soudzilovskaia et al., 2020; Webster & Weber, 2007).  

1.4. Micorrizas arbusculares 
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Las micorrizas arbusculares aparentemente fueron descritas por primera vez en 1842 

(Koide & Mosse, 2004) y son el producto de la asociación entre las raíces de las plantas y los 

hongos micorrízicos arbusculares (HMA) (Sun et al., 2016). Los HMA filogenéticamente 

pertenecen al phylum Glomeromycota aunque en el pasado fueron agrupados dentro del 

antiguo phylum Zygomycota debido a un error observacional (Schüβler et al., 2001). 

1.4.1. Características de los HMA 

Los HMA son microrganismos del suelo que se encuentran distribuidos a nivel mundial 

(Selvakumar et al., 2018). Son capaces de colonizar ambientes como zonas agrícolas, 

pastizales, bosques tropicales, zonas boreales y alpinas (Bonfante & Genre, 2010). 

Biológicamente son organismos con reproducción asexual (Schüβler et al., 2001). Se 

propagan por medio de esporas, fragmentos de raíces colonizadas e hifas (Bever et al., 2001; 

Silvana et al., 2020). Son categorizados como biótrofos (Koide & Mosse, 2004) debido a que 

son simbiontes obligados de aproximadamente el 90% de las plantas vasculares (Mueller et 

al., 2004; Saouy et al., 2011). Es decir, que necesitan asociarse a un huésped (planta) para 

obtener carbohidratos y completar su ciclo de vida (Sun et al., 2016).  

1.4.2. Especificidad de la asociación planta - HMA 

Los HMA carecen de mecanismos de reconocimiento para el establecimiento de la 

simbiosis con las plantas, por lo que pueden asociarse a una gran variedad de especies 

vegetales (Nazareno Saparrat et al., 2020). Sin embargo, los reportes más nuevos de la 

diversidad de especies de HMA en este phylum, mencionan un total de 343 especies (amf-

phylogeny.com). Este número es considerablemente menor que la diversidad de plantas 

vasculares (283 556 especies) reportada (Neill, 2012) ya que se mencionan que los HMA se 

encuentran asociados a más del 80% de las plantas vasculares (Saouy et al., 2011). Pese a 

eso, se ha observado que no pueden asociarse a familias como Brassicaceae, 

Caryophyllaceae y Chenopodiaceae (Nazareno Saparrat et al., 2020). 

1.4.3. Mecanismo de asociación planta - HMA 

La asociación inicia cuando los propágulos germinados de HMA responden a la 

presencia de una planta (Brundrett et al., 1996), la cual envía una señal química a los 
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propágulos (Nazareno Saparrat et al., 2020) particularmente cuando esta se encuentra con 

un déficit de fósforo (Saouy et al., 2011). A partir de este reconocimiento químico surge la 

colonización de la planta por el HMA, al momento que una hifa entre en contacto con la 

superficie de la raíz (Bonfante & Genre, 2010). 

Las hifas penetran entre y por dentro de las células de la raíz (Nazareno Saparrat et 

al., 2020) formando estructuras conocidas como arbúsculos (Silvana et al., 2020). Estos 

arbúsculos se constituyen por una repetida ramificación de la hifa (Bever et al., 2001) y son 

considerados como el sitio de intercambio de nutrientes (Bonfante & Genre, 2010). A la par 

de este suceso, empieza el crecimiento del hongo y por ende el surgimiento de las hifas desde 

la planta hacia el medio donde se encuentra (Brundrett et al., 1996; Nazareno Saparrat et al., 

2020). 

Con la planta ya colonizada, las hifas empiezan la exploración del suelo para mejorar 

la captación de nutrientes de la planta (Jhonson & Gehring, 2007). Cabe destacar que esta 

asociación no es negativa para la planta, por el contrario, existen muchísimos beneficios 

producto de este proceso (Soudzilovskaia et al., 2020). 

1.4.4. Beneficios de la asociación planta – HMA 

Dado que esta es una relación simbiótica, la planta y el hongo se benefician 

mutuamente (Saouy et al., 2011). La planta provee al hongo los carbohidratos necesarios para 

su correcto funcionamiento a cambio de nutrientes como Fósforo (P), , Nitrógeno (N), Zinc 

(Zn) o Calcio (Ca) (Naranjo-Ortiz & Gabaldón, 2019; Seguel et al., 2015). Cabe acotar que los 

HMA actúan como fuente o reservorio de Carbono (C) para las plantas y les confieren otros 

beneficios (Jhonson & Gehring, 2007). Los HMA incrementan las tazas de crecimiento de las 

plantas, las protegen contra el ataque de patógenos (Webster & Weber, 2007) y aumentan su 

potencial para captar nutrientes y agua (Saouy et al., 2011).  
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1.4.5. Principales especies de HMA 

