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El presente protocolo de diagnostico fitosanitario fue desarrollado en las instalaciones de la
Direccion del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), con el objetivo de diagnosticar especificamente la presencia o ausencia de
Verticillium dahliae. La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que respalda los
resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacién o variaciones en la metodologia
especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no esperados, por lo
que es responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protocolo de forma correcta.

La presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial de
cambios.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO
Describir la metodologia aplicada en el Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de
Referencia para la deteccion e identificacion de Verticillium dahliae mediante caracterizacion
morfomeétrica, a partir de semilla de espinaca.

2. INTRODUCCION

2.1 Informacion sobre la plaga

Verticillium dahliae tiene un amplio rango de hospedantes, entre los que se encuentran mas de
400 especies de plantas lefiosas, herbaceas, anuales y perennes. La marchitez por Verticillium
es favorecida por suelos con alto contenido de humedad y temperatura en un intervalo de entre
21 °Cy 27 °C, condiciones que permiten al microesclerocio (estructura de resistencia) persistir
por largos periodos hasta ser estimulado por exudados en la raiz y penetrar en ésta (Anexo 8.1).
Los sintomas méas comunes son clorosis y necrosis foliar prematura, y la decoloracion en raices
y tallos, éstos pueden variar dependiendo del hospedante que infecte (Berlanger y Powelson,
2000).

Este hongo se encuentra distribuido en casi todos los continentes: quince paises en Africa, diez
paises en Ameérica, catorce paises en Asia, veintinueve paises en Europa y en la mayoria de los
estados de Oceania. En México se encuentra como plaga no cuarentenada reglamentada y esta
presente solo en algunas regiones; sin embargo, debido a su amplio espectro de hospedantes y
a sus estructuras de resistencia, representa una gran problematica fitosanitaria (SENASICA,
s.f.).

Snyder y Wilhelm (1962) reportaron la transmision de Verticillium dahliae a través de semilla
de espinaca, representando una fuente de dispersion e introduccion del patégeno hacia nuevas
areas durante la siembra y establecimiento del cultivo. California produce cerca del 78% de la
semilla producida en Estados Unidos de Norteamérica y México es uno de los paises
importadores, siendo el Unico pais que requiere la certificacion de la semilla de espinaca con un
umbral no mayor al 10% de semilla infectada por Verticillium dahliae.

Versién 1.0

[1]




SAGARPA » SENASICA

ULT #. LB SERVICIO MACHIMAL TVE CANIDAD,
A [ e INCHCUTDATEY CALIDATY
WO LM BN T ARLA

2.2 Informacion taxonémica
Nombre cientifico: Verticillium dahliae Kleb, 1913
Nombre comun: Marchitez por Verticillium (espafiol)
Marchitez de la espinaca (espafiol)
Verticilosis (espafiol)
Verticillium wilt (inglés)
Sinénimos: Verticillium albo-atrum var. dahliae Kleb, 1950
Verticillium tracheiphilum Curzi, 1925
Verticillium ovatum Berk y Jacks, 1926
Posicion taxondémica:
Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Plectosphaerellaceae
Género: Verticillium
Especie: Verticillium dahliae

(Robert, Stegehuis y Stalpers, 2005)
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3. DETECCION E IDENTIFICACION

3.1 Aislamiento e incubacion

De acuerdo con la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA, por sus siglas en
inglés International Seed Testing Association, 2018), para el aislamiento y diagndstico de
Verticillium dahliae se puede utilizar la técnica de incubacion en medio selectivo NP-10 agar
cuando la semilla no ha recibido un tratamiento (NSHS, 2012 a).

Si la semilla ha recibido algun tipo de tratamiento, ya sea de naturaleza fisica, bioldgica o
quimica, es recomendable utilizar la técnica de incubacion en papel secante y congelacion; ya
que los fungicidas pueden reaccionar con los componentes del medio de cultivo y propiciar una
alteracion en los resultados (NSHS, 2012 b). Algunas veces es dificil saber si la semilla ha
recibido algun tratamiento o no; por lo que para fines préacticos, el Laboratorio de Micologia del
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria realiza los dos métodos concertadamente,
utilizando la mitad de las semillas para cada método.

