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ARTICULO BREVE

UNA TECNICA PARA PREPARACIONES PERMANENTES DE LEVADURAS

*mabras clave:Preparaciones permanentes,levaduras

L=+ words: Permanent slides, yeasts.

FZESUMEN

Modificando una técnica indicada por Arta-
gaveitia-Allende para microcultivos de levaduras, se
obtuvieron entre lamina y laminilla, preparaciones tefiidas
permanentes que mantienen su integridad por largo

tiempo.

" NTRODUCCION:

Enire los métodos de microcultivos utili-
zadas para la observacion de estructuras de hongos ylas
posteriores preparaciones permanentes en ldminas,
pueden citarse entre otros, los de gota peadiente (Van-
tieghem & Le Mouniers), lainmersién de la ldmina en
medio sélido licuado (Rivalier & Lydel® 8y Rivalier &
Seydel modificado por Langeron & Guerra’ con frag-
mento de medio sélido sobre la l4mina (Ridel 4) y el
medio licuado de (Porto et al #). Algunos textos de-
scriben el método Riedel 27 o el de Rivalier & Sey-
del >4, 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 deshidratacion y dese-
cacion, y antecede a la fijacion y coloracién. A pesar de
estar bien descritos, ninguno de €stos son practicosy
adecuados para preparaciénes permanentes con le-
vaduras.
La técnica de Dalmau 3%, es indicada para mi-
crocultivo de levaduras, desarrolladas directamente en
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SUMMARY
[ A technigue for permanents slides of yeasis]

This paper presents the microculture of yeast
according to the modified technigue of Artagaveitia- Al-
lende. Inthis method, the fungal siructure are stained and
remains intire for permanent slides.

la superficie del medio sélido en placa; la utilizada por
Artagaveitfa-Allende! (comunicacion personal, 1969),
consta del microcultivo de levaduras en el medio sélido
fundido y distribuido con pipeta sobre una parte de [a
l4mina, sin posterior fraccionamiento del sistema medio/
cultivo (difiere también del método de Porto et al.®).
En ambas técnicas, no se indica la subsiguiente prepara-
cién permanente de la ldmina.

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 Y METODOS

Se emplearon 40 cepas de levaduras para los
microcultivos, segtin la técnica indicada por Artaga-
veitia-Allende,! usando agar Corn Meal, *6 y azul de
Amann. 4

Microcultivos. Se colocé un portaobjetosobre
otro, dispuesto en cruz, o sobre un tubo fino de vidrio
recurvado en formade U (como soporte), en el interior
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de una placa de Petri, con fondo revestido con papel
filtro v otro tipo de papel absorbente. Se esterilizé en
autoclave,para evitar la ruptura del portaobjetos.

En bafio-maria, se licaa el agar Corn-Meal y
con pipeta graduada estéril se extienden 1-2 mlsobrela
ldmina, en una capa uniforme del medio, sin dejar que
el mismo alcance los mérgenes de €stos.

Después de la solidificacién del medio, se
sembroensusuperficielalevadura en una estria central
longitudinal, teniendo el cuidado de no perforarlo.

Con el auxilio de una pinza flameada y enfria-
da, se cubri6 parcialmente con un cubreobjéto una
parte (la mitad aproximadamente en sentido longitudi-
nal) de la estria del in6culum, dejando 1a otraen total
aerobiosis. Con auxilio de una pipeta esterilizada, se
humedecié con agua estéril el papel colocado en el
fondo dela placa, paramantener lahumedad ambiente
y evitar la deshidrataci6n del medio de cultivo.

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

Observacién microscépica, Para evitar la con-
densacion en los objetivos, se cubrid con un cubreob-
jeto estéril la parte de la estria correspondiente al
desarrollo en aerobiosis. Sin colorantes se efectud la
observacion microscépica en los 2 sistemas de desarro-
llo: el de microaerobiosis (con el primer cubrecbjeto)
y el de aerobiosis ( con el segundo cubreobjeto) (Figu-
ral).

Coloracién . Se colocaron gotas de¢ azul de
Amann alrededor de los cubreobjetos, sin que estos
fueran cubiertos por el colorante.

Preparacion de laminas permanentes:

a) Deshidratacién. Seretir6 de la placa el por-
taobjetos con 1os microcultivos junto al soporte y el
papel humedecido del fondo de ésta; ésta se sec con
papel estéril y se procedi6 a colocar en ella el portaob-
jeto con el microcultivo, y al mismo tiempo, en la cara
interna de la tapa, un disco de papel absorvente para
evitar que el agua de condensacién humedeciera el
microcultivo. Almismo tiempo semantuvo lahumedad
necesaria evitando asi la deshidratacion brusca del
medio. Se incubd a 37° C hasta completar la deshidrata-

cién, la cual fué gradual y prolongada durante un
periodo de hasta 8 dias.

b) Recubrimiento.- Después de retirar el ex-
ceso del medio tefiido con colorante alrededor de. las
laminillas, sesellaronsus bordes con esmalte para ufias
0 bélsamo de Canadd para su observacién al micros-
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copio para luego archivarse en la elasmoteca.
RESULTADOS Y DISCUSION:

Blastosporas, clamidosporas, artrosporas, pseu-
domicelioy micelio verdadero, son facilmente observa-
dos aunque sea sin coloracion. Cuando son coloreadas
con azul de Amann?* /7, éstas estructuras son visuali-
zadas en azul, 1o mismo ocurre en relacién al clivaje ci-
toplasmadtico (endosporas), como asilos ascos y ascos-
poras de las levaduras.

Ladeshidrataci6n gradualy prolongadaa37°C
del microcultivo tefiido, permite la preparacién perma-
nente de ldminas con levaduras, sin producir modifica-
ciones en el ordenamientoyen la forma de las estructu-
Tas.

Las preparaciones permanentes, obtenidas a
través de esta técnica, estdn archivadas en la elasmote-
ca del Laboratorio de Micologia, Departamento de Pa-
tologfa, Universidad de Amazonas. Entre esias prepara-
ciones permanentes, muchas estdn archivadas hace 4
afios y contintian estabilizadas en cuanto a ordenacion,
forma y color de sus estructuras. Lo expuesto, indica
que éste es un método préctico y adecuado para prepara-
ciones permanentes de €stos mMicroorganismos.



Preparacién permanente de ldminas con levaduras  Marfa F. Simas T. et al.

PLACA

PAPEL FILTRO

_ AN\ LAMINA/SOPORTE
3 - LAMINA
\ 7 MEDIO DE CULTIVO
) =
\ = .’n'_P

STRIA CENTRAL

LAMINILLAS

FIGURA 1 - MICROCULTIVO

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