
_ Micológico Vol. 7 (1-2) : 23 - 25 1992 ARTICULO BREVE 

UNA TECNICA PARA PREPARACIONES PERMANENTES DE LEVADURAS 

'"Jóabras clave:Preparaciones permanentes,levaduras 

L~ ,,'ords: Permanent slides, yeasts. 

lESUMEN 

Modificando una técnica indicada por Ana­
gaveitía-AlIende para microcultívos de levaduras, se 
obtuvieroll entre lamina y laminilla, preparaciones teñidas 
permanentes que mantienen su integridad por largo 
tiempo. 

: -T RODUCCION: 

Entre los métodos de microcultivos utili­
zados para la observación de estructuras de hongos ylas 
posteriores preparaciones permanentes en láminas, 
pueden citarse entre otros, los de gota pendiente (Van· 
tieghem & Le Mounier5), la inmersión de la lámina en 
medio sólido licuado (Rivalier & Lydei5, 8y Rivalier & 
Seydel modificado por Langeron & Guerra5 con frag­
mel1to de medio sólido sobre la lámina (Ridel 4) y el 
medio licuado de (Porto et al 4). Algunos textos de­
scriben el método Riedel 2,7 o el de Rivalier & Sey­
del 3.6, sin citar los respectivos nombres de los autores, 
lo que sugiere una falsa idea de que son métodos dife .­
rentes 

En estos métodos, el calentamiento del sis­
tema medio/cultivo, favorece la deshidratación y dese­
cación, y antecede a la fijación y coloración. A pesar de 
estar bien descritos, ninguno de éstos son prácticos y 
adecuados para preparaciónes permanentes con le· 
vaduras. 

La técnica de Dalmau 3,6, es indicada para mi­
crocultivo de levaduras, desarrolladas direclamente en 
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SUMMARY 
[ A teclllliqllefor pennanenls slides ofyeasts] 

This paper preseJUs Ihe microculture of yeast 
according 10 the modified technique of Anagaveitía- Al· 
lende. In tilis method, Ihe fungal stmcture are stained and 
remains in tire for permanent slides. 

la superficie del medio sólido en placa; la utilizada por 
Artagaveitía-Allende1 (comunicación personal, 1969), 
consta del microcultivo de levaduras en el medio sólido 
fundido y distribuído con pipeta sobre una parte de la 
lámina, sin posterior fraccionatniento del sistema medio/ 
cultivo (difiere también del método de Porto et al.4). 

En ambas técrJcas, no se indica la subsiguiente prepara­
ción permanente de la lámina. 

Por lo expuesto, este trabajo tiene como ob­
jetivos: Aplicar la técnica indicada por este autor para 
microcultivos de levaduras con el fin de obtener pos­
teriores preparaciones permanentes. 

MATERIAL YMETODOS 

Se emplearon 40 cepas de levaduras para los 
microcultivos, según la técnica indicada por Artaga­
veitía-Allende, l usando agar Corn Meal, 3,6 y azul de 
Amann. 4 

Microcultivos. Se colocó un portaobjeto sobre 
otro, dispuesto en cruz, o sobre un tubo fino de vidrio 
recurvado en formade U (como soporte), en el interior 

23 



Freparaci6n-penntincnte tU; Mminas con levaduras Maria F. Simas T. el al 

de "una pIaca de Petri, con fondo revestido coh papel 
filtro u otro tipo de papel absorbente. Se esterilizó en 
autoclave,para evitar la ruptura del portaobjetos. 

En baño-maría, s.e lit úa el ágar Corn-Meal y 
con pipeta graduada estéril~e extienden 1-2 mlsobre la 
lámina, en una capa uniforme del medio, sin dejar qu·e. 
el mismo alcance los márgenes de éstos. 

Después de la solidificación del medio, se 
sembró en su superficie la levadura en una estría ~ntral 
longitudinal, teniendo el cuidado de no perforarlo. 

