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SYN : Saccharomyces farin osus Lindner. 

Por MANU EL RUIZ 0., 
del Instituto de Biología. 

L AS levaduras del presente estudio fueron aisladas del maná 
que escurre de los fresnos, colectado por mi maestro el 
Profe sor Ochoterena, en Morelia, Mich. E l cultivo orig inal 

estaba contaminado con una gran cantidad ele bacterias y otros 
microorganismos, y por lo mismo se procedió a hacer el a islamien­
to de las levaduras, para obtenerlas en estado puro. A l efecto, hi­
cimos varios cultivos sucesivos en mosto simple, adicionado de 
ácido láctico, hasta eliminar por completo las bacterias, y des­
pués, practicamos cultivos en estría en cajas de Petri. De esta 
manera llegamos a obtener cultivos puros de' las levaduras que 
ahora estudiamos. 

CARAC'l'ERES MACROSCOPICOS DE LOS CULTIVOS 

EN MEDIOS LIQUIDOS 

111 osto simple.-A las 48 horas y a 15°-20°, se nota en los 
tubos ele cultivo la fo rmación ele un anillo alrededor ele sus pa­
redes, ele color blanco lechoso y muy delgado. Sobre el medio 
se nota un velo, aunque no completo, sino en f arma ele islotes 
pequeños del mismo color que el anillo, y que al menor movi­
miento caen al fondo del tubo. Los islotes semejan membranitas 
aisladas, muy ténues y transparentes. A los tres días el anillo 
es completo, los islotes se han unido, formando un velo ele color 
blanco lechoso, húmedo y brillante. E n el fondo del tubo hay un 
depósito formado por los fragmentos ele velo que han caído. 

E l velo va desapareciendo con lentitud, haciéndose primero 
muy delgado, y al cabo ele 12 días desaparece completamente. 



78 M A.Nü J~L RU I Z O. 

El anillo persiste por a lgún tiempo, y en cambio el clepó ito au­
menta constantemente. E l medio, durante los primeros d ías, se 
consen ·a transparente , pero a los 20 días toma aspecto opaco, 
debido a que una g ran cantidad de pequeñas colonias flotan en 
el líquido. No hay fe rmentación y se desprende un olor a romá­
tico bastan te agradable del medio. Después de dos meses, el de­
pósito blanco lechoso e encuentra muy desarrollado. El anillo 
ha aumentado ele altura, debido especialmente a la evaporación 
del líquido, y por lo mismo a su baja de a ltura en las paredes del 
tubo: en a lg unos sitio se ha tornado bastante denso y con un 
color amari llento. La opacidad del medio es bastante intensa, y 
ello se debe a una g ran cantidad de levaduras que flotan en el 
líquido. 

Caldo de carne.- D esarrollo poco abundante, generando un 
anillo delgado y ele color blanco g ri sáceo, a í como un Yelo muy 
transparente del mismo color, que pronto se fragmenta, que­
dando const ituíclos pequeños islotes que a los 1 S días caen :i l 
fondo del tubo. E l anillo persiste igual tiempo que el fo rmado 
en rno to simple pero e menos denso y no torna coloración ama­
rillenta. Se forma un depósito en el fondo del tubo, poco abun ­
dante, y el líquido se enturbia debido a l a g ran cant idad de le­
vadura que flotan en el medio, del cua l se desprende un olor 
aromático agradable. 

Ca!do de le·uad11ra co11 glucosa.-Se obtiene un culti\'O 1nuy 
semejante a l descrito en mosto simple, pero el desarrollo es un 
poco menor , el Yelo desaparece en pocos días, y el anillo es 
menos persistente. Se obtiene un depósito poco abundante y el 
enturbiamiento del líquido es escaso. 

Caldo de lez1ad11ra s imple.- E I desar rollo es muy escaso y 
únicamente se dife rencia un pequeño depósito, pue el anillo y 
velo apenas se esbozan sin llegar a integ rarse. 

CARACTERES ~rACROSCOPICOS DE LOS CüJ.'l'J\'O 

EN M E DIOS SOUDOS 

Los cultiYos se hicieron en tubos y se dejaron a la temperatu­
ra del laboratorio ( 15°-20°) . 

Mosto gelosado.-A los t res día se pueden notar peque­
ñas colonias ele color blanco lechoso, que crecen con rapidez to-
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mando una forma circula r , con bordes enteros, g lobulosas, hú­
medas y bri llantes. A los 10-15 día toman un color blanco g r i­
sáceo, los borde se tornan le,·emente ondulados y el cent ro se 
elern un poco sobre el resto de la colonia . A l cabo de un mes aún 
conserva su fo rma circula r , estando el centro un poco más ele­
,·ado que el resto de la colonia, y con una coloración rosa muy 
leve. E ste color se atenúa hacia la peri fe ri a, en donde es blanco 
lechoso, y además a llí se fo rman pequeños radios. D espués, los 
bordes se vueh·en otra vez enteros, el color rosado se transfor­
ma en café muy pálido. y los radio · se profundizan, transfor­
mándose en fi suras . 