3.2 En medio de cultivo NP-10

Basado en el protocolo NSHS (2012 a):

1) Desinfestar 200 semillas de espinaca sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% durante 60 segundos con agitacion constante, decantar y enjuagar tres veces con agua
destilada estéril durante 1 minuto.

2) Colocar las semillas sobre papel secante estéril para permitir su secado aproximadamente de
1 a2 horas.

3) Una vez secas, sembrar las semillas en medio de cultivo NP-10, depositando 25 semillas por
caja Petri, hasta terminar con las 200 semillas, teniendo cuidado de presionar cada semilla
para que quede fija en el medio de cultivo y evitar su desprendimiento.

4) Incubar a 25 °C * 2 °C durante 14 dias, manteniendo las cajas en posicion invertida durante
la incubacion para evitar condensacion y contaminacion.

5) Examinar con un microscopio estereoscopico cada una de las semillas a los 5, 9 y 14 dias
después de la siembra, en busca de crecimiento colonial y microesclerocios (3.3).

Nota: la incubacién termina una vez desarrollados los microesclerocios; en caso
contrario continuar la incubacion hasta los 14 dias.

Versién 1.0
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6) Elaborar montajes temporales o permanentes de acuerdo con el Anexo 8.3.

7) Observar la disposicion de los conidioforos y realizar 10 mediciones de cada estructura
(conididforos y conidios).

8) Comparar las mediciones con la literatura de referencia para determinar la especie.

3.2.1 Interpretacion de resultados

Para determinar la presencia de Verticillium dahliae se deben observar colonias con
microesclerocios en arreglo concéntrico en medio NP-10, con conidioforos verticilados y
conidios caracteristicos (3.4, 8.2 y Cuadro 1). Realizar el conteo de semillas con presencia de
microesclerocios con un porcentaje de incidencia mayor de 10%.

Si no se detecta la presencia de microesclerocios o las estructuras no corresponden con
Verticillium dahliae, se debe reportar el diagndstico para esta técnica como negativo y se
observa el resultado de la técnica de incubacion en papel secante (3.3).

3.3 En papel secante y congelacion

Basado en el protocolo NSHS (2012 b).

1) Desinfestar 200 semillas de espinaca sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% durante 1 minuto con agitacién constante, decantar y enjuagar tres veces con agua
destilada estéril durante 1 minuto.

2) Colocar las semillas sobre papel secante estéril para permitir su secado aproximadamente
una la 2 horas.

3) Depositar 25 semillas por cAmara humeda, hasta terminar con las 200 semillas.

4) Armar cadmaras himedas. Colocar en cajas Petri de cristal un circulo de papel filtro
Whatman® del nimero 4 (puede utilizarse otro tipo de papel filtro o papel absorbente) y
esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 15 libras o durante 2 horas a 160 °C con calor
seco. Dejar enfriar.

5) Al momento de la siembra, bajo condiciones asépticas, humedecer el papel filtro de la caja
Petri esterilizada con agua destilada estéril e incubar a 25 °C £ 2 °C durante 24 horas en
oscuridad.

Versién 1.0
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6) Transferir las camaras himedas a -20 °C + 2 °C en oscuridad y mantener en estas condiciones
durante 24 horas para inhibir la germinacion de las semillas.

7) Regresar a incubacién a 25 °C + 2 °C durante 12 dias.

8) Examinar con un microscopio estereoscopico cada una de las semillas a los 5, 9 y 14 dias
después de la siembra, en busca de crecimiento colonial y microesclerocios (3.4).

Nota: la incubacion termina una vez desarrollados los microesclerocios; en caso
contrario continuar la incubacion hasta los 14 dias.

9) Elaborar montajes temporales o permanentes de acuerdo con el Anexo 8.3.
10) Realizar 10 mediciones de cada estructura (microesclerocio, conidiéforos y conidios).

11) Comparar las mediciones con la literatura de referencia para determinar la especie.

3.3.1 Interpretacion de resultados

Para determinar la presencia de Verticillium dahliae se deben observar microesclerocios sobre
las semillas con un porcentaje de incidencia mayor a 10%, con conidiéforos verticilados y
conidios caracteristicos de V. dahliae (3.4 y Cuadrol).