Con el auxilió de una pinza flameada y enfria­
da, se CUbrió parcialmente con un cubreobjeto una 
parte (la mitad aproximadamenteen sentido longitudi­
nal) de. la estría del inóculum, dejando la atraen total 
aero.biosis. Con auxilio dé una pipeta esterilizada, se 
humedeció con agua estéril .el papel colocadO" en el 
fondo de la placa, para mantener la humedad ambiente 
y evitar la deshidratación d.el medio de cuitivo. 

Todas las placas se dejaron a T" ambiente (27-
30°C), durante 72 horas. 

Observación microsc9pica. Para evitar la con­
densación en los objetivos, se cubrió con un cubreob­
jeto esttril la parte de la estría correspondiente al 
desarrollo en aerobiosis. Sin colorantes se efectuó la 
observación microscópica en los2 sistemas de desarro­
llo: el demicroaerobiosis (con él primer cubreobjeto) 
yel de aerobiosis ( con el segundo cubreobjeto) (Figu­
ra 1). 

Coloración. Se colocaron gotas ce azul de 
Amann alrededor de los cubreobjetos, sin que estos· 
fueran cubiertos por el colorante. 

Preparación de láminas permanentes: 

a) Deshidratación. se retiró de la placa el por­
taObjetos con los nticrocultivos junto al Soporte y el 
papel humedecido dél "fondó de ésta; ésta se secó con 
papel estéril y.se procedió a colocar en ella el portaob­
je1P con el microcultivo, y al ntismo tiempo, en la cara 
interna de la tapa, un disco de papel absorvente para 
evitar que el agua de condensación humedeCiera el 
microcultivo. Al mismo tiempo semantuvq la humedad 
necesaria evitando así la deshidratación brus·cadeI 
medio .. Se incubó a 37° C hasta completar la deshidrata-
ción, la cual fUé gradual y prolcmgada durante un 

períoctó de hasta 8 días. 

b) RecubrimientO.- Después de retirar el ex­
ceso del medio teñidq con colorante alrededor de las 
l" minillas, sesellaron.sus bordes ron esmalte para uñas 
o bálsamo de Canadá para su observación al micros-
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copio para luego archivarse en la elasmoteca. 

RESULTADOS Y DISCUSION: 

Blastosporas, clantidosporas, anrosporas, pseu· 
domicelio y micelio verdadero, son fácilmente observa· 
dos aunque sea: sin coloración. Cuando son Coloreadas 
con azul de Amann4 ,7, éstas estructuras son visuali­
zadas en azul, lo mismo ocurre en relación al clivaje ci­
toplasmático (endosporas), como asl los. ascos y ascos­
paras de las levaduras. 

Ladeshidratacióngradualy prolongada a 37°C 
del microcultivo teñido, permite la preparación perma­
nente de láminas con levaduras, sin producir modifica­
ciones en el ordenamiento y en la forma de las estructu-
ras. 

Las preparaciones permanentes, obtenidas a 
íravés de esta técnica, están archivadas en la elasmote­
ca del Laboratorio de Micología, Departamento de Pa­
tología, Universidad de Amazonás. Entre estas prepara­
ciones permanentes, m\¡Chas están archivadas hace 4 
años y 90iltinúan eS.tabilizadas en cuanto a ordenación,. 
forma y color de sus estructuras. Lo expuesto, indica 
qué éste es un método práctico y adecuado para prepara­
ciones permanentes de estos microorganismos, 
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PLACA 

~~or--- PAPEL FILTRO 

~F=~~~~~~ __ LAMINA/SOPORTE 

A ++-I+-LAMINA 

lof-++1H- MEDIO DE CULTIVO 

STRIA CENTRAL 

LAMINILLAS 

FIGURA 1 • MICROCULTIVO 

Laminilla A: Colocada sobre la estría después de efectuada la siembra 
Laminilla B: Colocada sobre la estrla 72 horas después del desarrollo de microcultivo. 
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