Tabla 1 

Principales especies de HMA 

Familia Género Especie 

Acaulosporaceae Acaulospora 

A. birreticulata 

A. capsicula 

A. colombiana  

A. delicata 

A. denticulata 

A. dilatata 

A. elegans 

A. foveata 

A. kentinensis 

A. koskei 

A. lacunosa 

A. laevis 

A. mellea 

A. morrowiae 

A. myriocarpa 

A. rehmii 

A. rugosa 

A. scrobiculata 

A. spinosa 

A. sporocarpia 

A. tuberculata 

Ambisporaceae Ambispora 

A. leptoticha 

A. leptoticha GM 

A. leptoticha AM 

A. gerdemannii 

A. gerdemannii GM 

A. gerdemannii AM 

Archaeosporaceae Archaeospora 
A. schenkii 

A. trappei 

Gigasporaceae Cetraspora C. pellucida 

Claroideoglomeraceae Claideroglomus 

C. claroideum 

C. etunicatum 

C. lamellosum 

C. luteum 
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Gigasporaceae Dentiscutata 

D. biornata 

D. erythropa 

D. heterogama 

D. rubra 

D. nigra 

D. reticulata 

Diversisporaceae Diversispora 

D. ebúrnea 

D. epigaea 

D. globifera 

D. spurca 

D. tortuosa 

D. trimurales 

Acaulosporaceae Entrophospora E. infrequens 

Glomeraceae Funneliformis 

F. caledonius 

F. coronatus 

F. geosporus 

F. mosseae 

F. verruculosus 

Gigasporaceae Gigaspora 

G. albida 

G. decipiens 

G. gigantea 

G. margarita 

G. rosea 

Glomeraceae Glomus 

G. ambisporum 

G. clavisporum 

G. coremioides 

G. fistulosum 

G. hoy 

G. lacteum 

G. maculosum 

G. multicaule 

G. pansihalos 

Paraglomeraceae Paraglomus 
P. brasilianum 

P. occultum 

Gigasporaceae Racocetra 

R. castanea 

R. coralloidea 

R. fulgida 

R. gregaria 

R. pérsica 

R. verrucosa 
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Gigasporaceae Rhizophagus 

R. aggregatus 

R. diaphanus 

R. clarus 

R. intraradices 

R. irregularis 

R. fasciculatus 

R. manihotis 

R. sinuosus 

Gigasporaceae Scutellospora 

S. calospora 

S. cerradensis 

S. dipurpurascens 

S. scutata 

Gigasporaceae Septoglomus 

S. constrictum 

S. desertícola 

S. viscosum 

Nota. Adaptado del INVAM https://invam.ku.edu/species-descriptions 

1.4.6. Ecología de los HMA 

Algunas especies segregan una glicoproteína de consistencia pegajosa llamada 

glomalina que favorece la formación de agregados estables al agua, aumentando la capacidad 

de retención hídrica y previniendo la erosión del suelo (Piepenbring, 2015). También cumplen 

roles como fuente de alimento para otros animales, transporte de Carbono desde las plantas 

hacia otros organismos (Brundrett et al., 1996) e influencia en composición diversidad y 

estabilidad de comunidades bióticas (Jhonson & Gehring, 2007). 

1.4.7. Usos actuales de los HMA 

Estos organismos pueden ser utilizados para la biorremediación, restauración de 

ecosistemas degradados, biotecnología y agricultura (Jhonson & Gehring, 2007; Nazareno 

Saparrat et al., 2020).  Particularmente dentro de este último, se consideran clave para llevar 

a cabo prácticas agrícolas sustentables (Saouy et al., 2011). Debido a que por sus grandes 

beneficios se aceptan como bionóculos que representan una alternativa al uso de 

agroquímicos convencionales (Selvakumar et al., 2018). 

2.1. Cultivos de café 

2.1.1. Origen del café 

https://invam.ku.edu/species-descriptions
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Aparentemente las primeras referencias al origen del café surgen en el antiguo 

testamento y se cree que el inicio de su cultivo data del año 575 A.C. (R. F. Smith, 1985). No 

obstante, la palabra café como tal, surge aproximadamente entre los siglos V y VIII, cuando 

es cultivado por primera vez África tropical (específicamente en Etiopía) e introducido al 

mundo árabe (Ngo et al., 2011; Vieira, 2008). El término café se deriva de la palabra árabe 

“quahweh” que originalmente significaba vino, pero por costumbres musulmanas, se cambió 

a café (R. F. Smith, 1985). 

2.1.2. Generalidades del café 

El café pertenece a la familia Rubiaceae – subfamilia Ixoroideae, específicamente al 

género Coffea L. (Davis et al., 2006). Abarca entre 90 a 124 especies (Melese & Kolech, 2021). 

Las principales especies cultivadas con fines comerciales son Coffea canephora y Coffea 

arabica (Ngo et al., 2011; Vieira, 2008) siendo esta última la más importante (Davis et al., 

2006). 

Coffea arabica es una dicotiledónea que crece como arbusto o árbol perenne y alcanza 

una altura aproximada de entre 8 a 10 m (Melese & Kolech, 2021; Vieira, 2008). Se cultiva en 

aproximadamente 80 países tropicales, siendo para algunos su principal fuente de divisas 

(Ngo et al., 2011). 