.11 asto gelatini::ado.- Los culti\'OS tienen un aspecto seme­
jante al descrito en el medio anterior con las siguientes d ife­
rencias : las colonias son ligeramente O\'Oides, el aspecto es poco 
húmedo y brill ante, los radios se forman con más ra pidez y se 
transforman pronto en fisuras prof uncias, los bordes son ondu­
lados y el desarrollo es menor . A lo 15-20 día se empieza a li­
cuar el medio y despué lo hace completa mente. 

Gorodkowa.-A las 48 horas se notan pequeños colonias 
circulares y ovoides, de color blanco lechoso, bordes un poco 
ondulados, húmedas y brillantes. A los cuatro días el medio co­
mienza a licua rse, las levaduras sig uen desan:ollánclose en la 
superfici e en fo rma de velo irregular, y hacia el fondo del tubo 
en capas sucesi\'as . A los 12 días en el medio aún semi-líquido las 
levaduras forman un velo granuloso incompleto ele un color blan­
co y un anillo muy delgado y transparente en las pa redes del 
tubo. Con el tiempo el velo se fragmenta en i lotes, el anillo se 
torna denso y se observa un depósito en el fondo. 

Saúouraud.-Se obtienen culti \'Os bastan te desarroll ados, 
muy exhuberantes y con las mi smas ca racterísticas anotadas a l 
referirnos a l mosto gelosado. 

Papa.- Pequeñas colonia ele forma irregula r , g lobulosas, 
húmedas, b rillantes y de colo r blanco lechoso. Después se van 
tornando secas, opacas, y de color café. E l desa rrollo es escaso, 
y a los dos meses se seca el medio mur iendo los cultivos. 

Zanahoria.-Los cultivo son aún má pobres que en el me­
dio anterior, obteniéndose colonia semejantes, pero más peque-
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ñas que pronto se secan y hmeren . Unicamente humedeciendo 
constantemente el medio de cultivo con agua estéril, nos fue 
posible prolongar la vida de las colonias por tres y cuatro me­
ses. 

Pa pa gelosa.- Cultivo semejante al obtenido en papa, siendo 
el desarrollo mayor, y no llegan a morir las colonias . 

. Caldo de levadura gelosado.- E scaso desarrollo, fo rmándose 
colonias circula res y poco globulosas, con bordes enteros y de co­
lor blanco, con un tinte ligeramente café. 

Gelosa.-Desarrollo un poco mayor que el anterior , generán­
dose colonias de color blanco lechoso, circula res u ovoides, bor­
des ondulados, húmedos, brillantes y ele color blanco lechoso, que 
con el tiempo se torna café. 

Gelatina y caldo ge!ati11i:::ado .-Las caracte rí sti cas de los 
culti\·os son muy semejan tes a las descri tas con anterioridad, al 
referirnos al medio de GorodkO\\·a, pues, asimismo, estos medios 
se li cúan y las levaduras siguen vegetando en fo rma ele velo 
que se fragmenta en islotes y desaparece, quedando el anillo 
y el depósito. D esarrollo muy escaso. 

Ra11lí11 ge!ati11a .- CultiYos semejantes a los anteriores, sm 
llegar a licuarse el medio totalmente. 

cor.o :,..; I AS GIGAKTES 

Para obtener las colonias gigantes empleamos los mismos 
medios ele cul ti \ "O sólidos que hemos ci taclo anteriormente, colo­
cándolos en cajas ele Petrofí y de Petri . Corno las caracterís­
t icas son emejantes en la mayoría ele los medios, citaremos 
únicamente las referentes a los principales ele ellos. 

E n Sabouraud, es el medio donde las colonias a lcanzan ma­
yor desar rollo. E n los primeros d ías la colonia es circula r , con 
bordes enteros, aplanada, húmeda, brillante y ele color blanco 
lechoso. A l .cabo de un mes, los bordes se han tornado ligera­
mente ondulados, y se han formado f isuras poco profundas de 
la periferia a l centro, que clan a la superficie un aspecto pleo-a­
do. La parte central está un poco elevada sobre el resto ele la 
colonia y posee un pequeño orif icio; el color blanco lechoso se 
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ha obscurecido, tornando un lige rísimo t inte caí é, acentuado en 
el centro. En un mes la colonia tiene 20 mm. de diámetro. 