Si no se detecta la presencia de microesclerocios o las estructuras no corresponden con
Verticillium dahliae, se debera reportar el diagndstico para esta técnica como negativo.

3.4 Descripcion morfométrica
Para determinar la presencia de Verticillium dahliae se deben de identificar las siguientes
caracteristicas (Smith, 1965; EPPO, 2007; ISF, 2015):
= Microesclerocios: estructuras de sobrevivencia (Figura 1 a y b), compuestas por masas
negras de células fungosas melanizadas de paredes gruesas (Figura 1 i, j y k), con un
didmetro de 15-50 (-100) um, crecen sobre las semillas infectadas y forman anillos
conceéntricos en medio de cultivo (Figura 2).

= Conidioforos: verticilados ramificados, raramente con ramificaciones secundarias, en
forma de arbol, hialinos (Figura 1 d y e), con fialides que nacen en forma de verticilos
sobre el conidioforo (Figura 1 fy g), de 1-5 fidlides (generalmente 4). Fialides retas a
ligeramente curvas con un seto en la base.

Versién 1.0
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» Conidios: hialinos, elipsoidales irregulares, sub-cilindricos, unicelulares, raramente con
un septo, nacidos individualmente en el &pice de la fialide y a menudo agregado en
cabezuelas de 2.5—-8x 1.4-3.2 um (Figura 1 h). Mas detalles sobre su morfologia ver
Figura 4.

Flgural Estructuras de V. dahliae. a) Mlcroescler00|os b) Mlcroesclerocms viables con
conidioforos; ¢) micelio con células hinchadas; d) Conidioforo; e) Conidioforo ramificado;
f) Fialide verticilada; g) Fialide solitaria; h) Conidios; i) Microesclerocio; j)
Microesclerocio en tallo; k) Hifas cortas pigmentadas unidas a microesclerocio (Inderbitzin
etal., 2011).

Figura 2. Microesclerocios de Verticillium dahliae: a) Semilla de espinaca con microesclerocios viables; b y ¢)
Distribucion de microesclerocios en anillos concéntricos, sobre medio de cultivo NP-10 (Fotografias: G. Hiddink,
citado por ISTA, 2018).

Verticillium dahliae puede ser facilmente confundido con otras especies (Cuadro 1), como
Verticillium albo-atrum; sin embargo, ésta Gltima no forma microesclerocios y tiene una
coloracion obscura en la base del conidioforo (ISF, 2015) (Figura 5).

Version 1.0
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Otras especies de Verticillium que pueden ser detectadas sobre semillas de espinaca son
Verticillium nigrescens, esta especie posee conididforos parecidos a los de V. dahliae y forma
pequefias clamidosporas oscuras sobre medio NP-10 agar, que son mucho mas pequefias que los
microesclerocios de V. dahliae (Cuadro 1) (ISF, 2015).

Verticillium tricorpus, forma un pigmento amarillo en medio el medio de cultivo y
microesclerocios mas grandes (Figura 6) que los de V. dahliae que tienden a estar dispersos en
un patron aleatorio sobre medio de cultivo, mientras que las V. dahliae tiende a formar
microesclerocios en anillos concéntricos (Figura 2) (EPPO, 2007; ISF, 2015).

Para poder distinguir V. dahliae de otras especies, es importante observar la presencia de
microesclerocios, asi como su distribucion, la ausencia de pigmentacién sobre el medio de
cultivo NP-10 agar y las caracteristicas morfométricas de sus estructuras (Cuadro 1).

Nota: si las caracteristicas no corresponden a las de V. dahliae y requiere determinar

la especie, reaislar en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) para comparar la
morfometria con otras especies (Cuadro 1 del Anexo 8.2).

3.5 Identificacion de la plaga

Para el caso de semillas de espinaca en el Mddulo de Requisitos Fitosanitarios se establece una
tolerancia permitida de hasta el 10% de semillas infectada con V. dahliae, para ello, se requiere
obtener el porcentaje de semillas con presencia microesclerocios:

1) Examinar con un microscopio estereoscopico la presencia de microesclerocios caracteristicos
de Verticillium dahliae, en cada una de las semillas.

2) Contar el nimero total de semillas con microesclerocios.