2.1.3. Importancia económica del café 

El café segunda bebida mejor vendida a nivel mundial, por lo que es pilar fundamental 

de la economía de los países productores (Lu et al., 2022). La producción mundial de café ha 

incrementado en los últimos años (2012 – 2014) hasta alcanzar un valor de 8.9 millones de 

toneladas (Van der Vossen et al., 2015). Adicionalmente se prevé que la producción crezca 

anualmente, a una tasa de 1.2% hasta el año 2030 (Ngo et al., 2011).  

A causa de este crecimiento, el comercio de café ha sido capaz de generar entre 10 a 

12 billones de dólares al año, representando fuentes de ingresos y trabajo para 20 a 25 

millones de personas aproximadamente (Melese & Kolech, 2021). 

2.1.4. Patógenos del café  
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Mundialmente los cultivos de café se enfrentan a una amenaza muy grande, causada 

por patógenos que son un gran problema (Lu et al., 2022). Algunos ejemplos de estos, son 

Corticium koleroga, Mycena citricolor, Xylella fastidiosa, Pseudomonas syringae, entre otros 

(Van der Vossen et al., 2015). Sin embrago, los dos patógenos más serios y destructivos del 

café son Hemileia vastatrix y Colletotrichum kahawai que causan la “roya” y la “enfermedad 

de las cerezas del café” respectivamente (Melese & Kolech, 2021). 

La roya fue responsable de la desaparición del café hace 150 años y es la principal 

amenaza para los cultivos de café en todo el mundo (Lu et al., 2022). Mientras que, la 

enfermedad de las cerezas del café es la mayor amenaza para los cultivos de Etiopía, 

Tanzania, Kenia y otros países africanos (Melese & Kolech, 2021). Debido a las pérdidas 

millonarias causadas por estos, la ciencia busca a través de recursos genéticos, encontrar 

huéspedes resistentes a estas enfermedades (Van der Vossen et al., 2015). 

3.1. Aislamiento de hongos micorrízicos arbusculares 

El aislamiento de HMA se ha convertido en una actividad que ha ganado relevancia 

en las últimas décadas (Trejo-Aguilar & Banuelos, 2020). Gracias a los beneficios que brindan 

estos organismos en la producción vegetal, se considera que la producción de cultivos puros 

de HMA puede ser clave para su uso en agricultura como biofertilizantes (Selvakumar et al., 

2018).  

La inoculación de HMA es beneficiosa en determinadas circunstancias, pero sus 

costos de producción son demasiado elevados en comparación al costo de los fertilizantes 

convencionales (Koide & Mosse, 2004). Adicionalmente, la producción en masa está limitada 

por la naturaleza biótrofa de los HMA, que dependen de un huésped para sobrevivir 

(Selvakumar et al., 2018). Cabe acotar que las técnicas para la obtención de cultivos puros se 

han enfocado principalmente en utilizar esporas, pero también se utilizan otras estructuras 

como vesículas, hifas y fragmentos de raíces (Nandan Meena & Mohan Naik, 2019). 

Por todos los antecedentes mencionados, las investigaciones en esta área buscan 

proponer, desarrollar y/o perfeccionar técnicas de aislamiento que aumenten la pureza de los 

cultivos y disminuyan sus costos (Koide & Mosse, 2004). 
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3.2. El futuro de los aislamientos 

Pese a que la ciencia ha logrado establecer técnicas de aislamiento funcionales, su 

rango de éxito es de aproximadamente 1% (Walker, 1999). Estas técnicas también se 

enfrentan a riesgo de contaminación cruzada y/o poca adaptación de los HMA a las 

condiciones que se establezcan (Akhtar & Abdullah, 2014). Se espera que en el futuro surjan 

nuevas técnicas que consideren estas dificultades, dado que estamos al inicio de una era, 

donde la utilización de HMA cobrará mayor interés (IJdo et al., 2011). 
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Capítulo dos 

Metodología 

2.1. Material biológico de partida 

Se utilizó un inóculo (suelo+raíces colonizadas+esporas) proveniente de plantaciones 

de café de la provincia de Loja, Ecuador. Estos sitios fueron Lozumbe (Chaguarpamba), 

Malacatos, Chaguarpamba (centro) y El Valle (cantón Loja). Este material se recolectó en 

enero de 2020 y se multiplicó en plantas trampa en un sustrato desinfectado por un periodo 

de 24 meses. Luego de este tiempo el inóculo se almacenó por 3 meses a temperatura 

ambiente a la sombra hasta el establecimiento de los ensayos. 

2.2. Tratamiento del suelo 

Para dar inicio con el presente estudio, se trabajó con un sustrato estándar: tierra de 

jardín y arena de mina en proporción 1:1, v/v. Para eliminar la carga nativa de HMA, el sustrato 

se autoclavó (121°C, 1.1 kgf/cm2, durante 15 min) en 3 ocasiones, dejando descansar el 

sustrato por un periodo de 24 horas entre cada sesión de autoclavado.  

2.3. Obtención de Plantago lanceolata libres de micorriza 

Se recolectaron semillas secas de Plantago lanceolata, las cuales fueron 

desinfectadas. Para ello, se colocaron en un tubo con agua y una gota de jabón líquido, para 

ser lavadas con agitación durante tres minutos. Después se realizaron tres enjuagues con 

agua y se descartaron las semillas que se encontraban flotando. Posteriormente, se lavaron 

con etanol al 70% durante un minuto e inmediatamente con una solución de cloro al 2% por 

15 minutos con agitación constante, siendo en ambos pasos enjuagadas 3 veces con agua. 