En mosto gelosado, las colonias gigantes obtenidas son dc­
menor diámetro, pero más g lobulosas. Toman fo rma circular u 
ovoide, bordes enteros que se hacen ondulados, se fo rman pocas 
f isura , el aspecto es húmedo y bril lante, y el color que al pri n­
cipio es blanco lechoso, se torna levemente café a lo dos me--
es, tiempo en que también el aspecto de la colonia se '"ª hacien­

do seco y opaco. En un mes el diámetro alcanza 14 111111. 

En gelosa se obtienen pequeñas colonias ele forma circular 

Fig. ] .-Colo nia gigante de levadu ras del maná 
d~ dos meses de cultivo. en m~dio de 

Sabouraud. (Fot. I. Larios) . 

muy regular, bordes entero , húmedas, brillantes y de color blan­
co lechoso. Después ele un mes el centro e ha elevado un pocv 
y el color se torna café. E l diámetro alcanza 9 mm. 

E n gelatina, Goroclkowa, mosto gelatinizaclo, caldo gelatini-­
zado y Raulín gelatina, se obtienen colonias circula res, ele bordes. 
finamente ondulados, húmedas, brillantes y ele color blanco le~ 
choso. La superficie se nota un poco plegada y los medios son 
licuados lentamente. 

En papa y zanahoria las colonias son pequeñas con las mis­
mas características anotadas ya al hablar anteriormente de es­
tos medios. 
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C.\ R.\ CT l-'.RES ) l l CROSCOPI COS DE L.\S CELUT, AS EX 

LOS Dil-'l~REXTF.S i\iElHO DE CU LTIVO 

Las car acterística s micro cópicas ele la . célula yarí an mu­
cho en los diferentes med io. ele culti,·o, sobre todo en lo que se 
refiere en su forma y dimensiones. las 48 horas, en mosto 
s imple se obseryan le,·aduras alargada ( tipo micoderma), elíp­
ti cas (tipo ellipsoideus) y o,·oide. (tipo cerc,·i iae ) . Las dimen­
s iones son muy yariadas, cor respondiendo a las alargadas 
12 por 3 y .+ micras, a las elípticas 8 a 9 por.+ y S micras, y a la · 
ovoide · 6 y 7 por .+ y S micras . El protoplasma e homogéneo, 
c laro, un poco rd ringente s:n notar_ e g ranulaciones de ning una 
e pecie. in embargo. en la mayoría de las célula se nota una 

F ig. 2 .-Colonia gigante de 
levaduras del maná, de d os 
meses de culti vo . en gelosJ. 
(Fot. l. Larios). 

vacuola en la parte media o en uno ele los extremo , con un con­
tenido muy cla ro y rcf ringente, di stinguiéndo e a í muy bien 
s u límite con los del protoplasma: a Yeces encierra uno o dos 
g ránulos pequeñí simos con movimiento browniano. En las for­
ma a la rgadas se ob en ·an dos vacuolas en la extremidades de 
las células y en pocos casos hasta tres, con sus g ranulaciones 
refringentes. L a reproducción se efectúa por gemación, for ­
rná i,do. e en la célula pequeños brotes que, aumenta ndo lenta­
mente ele d imen iones, e separan de la célula madre. A lo cua­
tro días el protoplasma se ha to rnado un poco ob curo y las va­
cuolas han aumentado ele dimensiones. Al cabo de 10 día , el 
protopla ma e acla ra, las fo rmas alargadas aumentan en nú­
mero y e unen en la rga cadenas; aparecen g ranulaciones en 
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muchas células, que se establecen especialmente alrededor de las 
Yacuolas y ti enen movimiento browniano. Después de 45 días 
ele cultivo no han cambiado la fo rma y dimensiones de las leva­
duras, pe ro sí la mayoría han comenzado a esporular, transfor­
mándose en ascas que poseen de una a cua tro a scosporas circu­
lares u ovoides. En muy pocas se notan brotes y las que no tie­
nen esporas, poseen una vacuola rodeada por g ranulaciones y 
uno o varios g lóbulos de g rasa. Entre los cua tro y cinco mes·~s 
casi todas las células se han transformado en ascas, el protoplas­
ma es muy obscuro, las esporas han aumentado ele dimensiones, 
hay pocas g ranulaciones y los glóbulos ele grasa han desapare­
cido. Pocas células conseryan vacuolas y se observan algunas 

Fig. 3 .-Células de P ichia fa rinosa, a los 4 5 días de 
cultivo en mosto simple. transtormadas en 

as:as que muest ran sus a:;cosporas. 

ele ellas alargadas, muy delgadas y llenas de una gran cantidad 
ele g rnulaciones pequeñísimas; son probablemente fo rmas dege­
neradas. Las caracter íst icas son las mismas para las células que 
vegetan en el anillo y en el velo, si acaso se encuentran di feren­
cias, son tan poco notables que no ameritan citarse. 