3) Calcular el porcentaje de incidencia de la muestra.

No.de semillas con microesclerocios

No total de semillas X 100 = Porcentaje de incidencia

Nota: en semilla tratada, es importante observar la presencia de conidi6foros a partir
de microesclerocios para determinar que se trata de V. dahliae. En caso de no presentar
microesclerocios ni conidiéforos a partir de éstos, se considera la identificacion
unicamente a nivel de género.

Versién 1.0
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Si el porcentaje de incidencia de semillas con microesclerocios es mayor al 10%, debe reportarse
el diagnostico como positivo a Verticillium dahliae, sefialando la siguiente leyenda:
= “El porcentaje de semillas con presencia de microesclerocios de Verticillium dahliae (%)
sobrepasa el limite de tolerancia permitido”.

Si el porcentaje de incidencia de semillas con microesclerocios es igual 0 menor a 10%, el
resultado se considera como negativo, sefialando el porcentaje obtenido e indicando que no
rebasa el limite de tolerancia permitido, con la siguiente leyenda:
= “El porcentaje de semilla con presencia de microesclerocios de Verticillium dahliae es de
(%), por lo que no excede el porcentaje de tolerancia permitido de 10%”.

4. REGISTROS

Almacenar los registros y evidencia del proceso de diagnéstico de Verticillium dahliae. La
muestra debe permanecer almacenada durante al menos un mes posterior a la emision del
resultado, en caso de requerirse una corroboracion de los resultados o debido a controversia de
los mismos; posterior a este tiempo se inactiva y desecha.

En caso de un resultado positivo:

e Resguardar las semillas que no se utilizaron en el diagndstico y almacenarlas en su
empaque original a temperatura ambiente, debidamente identificadas.

e Para el caso de semillas con presencia de microesclerocios, colocarlas dentro de un vial a
temperatura ambiente, debidamente identificadas con los datos de la muestra.

e Mantener laminillas permanentes donde se observen las caracteristicas morfologicas.

e Preservar la cepa del hongo, evitar la transferencia continua de la cepa, por lo que se
pueden utilizar técnicas de preservacion que garanticen la conservacién de la viabilidad
del hongo y mantenerla en las condiciones adecuadas, debidamente identificadas con los
datos del patogeno y de la muestra.

5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL
Correo: lab.micologia@senasica.gob.mx
Teléfono: 01 (52) 55 5905 1000, Ext. 51424, 51409 y 51373

6. RECONOCIMIENTO
Este protocolo fue elaborado por el Laboratorio de Micologia del CNRF (Lervin Hernandez
Ramos, Magnolia Moreno Velazquez y Nayeli Carrillo Ortiz), revisado por la Jefatura del
Departamento de Fitopatologia (Maria del Rocio Hernandez Hernandez) y editado por el Grupo
DiaFi (Ana Karen Preuss Angeles y Ariana Guadalupe Robles Zarate).

[9]
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8. ANEXOS

8.1 Ciclo de vida

Formaciéon de
conidios y
colonizacién Clorosis, necrosis, y
sistémica del marchitez del
sistema follaje

vascular

Colonizacion de

Acceso a vasos tejido senescente
del xilema

Colonizacion de la

. Desarrollo de
corteza de la raiz

microesclerocios en

Penetracion directa tejido muerto

de la punta de la raiz

Exudados de raiz Microesclerocios libre en

estimula la suelo o dentro de restos
germinacion de los vegetales
microesclerocios

Figura 3. Ciclo de vida de Verticillium dahliae. Imagen original: Berlanger y Powelson, 2000.
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8.2 Descripcion morfologica de especies de Verticillium