Una vez transcurrido ese tiempo, las semillas se colocaron en un tubo con agua por 24 horas, 

para acelerar el tiempo de germinación. 

Posterior a las 24 horas, se colocaron las semillas en macetas que contenían sustrato 

previamente autoclavado, dentro de fundas sunbag (Sigma-Aldrich). Se dejaron crecer por 

dos semanas con riego cada cuatro días, para luego utilizarse en los respectivos ensayos.  

2.4. Métodos de aislamiento de HMA usados en el estudio 
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Se aplicaron tres métodos para el aislamiento de HMA: (1) cultivo monospórico de esporas 

desnudas, (2) cultivo monospórico de esporas encapsuladas y (3) cultivo de fragmento simple 

de raíz. 

Para los métodos de cultivo monospórico de esporas desnudas y encapsuladas las 

esporas se extrajeron por medio de la técnica de tamizado húmedo y decantado propuesta 

por Gerdemann & Nicolson (1963), modificado por Sieverding (1983) para suelos tropicales y 

separación en gradiente de sacarosa. Cada muestra de 100 g de suelo se procesó a través 

de un colador normal (para eliminar fragmentos de materia orgánica grandes) y de un tamiz 

de 38 µ, en el cual se recolectaron las esporas.  

Una vez lavado el material recolectado en el tamiz de 38 µ, este se colocó en tubos 

falcon de 50 ml de capacidad. Los tubos con agua hasta la marca de 30 ml se colocaron en 

la centrífuga a 3500 rpm durante 5 minutos (Walker, 1999). Una vez transcurrido el tiempo se 

descartó el sobrenadante y se le adicionó sacarosa al 70% hasta la marca de 30 ml, para 

luego centrifugar bajo los mismos parámetros. Finalizado el proceso de centrifugación, el 

sobrenadante se depositó en el tamiz de 38 µ para eliminar los restos de sacarosa con ayuda 

de agua y finalmente ser trasladado a una caja Petri para extraer las esporas con ayuda de 

una micropipeta de 0.5 a 10 µ. 

2.4.1. Método 1: Cultivo monospórico de esporas desnudas 

Bajo un estereoscopio y con ayuda de una micropipeta se seleccionaron 100 esporas 

de diferentes morfotipos. Se recolectaron únicamente esporas de HMA con apariencia viable: 

color brillante, contenido lipídico y ausencia de manchas en la pared externa de la espora. 

Posteriormente, se inoculó una única espora sobre la raíz de tres plántulas de P. lanceolata 

de 14 días de edad. Seguidamente, las plantas se colocaron en pequeños recipientes de 

plástico con sustrato autoclavado (macetas) con huecos en la base para eliminar exceso de 

agua. 

Una vez sembradas las plantas, se les adicionó aproximadamente ~ 0.20g de un 

fertilizante de liberación lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domos 
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que se sellaron con ayuda de cinta masqui y plástico de envolver para evitar la contaminación 

cruzada con otros HMA. Se sembraron un total de 100 macetas utilizando este método. 

2.4.2. Método 2: Cultivo monospórico de esporas encapsuladas en alginato 

Para la evaluación de este método se preparó una solución de CaCl2 0.1 M y otra de 

alginato al 2%, las cuales se sometieron a proceso de autoclavado. Posteriormente el alginato 

se dispensó en una caja Petri y con ayuda de una micropipeta de 0.5 a 10 µL se adicionaron 

100 esporas de diferentes morfotipos extraídos al azar del inóculo y con apariencia viable. 

Adicionalmente, con ayuda de una micropipeta se tomó un volumen de aproximadamente 50 

µL alginato conteniendo una sola espora, para luego polimerizar con ayuda de la solución de 

cloruro de calcio. 

Posterior a la polimerización, se recuperaron las cápsulas polimerizadas de alginato 

con ayuda de un tamiz y se descartó la solución de CaCl2. Con ayuda del estereoscopio se 

verificó la presencia de una sola espora de HMA en cada una de las cápsulas de alginato, 

aquellas que no tuvieron esta característica se descartaron. 

Finalmente, se utilizó una cápsula (con solo una espora de HMA) y tres semillas de P. 

lanceolata previamente desinfectadas para cada uno de los 100 intentos de aislamiento 

utilizando esta metodología. Las cápsulas y semillas se sembraron en sustrato autoclavado y 

humedecido dentro de un vaso de plástico pequeño (macetas) con huecos en la base para 

eliminar exceso de agua. Una vez hecha la siembra, se les adicionó ~ 0.20g de un fertilizante 

de liberación lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domos que se 

sellaron con ayuda de cinta masqui y plástico de envolver. Se sembró un total de 100 macetas 

y al momento de regar, se hizo por los alrededores de la maceta, con el fin de evitar lavar la 

espora. 