E n calcio simple, observarnos células ovoides, elípticas y alar­
gadas con las mismas d imensiones que las del mosto. E l proto­
plasma es claro, homogéneo, sin g ranulaciones y solamente a 
veces se notan uno o dos g lóbulos ele g rasa ; pocas celdillas po­
seen vacuolas y las formas alargadas poseen generalmente dos 
en sus extremidades. Estas, quedan unidas· en cadenitas ele tres 
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hasta doce células, siendo rara la que se observa aislada . Se no­
tan ha sta dos brotes en las formas alargadas, siendo a lg unos 
laterales. A los 15 días las células han adquirido granulaciones, 
vacuolas y mayor número de g lóbulos de grasa , aumentando 
asimismo el número de las células alargadas que se unen en ca­
dena. A los 45 días el protoplasma se torna obscuro, g ranuloso 
y comienzan a desaparecer los g lóbulos de grasa; a un cuando 
continuamos la obsen ·ación del culti,·o por cuatro y cinco meses, 
no se llegó a notar la esporulación ele las leYacluras y solamente 
obseryamos que la mayoría ele ell as se llenan ele Yacuolas y g ra­
nulaciones, muriendo el culti vo. 

En caldo de len1clura con g lucosa, las ca racter ísticas de las 
células son muy semejantes a las a notadas pa ra el mosto simple, 
existiendo mayor númer o ele g lóbulos ele g rasa, menos formas 
alargadas, la formación ele ascas es más tardada y su número 
mucho menor. 

E n caldo de le,·ac\ura simple, se obsen·an muy pocas células, 
especialmente ele forma a largada, el protoplasma es claro y ho­
mogéneo: durante tocio el tiempo se notan muy pocas gra nu­
laciones y Yacuolas, ning ún g lóbulo ele gra a, y no ll egan las 
células a esoo rula r. 

En mosto gelosaclo, a las ..¡.g horas y a 15º-20º. se obtienen 
le,·acluras de dist intas forma , p redominando las a la,:gadas el •: 
tipo micoclerma, con us caracter ísticos brotes la tera les, con di­
mensiones de 12 a 1-t micras de long itud por 3.5 micras ele d iá­
metro y e unen formando la rgas cadenitas. El protoplasma es 
homogéneo. un poco obscuro, sin granulaciones ni g lóbúlos de 
grasa, pero sí existen ,·acuolas, hasta dos y tres en a lg unas cé­
lulas, llegando a lgum.s ele ella s, en ra ros casos, a ocupar cas i 
tocia la celdilla. A los 10-15 días las células ala rgadas son nu­
merosísimas, habiendo muy pocas circula r es, o,·oides y elípti­
cas. Las dimens,ones no ha n ,·ariado, el protoplasma es obscuro, 
sin granulacione ni g rasa y únicament~ se notan en g ran can­
tidad las vacuolas, existiendo, en a lg unos casos, hasta cuat ro en 
cada célula. Las cadentias o falsos micelios que llegan a fo r­
marse poseen gran cantidad ele célula , a lca nzando bastante 
longitud. A los 30 días. en las células se obse r van pequeñas gra­
nulaciones, muchas con moYimiento bro,Yniano y glóbtJlos de 
g rasa, éstos últimos perfecta mente identificables, colorando con 
S udán III , o sometiendo las le,·aduras a la acción del éter o del 
alcohol absoluto e inmediatamente se nota su desapa rición. E l 
número de g ranulaciones va aumentando con el ti empo, así como 
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los glóbulos de grasa, y a los dos meses se nota la formación 
de las primeras ascas con una o cuatro esporas, que tienen las 
mismas ca racter íst icas citadas anteriormente. E n este momento, 
las granulaciones y glóbulos de g rasa comienzan a desaparecer, 
sirYiendo seguramente ele nu trición a las esporas. T\o todas las 
células esporulan, notándose menor número ele ascas que en 
mosto simple. 