Verticillium dahliae Kleb.
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Figura 4. Descripcion morfoldgica de V. dahliae. 1) Conidiéforos desarrollados en micelio aéreo; 2) Verticilos, fidlides y conidios agrupados. 3 y 4) Conidiéforos

desarrollados en epidermis de tallo; 5-10) Conidios montados en lactofenol; 11) Conidios montados en agua; 12) Conidios germinados después de 10 horas en agua
dibujos restantes: microesclerocios, conidioforos, y conidios en tejido de tallo. Tomado y modificado de Smith (1965).
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Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold

if \ (| f Hifa oscura
torulosa
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| | /
En tallo
Conidioforo en raiz
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Figura 5. Descripcién morfologica de V. albo-atrum. 1-4) Conidiéforos formados en raices; 5-9) Conidios montados en lactofenol; 10) Conidios montados en agua
11) Conidios germinados después de 10 horas en agua; 12) Conidios geminados durante 24 horas en medio de cultivo que muestra fialides y conidios secundarios;

dibujos restantes: micelio oscuro toruloso, conidiéforos y conidios sobre tejido de tallo. Tomado y modificado de Smith (1965)
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Figura 6. Descripcion morfolégica de V. tricorpus. 1-4) Conidi6foros de células epidérmicas; 5) Conidios primarios y secundarios no septados; 6) Conidios con un
septo (montados en lactofenol); 7) Conidios después de 30 minutos en agua; 8) Conidios septados que germina en el agua para formar fialide ramificada y conidios
secundarios; 9) Conidios germinados después de 10 horas en agua; dibujos restantes de microesclerocios, micelio toruloso y oscuros, conidiéforos y conidios en medio

de cultivo. Tomado y modificado de Smith (1965).
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Cuadro 1. Descripcién morfol6gica de especies de Verticillium patégenas de plantas (EPPO, 2007)

Micelio
Color del micelio
Sectores hialinos

Micelio en reposo
Microesclerocios

(m)
Clamidosporas

Conidi6foros

Color

No. de fialides
Media de fialides
(Hm)

Conidios

Formay color

Tamafio (um)

Patogenicidad

Saprofito de suelo

Negro
+

15-50 (-100)

Hialino
3-5
16-35x1-2.5

Hialino, elipsoidal
airregular, sub-
cilindrico,
unicelulares,
raramente con un
septo

2.5-8x1.4-3.2
Alta

Presencia (+); Ausencia ()
Las colonias de V. tricorpus muestran un tipico color amarillento en medio de cultivo tan pronto como las colonias se vuelven visibles (usualmente dentro de 1
semana). Descripcién en cultivos crecidos en PDA a 20 °C durante 2-3 semanas (EPPO, 2007).
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Negro grisaceo
+
3-7

Hialino con la base
hinchada negra
2-4
20-30 (—50) x
1.4-3.2

Hialino, elipsoidal
a irregular, sub-
cilindrico,
unicelulares,
raramente con un
septo
3.5-10.5 (—12.5) x
2—4
Alta

Negro dorado
+

3.5-7
60-85
7.5-11

Hialino
3-4
1225 x2-3

Hialino, elipsoidal
airregular, sub-
cilindrico,
unicelular

3.5-10x 1.5-3.5
Poca

+

[15]

Negro pardusco

5.5-8 (~10)

Hialino
1-3
20-35 (—50) x 1.5-3

Hialino, elipsoidal
airregular, sub-
cilindrico,
unicelular,
ocasionalmente de un
septo

4-8.5 x 1.5-2.5

Poca

+
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Negro pardusco
+

8.5—-17

Hialino
1-3
25-35 (—40) x 1-2.5

Hialino, elipsoidal
airregular, sub-
cilindrico,
unicelular,
ocasionalmente de un
septo

4-10 (-12.5) x 2.5-3.5

Poca

+

Negro grisaceo

2-35

Hialino con la
base café
3-6

14-37 x 1.5-5

Hialino,
elipsoidal
a irregular,
sub-cilindrico,
unicelular

3-8 x1.5-3
Poca
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8.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo NP-10 es un medio selectivo que permite obtener resultados satisfactorios
cuando se pretende determinar la presencia de V. dahliae a partir de semillas.

Durante la preparacion del medio de cultivo, debe tenerse especial cuidado en las condiciones
en que se preparan e incorporan los antibioticos, ya que pueden ser inactivados con luz directa
y altas temperaturas durante largos periodos exposicion.