2.4.3. Método 3: Aislamiento por cultivos a partir de fragmento de raíz 

En este tercer método a diferencia de los anteriores (en los que se utilizaron esporas 

de un inoculo almacenado) se utilizaron raicillas colonizadas por HMA procedentes de cultivos 

trampa activos con inóculo de la misma procedencia . Estas raíces se lavaron con agua 

destilada para eliminar la tierra circundante. Una vez lavadas, las raíces se cortaron en 
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fragmentos de 0.5 cm de longitud con ayuda de un bisturí estéril y se depositaron en un tubo 

falcon para pasar al tratamiento de desinfección. 

Para la desinfección se utilizó el protocolo propuesto por Cranenbrouck et al., 2005. El 

método consistió en la preparación de soluciones de Hipoclorito de Calcio al 6%, Cloramina T 

al 2% con una gota de jabón líquido, Estreptomicina al 0.02%, Gentamicina al 0.01% y Etanol 

al 75%. Adicionalmente se preparó agua desmineralizada (agua destilada dos veces) y medio 

de cultivo con Phytagel, los cuales se sometieron a proceso de autoclavado. 

Bajo cabina de flujo laminar se dio inicio al tratamiento de desinfección. El tubo que 

contenía las raíces se llenó con agua desmineralizada y se colocó en una superficie flotante 

dentro del sonicador para terminar de remover el material que pudo haber quedado en las 

raíces. Luego se depositaron en una jeringa de 50 ml conservando la aguja, donde se lavaron 

3 veces con agua desmineralizada. La función de la jeringa es ayudar a realizar los lavados 

eliminando el líquido utilizado a través de la aguja con ayuda del mecanismo propio del 

dispositivo y el sonicador para ayudarnos a remover todas las impurezas y los restos de 

soluciones utilizadas en la desinfección. 

Posterior a los 3 enjuagues, las raíces se trataron con una solución de etanol al 75% 

por 10 segundos y se lavaron nuevamente tres veces con agua desmineralizada. Después se 

adicionó la solución de Hipoclorito de Calcio a las raíces durante dos minutos (un minuto en 

el sonicador y otro minuto fuera de este) y se enjuagaron 3 veces con agua desmineralizada. 

Enseguida se trataron con la solución de Cloramina T y jabón líquido por 10 minutos (mitad 

del tiempo en el sonicador y la otra mitad fuera de él) y enjuagaron 3 veces con agua 

desmineralizada. 

Para el último paso de la desinfección se hizo una mezcla de la solución de 

Gentamicina y Estreptomicina, previamente purificadas con ayuda de filtros para jeringa con 

un tamaño de poro de 0.22 µm. La solución de antibióticos obtenida se utilizó para tratar las 

raíces durante 10 minutos (mitad del tiempo en el sonicador y la otra mitad fuera de él) y se 

enjuagó tres veces con agua desmineralizada. Las raíces ya tratadas se colocaron en una 

solución fresca de antibiótico y se mantuvieron ahí hasta el momento del sembrado.  
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Con ayuda de una pinza estéril se depositaron los fragmentos de raíces en cajas petri 

separados unos de otros y gracias a una micropipeta de 100 a 1000 µ se depositó una gota 

del medio con Phytagel sobre cada uno de los fragmentos de raíz presentes en las cajas petri. 

Estos cultivos se sellaron con papel Parafilm y plástico de cocina y se incubaron a 27° C por 

7 días. Con ayuda de un estereoscopio se seleccionaron fragmentos de raíz con crecimiento 

de hifas a partir de ambos extremos de los cortes, los cuales se inocularon en tres plántulas 

de P. lanceolata de 14 días de edad. Esto se sembró en sustrato autoclavado y humedecido 

dentro de un vaso de plástico pequeño (macetas) con huecos en la base para eliminar exceso 

de agua. 

Tras la siembra de las plantas, se les adicionó ~ 0.20g de un fertilizante de liberación 

lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domos que se sellaron con ayuda 

de cinta masqui y plástico de envolver. En total para este método, se sembraron 100 macetas.  

Las plantas se dejaron crecer en los sistemas anteriormente mencionados por un periodo de 

3 meses antes de la evaluación de sus raíces para verificar colonización por HMA.  

2.5. Toma de muestras 

2.5.1. Obtención de las raíces para procesar 

Con ayuda de unas pinzas se recolectaron al azar pequeños fragmentos de raíces que 

se encontraban en el sustrato utilizad, las raíces se almacenaron en tubos eppendorf de 1.5ml 

con alcohol al 70% hasta su procesamiento en el laboratorio. Las plantas se mantuvieron vivas 

hasta la verificación de colonización. 

2.5.2. Tinción y montaje de las raíces 

Las raíces se lavaron con agua tres veces para eliminar cualquier rastro de alcohol y 

se les adicionó KOH al 10%. Los tubos con KOH se introdujeron en una placa de 

calentamiento por 15 minutos, transcurrido este tiempo se descartó en KOH y se enjugaron 

tres veces con agua. Posteriormente se adicionó HCl al 10% durante un minuto, cuidando que 

no pase del tiempo establecido para evitar daños a la raíz e inmediatamente se adicionó azul 

de metileno a 0.05%. Los tubos con azul de metileno se introdujeron a la placa de 

calentamiento por 15 minutos. 
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Una vez teñidas las raíces, en portaobjetos etiquetados, con ayuda de una pinza se 

depositaron los fragmentos de raíces y con una pipeta Pasteur se adiciona una pequeña 

cantidad de PVLG para fijar las raíces. Con cubreobjetos se cubren las raíces y pasan a ser 

observadas en el estereoscopio, para evaluar si existe o no colonización. Fueron obtenidas 

una placa por cada maceta con aproximadamente 10 fragmentos de raíz cada una.  