E n mosto gelatinizaclo se obtienen células cuya forma y di·­
mensiones son muy semejantes a las del cultin :> anterior , así 
como en la formación ele caden itas: oero la s demás caracter ís­
ticas son d ife rentes. A las -+8 horas eÍ protoplasma es cla ro, ho­
mogéneo, refringente, con vacuolas y sin ninguna g ranulación; 
a los 10 días se nota la aparición de uno o dos pequeños glóhulos 

Fig. 4.-Aspecto de las células de P. farinosa . a las 
48 h oras de cul t ivo en mosto ~elosado, mos­

trando con claridad las \'acucias. 

ele g rasa, colocados alrededor ele las ,·acuolas: éstas son menos 
numerosas y se obse1Tan con menor cla ri clacl que en mosto gelo­
saclo. Las cadenitas ele levaduras se desintegTan con mucha fac i­
liclacl agitando el medio. E ntre los 30 y -tO d ías es cuando más 
numerosos son los glóbulos de grasa y aparecen corto número 
de g ranulaciones, sin l legar a ser abundantes. Después el pro­
toplasn1a se torna obscu ro, los g lóbulos ele g rasa tienden a cl"sa­
parecer y solamente muy pocas células se t ransforman en asc;:i.s 
al cabo de tres meses de culti,·o : $e puede decir, que la mayoría 
ele las levad uras han perdido la facultad de esporular. 
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E n Sabouraucl, predominan las fo rmas O\·oides y elípticas, 
habiendo pocas ala rgadas; ent re éstas la mayoría quedan aisla­
das, existiendo pocas que fo rman cadenitas. E l protopiasma es 
homogéneo, claro, refringente; en pocas células hay yacuolas, 
únicamente en las ala rgadas, en las que se notan hasta dos y 
tres. Asimismo, encontramos granulaciones en pequeña canti­
dad, en las le\·adu ras de t ipo micoderma. Los glóbulos de g rasa 
se notan ha ta los 20 días ele cul t ivo, muy pequeños y en corto 
número y al ·mi smo tiempo aumenta la proporción de células 
alargadas que fo rman fa lsos micelios. A los dos meses comien­
zan a esporular las células transformándose en ascas, con las 
mismas características ya citadas al referirnos al mosto gelosa-

F ig. 5.- Células de un cultivo de 30 días en Go:o:lkowa 
m::i:t~J ndo glóbulos de g rasa y a!:su ~o: 

gránulos metacrom.: t icos. 

do. E necesario hacer notar que, aunque las células estén espo­
rulando, muchas de ellas, sobre todo las formas alargadas, con­
servan ~lÚn sus brotes, especialmente en la parte la teral. 

E n medio de Gorodkowa, encontramos en los primeros días 
levaduras de fo rma O\(oicle, elíptica y alargada, que se unen en 
cadenitas: en el protoplasma únicamente se notan vacuolas y no 
así glóbulos ele g rasa , ni g ranulaciones. A los 20 días apa recen 
granulaciones y glóbulos de g rasa y el protoplasma se torna 
obscuro, siendo asimismo muy notable el número ele brotes que 
se notan, contándose hasta dos y tres en cada célula. E l número 
de glóbulos de grasa aumenta en los siguientes días y se obsenr;.-t 
que las células se unen en pequeños g rupos, como fo rmando ra-
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cimas, excepc1on hecha de las a largadas que fo rman pequeñas 
cadenas. Aun cuando la observación del culti,·o la prolongamos 
por espacio ele cuatro y cinco meses, notamos que muy pocas cé­
lulas forman esporas, pues la mayoría se quedan unidas, for­
mando grupos de cadenas y racimos con un protoplasma, en el 
que han desaparecido los g lóbulos de g rasa y las vacuolas. 

En papa y zanahoria se obtienen células con características 
semejantes. D esde los pr imeros días se notan células especial­
mente alargadas, con g ran cantidad de brotes y con protoplasma, 
en el que hay vacuolas, g ranulaciones y g lóbulos de g rasa; des­
pués se unen en cadenitas y al cabo de un mes se comienzan a 
formar las esporas dentro de las células, las que se t ransforman 
en ascas. 

E n papa gelosa, calcio de levadura gelosaclo y gelosa se ob­
seryan células muy semejantes a las obten idas en mosto gelosaclo, 
con dife rencias muy ligeras : el número de brotes es mucho me ­
nor, las formas alargadas son menos abundantes, así corno las 
vacuolas, los g lóbulos de g rasa y las granulaciones. La esporula­
ción es más tardada, y el número de ascas que se fo rman es mu­
cho menor. Las dimensiones son las mismas. 