Cuadro 2. Componentes del recipiente A medio NP-10 agar

Acido poligalacturdnico, Na sal de 509
naranja grado SIGMA (P-3889)
NaOH pellets 2(0.025N) 12g

Adicionar agua destilada o
desionizada
]_a concentracion de NaOH en el recipiente A debe ser aproximadamente de 0.025 N

500 mL

Cuadro 3. Componentes del recipiente B medio NP-10 agar

Agar 15¢
KNOs3 lg
KH2PO4 1lg
KCI 059
MgS0O2.H20 05¢g
Tergitol NP-10 0.5mL
Adl_Clo_nar agua destilada o 500 mL
desionizada

Antibidticos
Cloranfenicol® 05¢g
Sulfato de estreptomicina® 059
Clorhidrato de clortetraciclina ¢ 059

b.c.d Adicionar después de la esterilizacion en autoclave

Cuadro 4. Componentes del recipiente A+B medio NP-10 agar

Recipiente A 500 mL

Recipiente B 500 mL

Volumen total 1000 mL
[16]
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Preparacion de medio NP-10 (modificado de medio NP-10 de Sorenson) (ISF, 2015):

1) Preparar por separado el contenido del recipiente A (Cuadro 2) y el recipiente B (Cuadro 3)
y esterilizar en autoclave (120 °C por 20 minutos a 15 libras).

2) Dejar enfriar ambos recipientes (utilizar bafio de agua fria).

3) Preparar una solucién de clorotetraciclina (15 mg/mL de metanol o etanol al 96%),
Cloranfenicol (100 mg/mL de metanol o etanol al 96%), y sulfato de estreptomicina (25
mg/mL de agua destilada estéril); y esterilizar por filtracion. Se puede preparar un stock de
soluciones y almacenar en refrigeracion.

4) Adicionar la cantidad apropiada de cada solucion de antibidticos en el recipiente B y mezclar.

5) Adicionar el contenido del recipiente A al recipiente B (Cuadro 4).

6) Mezclar utilizando un agitador magnético.

7) Vaciar el medio en cajas Petri y almacenar bajo condiciones de oscuridad.

8.4 Elaboracion de montajes

8.4.1 Preparaciones temporales con cubreobjetos

1) Colocar una gota de medio de montaje (lactofenol, acido lactico o glicerina, con colorante de
azul de Nilo) sobre un portaobjetos. Evitar la formacion de burbujas de aire.

2) Adicionar las estructuras del hongo sobre la gota con ayuda de una aguja de diseccion o de
un alfiler entomoldgico.

3) Colocar un cubreobjetos sobre la gota y presionar ligeramente, eliminar el excedente del
medio de montaje.

4) Observar las estructuras con un microscopio compuesto.

5) En caso de que no se aprecien las estructuras caracteristicas, realizar otra preparacion,
cuidando que los conidioforos se mantengan intactos a fin de observar con claridad su
disposicion, tamafio y forma de conidios.

8.4.2 Preparaciones temporales con cinta adhesiva

1) Colocar en un portaobjetos una gota de medio de montaje con colorante (lactofenol, acido
lactico o glicerina, con colorante de azul de Nilo).

2) Con un pedazo de cinta adhesiva transparente tocar con delicadeza y en forma superficial el
area de la semilla con crecimiento del hongo para obtener las estructuras.

3) Pegar la cinta sobre el portaobjetos cuidando que las estructuras queden dentro de la gota.

4) Observar con un microscopio compuesto.

[17]
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8.4.3 Preparaciones permanentes

1) Colocar una gota de medio de montaje con colorante (lactofenol, acido lactico o glicerina,
con azul de Nilo) sobre un portaobjetos.

2) Adicionar las estructuras del hongo sobre la gota con ayuda de una aguja de diseccion o de
un alfiler entomoldgico. Eliminar la formacion de burbujas con una aguja o calentar el
portaobjetos (sin sobrecalentar) en un mechero o plancha.

3) Con ayuda de un sacabocados, formar un anillo de parafina alrededor de la gota. Para esto,
calentar el extremo del sacabocados e introducirlo en parafina sélida e inmediatamente
colocarlo alrededor de la gota.

Nota: el diametro del sacabocados debe ser mayor al de la gota.
4) Colocar un cubreobjetos sobre el anillo de parafina y calentar hasta que el anillo se derrita,

cuidando que no queden burbujas de aire en la gota ni en la parafina.
5) Dejar enfriar y observar con un microscopio compuesto.

[18]
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