2.5.3. Cuantificación de esporas viables y determinación de morfotipos de esporas de 

HMA del inóculo del café 

Se determinó la cantidad de esporas de HMA por cada 100g del sustrato utilizado para 

conocer su frecuencia en el inóculo proveniente de plantaciones de café. Adicionalmente, 

como complemento a los métodos de aislamientos 1 y 2, se realizó de forma paralela la 

determinación de los morfotipos de esporas encontrados. Para ello, las esporas extraídas del 

inóculo utilizado fueron clasificadas en morfotipos y montadas en placas portaobjetos con 

polyvinyl lactoglicerol (PVLG) y reactivo de Melzer. Con ayuda de una micropipeta se 

colocaron gotas de estos reactivos en dos lugares separados del portaobjeto, cinco esporas 

por cada sector. Se determinó las características morfológicas de las esporas utilizando los 

siguientes criterios: (1) color, se utilizó una cartilla presente en el libro de Brundrett et al. 

(1996) que define los colores como porcentajes de cian (C), amarillo (Y) y magenta (M). Esto 

con la finalidad de estandarizar la identificación del color de la espora y poder usar esa 

característica para su identificación; (2) forma, características morfológicas representativas y 

reacción a Melzer. Esta última se estableció observando si la espora en contacto con el 

reactivo adoptaba una coloración de tono rosado a lacre (según la intensidad de la reacción); 

(3) tamaño se determinó con ayuda de un microscopio con cámara, que permitió tomar las 

respectivas fotografías y medir el diámetro de la espora; (4) presencia de hifa de 

suspensión, que es la forma de conexión de la hifa con la espora, que es muy típica para 

cada género de HMA y (5) ornamentación externa de la espora. Con todas estas 

características identificadas se determinó cual es el género putativo al que pertenece cada 

uno de los morfotipos de esporas. 
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Capítulo tres 

Resultados y Discusión 

3.1. Cuantificación de esporas presentes en el inóculo utilizado. 

Por cada 100g de suelo se aislaron en promedio 50 esporas (Figura 2). Estos 

resultados se sustentan con lo mencionado por Bertolini et al. (2018) que en algunas 

localidades se encontró entre 76 a 96 esporas por cada 100g de suelo, acotando que el sitio 

de estudio es en varios cafetales de México. Adicionalmente, Urgiles Gómez et al. (2019) 

menciona que obtuvieron entre 83 a 120 esporas por cada 100g y este estudio fue realizado 

en la zona de la provincia de Loja. 

Figura 2 

Frecuencia de esporas aparentemente viables de HMA en 10 lotes de 100g de suelo 

 

Nota. El aislamiento de esporas se hizo con el método de tamizado húmedo y decantado 

propuesto por Gerdemann & Nicolson (1963), modificado por Sieverding (1983) para suelos 

tropicales y separación en gradiente de sacarosa. Cada barra representa una repetición (muestra 

de 100g de suelo). 

No obstante, en un estudio realizado con suelo de las mismas localidades de las que 

se consiguió el material biológico de partida, se obtuvo un promedio de entre 284 a 598 

esporas por cada 100g de suelo (Urgiles-Gómez et al., 2020). Estos resultados se apoyan con 
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lo presentado por Moína-Quimí et al. (2018) que en suelos ecuatorianos, hallaron un promedio 

de entre 140 a 340 esporas por 100g de suelo. Así mismo, cabe resaltar que Bertolini et al. 

(2018) expresa que la abundancia de esporas puede ser mayor en sistemas que no sean 

monocultivo o que tengan hospederos que promuevan la producción de esporas 

3.2. Identificación y caracterización de morfotipos 

Se identificaron cuatro morfotipos diferentes con sus características más destacadas 

(Tabla 2). Tres pertenecen al género Acaulospora y el otro al género Glomus. Urgiles-Gómez 

et al. (2020) en su trabajo realizado en las localidades de las cuales se extrajo el material 

biológico de partida para esta investigación, reporta que los géneros Glomus y Acaulospora 

fueron los dominantes. Se sustentan estos hallazgos gracias a lo obtenido por Bolaños-B et 

al. (2000) y Bertolini et al. (2018) al analizar cafetales colombianos y mexicanos 

respectivamente; sin embargo este último reportó la presencia de géneros adicionales como 

Gigaspora y Sclerocystis. 