En gelatina, caldo gelatinizado y Raulín gelatina, s~ obtie­
nen en los primeros días levaduras de fo rma ovoide y elíptica, 
con una g ran cantidad de brotes, existiendo muy pocas fo rmas 
alargadas. Las células quedan unidas, formando especies de ra­
cimos y muy pocas se notan aisladas; el protoplasma es homo­
géneo, claro, sin glóbulos de g rasa ni vacuolas, y solamente 
se notan en algunas levaduras granulaciones refringentes. A l 
cabo de un mes, no ha cambiado el aspecto de las células , y so­
lamente hay menos brotes y la anchura de las mismas es un 
peco mayor. La observación de los cultivos la prolongamos poi· 
cuatro y cinco meses, sin llegar a notar cambio en las células, y 
sin fo rmarse las ascas con sus esporas; parece como si la leva­
dura hubiera perdido la facultad de esporular cuando se cultiva 
en medios que ti enen gela tina. 

D e las anotaciones anteriores podemos llegar a las siguient·~s 
conclusiones : que la mayoría de las levaduras tienen forma alar­
gada ( tipo micoderma), quedando unidas formando cadenitas; 
que hay también formas ovoides y elípticas, pe ro en menor abun­
dancia, y solamente en ciertos medios su número sobrepasa a las 
anteriores ; el protoplasma inmediatamente se provee de vacuo­
las, sobre todo en las formas alargadas: se llegan a formar pocos 
glóbulos ele grasa y g ranulaciones, y en la mayoría ele los me-
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dios las levaduras llegan a esporular , excepción ele los que con­
tienen gelatina. 

:i"lüCLEO. GRAN ü LOS :vtETA CROMAT ICOS. GRASA. GLI COCC NO 

N úcleo .-En algunos casos nos fue pos ible identificar el nú­
cleo, tratando las células por una solución muy diluícla de ácido 
acético, pues en este caso se aclara el protoplasma, y es posible 
notar su núcleo en forma de un cuerpecito ovoide o circular más 
obscuro que el resto de la célula, y con dimensiones desde 1.5 a 3 
micras de diámetro. Sin embargo, este procedimiento puede in­
ducir a errores y es ccnveniente dudar de él. Lo más seguro es 
recurrir a las coloraciones especiales a base c\e hematoxilina de 

Fig. 6.- Células de P. farinosa . de 30 dias de 
culti\·o en mosto gelosado , teñidas con h2-
matox ilína-eosina. mostran do sus núcleos, nu ­
cleolos y g rán ulos metacromáticos. 

Heidenhein, haemalurn- eosina, azu l de toluidina, azul polícro­
mo, azul de metileno, tionina y Leishmann , previa fijación con 
Bouin , Zenker, formol al 10% , a lcohol metílico y al calor. Con 
hematoxilina-eosina, usando el calor como f ijador, se notan muy 
bien los núcleos de color obscuro o violeto obscuro, as í como la 
membrana del mismo color ; el protoplasma se ve ligeramente 
rosa. En cier tas células se llega a di sting uir el núcleolo como un 
cuerpecito esférico, color obscuro y excéntrico, así como algunos 
g ránulos metacromáticos de color vinoso. Con haemalum-eosina, 
el protoplasma se ve violeta rosado y el núcleo violeta obscuro, 
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no di sting uiéndose el nucleolo ni las g r anulaciones metacromá­
tica . Con azul de toluidina, políc romo y de metileno, las tin ­
ciones son muy cla ras y precisas, pero duran muy poco tiempo : 
el núcleo se nota azul obscuro y en él se puede llegar a notar l:i 
cromatina y el nucleolo, que toman un color obscuro. En toda;; 
las preparaciones, el núcleo es esférico u ornide, generalmen t<.:: 
excéntrico y con d imensiones de 1.5 a 3 micras; en algunas cé­
lula se notó, con pe rfección, su cli,·isión directa para la forma­
ción del brote. 

Gránulos 111atacro111áticos.-Son poco abundantes en estas 
b·aduras, y se pueden di sting uir a Yeces, en la s célula s vivas en 
forma de g ranulaciones pequeñas, con moyi miento brownia no, 
repa rtidas por todo el protopla sma o confinadas en una Yacuob. 
Para su tinción y mejor difer enciación. recurrimos a los mis­
mos colorantes y f ijadores ya citados, y obtm·imo los me­
jores r esultados con hematoxilina-eosina y con azul de toluidina. 
Con el primer colorante se notan de color vinoso y con el se­
gundo ele un color azul obscuro. E n los cultiYo ele pa pa y za­
nahoria , aparecen los gránulos metacromát icos desde los pri me­
ros días, en mosto gelosaclo y Sabouraucl hasta los 30 días, au­
mentando en número hasta los dos meses en que se empiezan 
a fo rmar la esporas y desaparecen: en Gorodkowa s~ notan :i 

los 20 d ía s de culti vo. sin llegar a se r numerosos después : en ge­
latina, caldo gelatinizado y R a ul ín gelatina, se obscn ·an en los 
primeros d ías del cultiYo, en cor to número, pe ro poco después 
desa pa recen por completo. 