Adicionalmente, Urgiles Gómez et al. (2019) y Moína-Quimí et al. (2018) reportan que 

en los suelos de Loja y sistemas agroforestales del Ecuador también, existe la presencia de 

Scutellospora y Gigaspora, aparte de Glomus y Acaulospora. Sangabriel-Conde et al. (2017) 

manifiesta que tanto Glomus como Acaulospora son los géneros predominantes en todos 

estos tipos de suelo. Así mismo, Campo-Arana et al. (2015) afirma que Glomus y Acaulospora 

son muy frecuentes en suelos tropicales con pH de 3.3 a 8 y Urgiles-Gómez et al. (2020) 

expresa que la dominancia o prevalencia de Glomus, es gracias a la facilidad y rapidez con la 

que infecta las raíces. 
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Tabla 2 

Caracterización morfológica de los morfotipos más abundantes obtenidos en los distintos aislamientos 

Morfotipo Color Forma Característica morfológica Género Reactivo 

Melzer 

Tamaño µm 

1 0% C, 80% Y, 0% M Globosa No presenta hifa de suspensión Acaulospora + + 171.43 

2 0% C, 100% Y, 30% M Globosa Presenta hifa de suspensión, pero ninguna 

ornamentación 

Glomus Negativo 84.31 

3 0% C, 80% Y, 10% M Globosa Presenta ornamentación reticulada con contenido 

lipídico abundante 

Acaulospora N/A 277.46 

4 0% C, 90% Y, 40% M Globosa No presenta hifa de suspensión Acaulospora N/A 106.96 

Nota. NA: No hay dato. +++: Positivo a Melzer muy pigmentado 

Para el análisis con tinción de Melzer, únicamente el morfotipo uno presentó una reacción positiva; mientras que el número dos, reacción 

negativa y para los dos restantes no fue posible obtener ese dato. Finalmente, para evidenciar la morfología de cada morfotipo se construyó una 

tabla con fotografías detalladas tanto con tinción de Melzer como sin ella (Tabla 3). 
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Tabla 3 

Fotografías de los diferentes morfotipos obtenidos 

Morfotipo Sin reactivo de Melzer Con reactivo de Melzer 

1 

  

2 

  

3 
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4 
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3.3. Evaluación de los métodos de aislamiento empleados 

En total entre los tres métodos empleados, se obtuvieron 38 aislamientos (Figura 3) 

los cuales fueron verificados por colonización micorrízica intraradicular (Figura 4). No 

obstante, mediante el primer método (cultivo monospórico de esporas desnudas) únicamente 

se obtuvo un total de 4 plantas colonizadas (4%) por HMA (Figura 4A). Un número similar de 

plantas con colonización efectiva de HMA fue reportado por Tapadar et al. (2017), quienes 

obtuvieron 5% plantas exitosamente colonizadas. Lo mencionado, coincide en parte con lo 

expresado por Walker (1999) acerca de los rangos de éxito sumamente bajos (alrededor de 

1%) para este método de aislamiento. Sin embargo, sí se han presentado porcentajes de éxito 

mayores que van desde el 14% hasta el 100% (El Hilali et al., 2022; Fracchia et al., 2001; 

Paré et al., 2022; Tchabi et al., 2010). Es importante mencionar que tanto Fracchia et al. (2001) 

como Paré et al. (2022) utilizaron una variación del método original, haciendo germinar 

primero las esporas  y luego adicionándolas a las raíces; esta técnica permite obtener cultivos 

monospóricos con mayor porcentaje de éxito. 

Con el segundo método (cultivo monospórico de esporas encapsuladas en alginato) 

se consiguieron 4 plantas colonizadas (4%) por HMA (cultivo por encapsulación con alginato) 

(Figura 4B). Similar a lo reportado por Declerck et al. (1996) que manifiesta que las cápsulas 

con una sola espora (metodología aplicada a este trabajo), poseen una menor capacidad de 

infección, al compararlas con las que tienen de 4 esporas en adelante. Esto es corroborado 

por De Jaeger et al. (2011) que inoculando cápsulas con grupos de más de una espora, 

demostraron que estas poseían una capacidad de infección muchísimo más alta con un rango 

de éxito de entre 25 a 32%. También se ha utilizado para cada planta 5 cápsulas con 200 

esporas cada una, reportando un 100% de éxito en la colonización (Jaizme-Vega et al., 2003). 

Aunque nuestro porcentaje de éxito no fue alto, la encapsulación en alginato, tiene muchos 

beneficios para los HMA del género Glomus y Acaulospora, ya que incrementa la capacidad 

del hongo para colonizar raíces y la resistencia de la planta al estrés hídrico (Rojas-Sánchez 

et al., 2022), por eso consideramos que el método de pregerminar la espora podría aumentar 



29 
 

nuestro porcentaje de éxito. Para obtener estos aislamientos, los métodos que incluyen un 

mayor número de esporas de HMA por cápsula solo son efectivos cuando se conoce con 

certeza que todas las esporas pertenecen a una misma especie (Jaizme-Vega et al., 2003) 

Con el tercer método aplicado (aislamiento por cultivos a partir de fragmentos de raíz) 

se consiguieron 30 plantas colonizadas (30%) por HMA (Figura 4C). Para esta técnica, Silvani 

et al. (2008) comentan que casi todas las plantas utilizadas en su estudio, fueron colonizadas 

por HMA. Por otro lado, Klironomos & Hart (2002) reportan que la capacidad infectiva de estos 

propágulos fue demasiado alta con hongos de los géneros Glomus y Acaulospora. Esto se 

debe a que los cultivos con fragmentos de raíz, presentan alta especificidad (Schalamuk & 

Cabello, 2010). Una desventaja del uso de fragmentos de raíz para la obtención de 

aislamientos es de que a pesar de que fue muy eficiente para colonizar las plántulas de P. 

lanceolata, no tenemos la certeza de que el fragmento de raíz contenga una sola especie de 

HMA por lo que deberán realizarse estudios posteriores (Silvani et al., 2008). Para estudios 

de obtención de comunidades de HMA el método más apropiado según nuestros resultados, 

es utilizando fragmentos pequeños de raíces desinfectadas, ya que la utilización de métodos 

de aislamiento centrados únicamente en esporas aumenta el sesgo de dejar otras especies 

de HMA que al momento no estaban esporulando o que rara vez producen esporas (Bever et 

al., 2001; Smith & Read, 2008) por lo que se sugiere la utilización de este método. 
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Figura 3 

Número de aislamientos de HMA obtenidos con los tres métodos empleados 

 

Nota. Cada método empleado tiene una barra azul y otra naranja. Las barras 

azules de todos los métodos representan los aislamientos exitosos y las 

naranjas los no exitosos. 

Figura 4 

Fotografías de los aislamientos obtenidos por cada método empleado 

 

Nota. Aislamiento obtenido por el primer método (A), aislamiento obtenido por 

el segundo método (B), aislamiento obtenido por el tercer método (C), 

colonización por endófitos oscuros (D), raíz no colonizada (E). 
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Adicionalmente, se obtuvieron algunas plantas tanto del primer y tercer método que 

presentaban colonización por hongos endófitos oscuros, pero no por hongos micorrízicos 

arbusculares (Figura 4D). Al respecto, Zubek et al. (2011) reporta la presencia de endófitos 

oscuros en el 36% de todas las especies analizadas en su investigación y que al igual que los 

HMA, pueden mejorar el rendimiento de la planta, especialmente en aquellas que no pueden 

ser colonizadas por HMA. 
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Conclusiones 

 La baja cantidad de esporas y bajo número de morfotipos encontrados puede deberse 

a que nuestro material biológico de partida es pequeño en comparación al lugar de su 

proveniencia, haciendo que represente una mínima parte de la gran cantidad de esporas y la 

diversidad de estas, que poseen estos suelos. 

 Gracias a las condiciones del sitio del que proviene el material biológico de partida, los 

géneros Acaulospora y Glomus presentan una gran dominancia sobre los otros géneros; 

específicamente este último, gracias a la rapidez y facilidad con la que puede colonizar las 

raíces de las plantas. 

 De los tres métodos de aislamiento empleados, se obtuvieron plantas colonizadas; sin 

embargo, el mejor de todos fue el cultivo a partir de fragmentos de raíces, con el que se obtuvo 

el 30% de colonización. 

 Uno de los dilemas al usar el método de cultivo a partir de fragmentos de raíces la 

dificultad de obtener aislamientos puros, debido a que puede haber más de una especie de 

HMA; no obstante, este método otorga algo de especificidad porque estos propágulos 

presentan un potencial infectivo altísimo para los géneros Glomus y Acaulospora, pero igual 

se deben realizar estudios posteriores. 
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Recomendaciones 

 En caso de querer aumentar el éxito en la colonización para el método por cultivo 

monospórico, diversos autores recomiendan primero la pregerminación de las esporas en 

medio de cultivo y luego la inoculación de estas en las raíces de la planta hospedera. 

En estudios de obtención de comunidades de HMA se recomienda el método por 

cultivo de fragmentos de raíz, debido a que utilizar métodos enfocados en esporas aumenta 

el sesgo de dejar por fuera otras especies que en ese momento no hayan estado presentes.  

Se recomienda estudiar más a fondo la colonización por hongos endófitos oscuros y 

como estos pueden representar una alternativa para las plantas que no pueden asociarse con 

los HMA. 
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Apéndice I 

Receta para preparar Polyvinyl-Lacto-Glycerol 

Ingredientes: 

• 100 ml de agua destilada 

• 100 ml de ácido láctico 

• 10 ml de glicerol 

• 16.6 g de alcohol polivinílico (PVA) 

Preparación: 

1. Mezclar todos los ingredientes en un frasco ámbar ANTES de adicionarle el 

PVA. 

2. El PVA debe estar hidrolizado al 99 o 100% y tener una viscosidad de entre 24 

a 32 centipoise, en una solución acuosa al 4% y a 20°C. 

3. Añadir el PVA a la mezcla de los demás ingredientes, en un baño de agua 

caliente, con temperatura de entre 70 a 80°C. 

4. Aproximadamente luego de 4 a 6 horas, la solución estaría completamente 

clara y se la deja incubar en el baño de agua caliente toda la noche.  

Fuente: Tomado del INVAM https://invam.ku.edu/ 
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Apéndice II 

Receta para preparar reactivo de Melzer 

Ingredientes: 

• 100 g de hidrato de cloral 

• 100 ml de agua destilada 

• 1.5 g de yodo 

• 5.0 g de yoduro de potasio 

Fuente: Tomado del INVAM https://invam.ku.edu/ 
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