Glóbulos de g rasa.-Así como las g ran ulacion ~s macrorn á­
ticas son poco abundantes y se pueden disting uir en las células 
YiYas con pe rfecta claridad, en forma de pequeños cor púsculos 
muy refringentes y ele aspecto homogéneo, de una a dos m i­
cras de diá metro. Es muy importante disting uir los g lóbulos ele 
grasa de las ascosporas, a menudo de ig uales dimensiones y as­
pecto semejante, y quien no esté habituado a la obserrnción ele 
las levaduras puede cometer el er ror : sin embargo, hay que te-
11er en cuenta que la s ascosporas están rodeadas de una pared 
refringente y ti enen un contenido hialino, en el cual se d istinguen 
a veces pequeñas g ranulaciones y g lóbulos ele g rasa. Si hay du­
da, a l obseryar las célula s Yi,·as, de confundi r los g lóbulos de 
g rasa, se t rata la preparación con éter , a lcohol absoluto o al ­
cohol a 96° caliente, e inmediatamente dichos g lóbulos desap:1-
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recen del protoplasma. Para su tinción, se . recurre al método ele 
Romeis, en el que se emplea como colorante el Sudán III ; en­
tonces observaremos los glóbulos de grasa teñidos de rojo den­
tro de las células. En los cultivos de papa y zanahoria, es don­
de encontramos desde los primeros días los glóbulos de g rasa, 
sin llegar a ser muy numerosos. E n mosto gelosado y gela tini ­
zaclo, Sabouraucl y GoroclkO\rn se fo rman entre los 20 y 30 días 
de culti\·o, aumentan en los d ías sig uientes, hasta que empieza 
la esporulación en que comienzan a desaparecer. E n gelatina, 
calcio gelatinizaclo y Raulín gelatina, no se observan durante to­
do el tiempo de culti\·o. Ademá s ele variar el número de g lóbulos 
de grasa, según el medio de cul t ivo y la edad del mismo, también 
lo hacen según la temperatura , siendo más abundantes entre los 
20° y 30°, ent re los cuales está comprendida la temperatura 
óptima ele crecimiento. 

Glicógc110.- En las células vivas no es posible precisar si 
hay o no glicógeno, aunque se puede suponer su existencia den­
t ro de las yacuolas : sin emba rgo, esto puede inducir a errores, 
puesto que la experiencia ha demostrado que no todas las vacuo­
las ti enen dicho compuesto. Recurriendo a las tinciones por el 
método de Best , se puede identi f icar el g li cógeno dentro de al­
gunas vacuolas, y podemos decir que en ningún caso existe en 
g ran cantidad. Varía, según el medio de cult ivo y la edad del 
mismo, no teniendo la temperatura sino escasa influencia, nota­
ble únicamente en los g rados lími tes de crecimiento, en los que 
no se logró demostrar su presencia dentro de las célula . Existe 
en todos los cultivos que empleamos para nuestro estudio, a ex­
cepción ele los de gelatina, caldo gelatinizado y Raulín gela tina; 
en los primeros d ías en pequeñas cantidades, aumentando des­
pués lentamente hasta que se inicia la formación de esporas, en 
que empieza a desaparecer ele la misma manera que los g lóbulos 
ele g rasa y los g ránulos rnetacromáticos. 

TEMPERAT U RAS LIM.ITES Y OPTD1AS P ARA E L BROTE 

Y LA FO.RMACIO~ DE VELOS 

Después de varias experiencias precisarnos la temperatura 
máx ima del brote, que resultó ser ele 38°-40°; si se emplean tem­
peraturas más elevadas, las levaduras no vegetan. Los cultivos 
los hicimos en mosto gelosado y Sabouraucl, obteniendo, en los 
g rados límites, pequeñas colonias circulares u ovoides, aplana­
das, bordes recortados, aspecto húmedo, brillante y ele color caí é 
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lechoso. Observando las levaduras al microscopio, se notan pocos 
brotes en las células, las cuales ti enen forma ovoide y elí ptica 
especialmente, habiendo muy pocas ala rgadas : el protoplasma es 
claro y homogéneo, encontrándose en pocas células vacuolas, g ló­
bulos ele g rasa y g ránulos metacromáticos en pequ:::ña cant idad. 
Respecto a las di mensiones son las mismas ya anotadas al hablar 
de los medios que cultivamos a la temperatura del laboratorio. 

La temperatura ópt ima, la determinamos después de compa­
rar var ios tubos de mosto gelosado, sembrados entre los 20º 
y los 40º, y llegamos a la conclusión que se encuentra compren­
dida ent re los 24° y 27° g rados, ya que en estas temperaturas 
se desarrollan las colonias con más intensidad, adoptando una 
fo rma circula r , bordes enteros, globulosas, muy húmedas, bri ­
llantes y de color blanco lechoso : crecen rápidamente, y pronto 
llenan todo el tubo. Los caracteres microscópicos de las células 
son muy semejantes a los ya anotados para otras temperaturas, 
con la clif erencia de que hay más brotes, mayor número de fo r­
mas ala rgadas, que constituyen un g ran número de cadenitas, y 
los g lóbulos ele g rasa son más abundantes; asimismo, las leva­
duras esporulan en menos ti empo. 

La temperatura mínima del brote está colocada entre los 
3º y 5°, ob.teniéndose pequeñas colonias circulares, globulosas, 
de bordes enteros, poco húmedas y brillantes, y de color café 
lechoso. Entre las células abundan poco las formas ala rgadas, 
hay pocos brotes y g lóbulos ele g rasa. · 

La temperatura máxima para la formación del Yelo en mosto 
simple es de 37°, el cual se empieza a forma r a las 72 horas, y se 
completa a los cinco días; pronto se desi ntegra y cae al fondo 
del tubo. Las células que se obti enen en el velo a esta tempera­
tura t ienen una caracterí sti ca muy importante: poseen una o 
dos vacuolas rodeadas ele una gran cant idad ele g ranulaciones 
refringentes muy pequeñas, que no nos fue posible identif icar 
como g rá nulos metacromáticos. La temperatura óptima estú 
entre los 25° y 28°, en que se fo rma el velo a las 24 horas, y la 
mínima entre los 5° y 8°, integrándose entonces el velo a los 
6 días. E l anillo es capaz ele formarse aún a los 38° y 39°, sien­
do entonces opaco, ama rill ento e incompleto. 

ESPORULACIOX 

La esporulación se obtiene especialmente, colocando la le­
vadura en di scos ele yeso y ele P etri estériles, con humedad y 
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temperatura convenientes, aunque también se fo rman esporas 
en todos los medios de cultiYO, exceptuando los que ti enen gelati­
n a. E n el velo de los med ios líquidos, es donde las levaduras se 
transforman en ascas con mayor rapidez y abu ndancia . 

Para obse rvar con precisión todas las fases ele la esporula­
ción, r ecurrimos a los cultiYos en cámara húmeda, en discos 
de yeso y ele Petri , haciendo con anterioridad varios cul tivos 
sucesiYos de la le\·aclura en mosto gelosado, a f in de que se pro­
vea ele bastantes ma teria les nutri tivos para formar las esporas . 
A las 48 horas aún no se fo rman las esporas, notándose en las 
-células g ran cantidad de granulaciones, g lóbulos de grasa y p::>­
cas vacuolas: a los cuatro días empiezan a fo rmarse las prime­
ras asca , con una o dos ascosporas de forma esférica u ovoidé, 
de dos a t res micras de diámetro y membrana muy clara que 
separa perfectamen te su contenido del protoplasma del asca ; ge­
neralmente quedan den tro de las esporas pequeños g lóbulos de 
g rasa . y g ranulaciones con 1110\·imiento browniano. En los días 
s ig uientes sig ue con gran intensidad la esporulación , llegando a 
forma rse una a cuatro ascosporas por asca : generalmente se en­
cuentran una o dos esporas en las célul as de ti po ovoide y elí pt i­
co, y tres o cua tro en las ala rgadas, con la caracterí stica muy 
importante de que aun cuando estén ya fo rmadas las esporas, 
se notan brotes laterales en muchas ascas . Según las ilustracio­
nes de Lindner y Saito, publicadas en el e tudio que efectua­
ron ele esta especie de levaduras, parece que fas ascas derivan 
de una copulación, ya que dichos autores muestran ascas fo rma­
das por dos células unidas por una canal. Gu ill iermond, en estu­
dios posteriores ( Quelques remarques sur la sexuali té el es l~\·u­
res) . demostró que dichas ilustraciones representaban b rotes. 

o otros, obsen·ando detenidamente los cultiYos en cámara hú­
meda, llegamos a la mi sma conclusión <]ue el ilustre sabio fran ­
cés. En efecto. las células que esporulan son capaces ele conti­
nua r dando brotes al mismo ti empo y las esporas se forman ant·~s 
de la sepa ración de la célula generada por gemación. En mu­
chas oca. iones, el brote se forma en la parte lateral de la célula, 
se a la rga en d irección pa ralela a ell a y da un aspecto semejante 
a las len1duras del género Z yyosacc/wro1wyccs, cuando están en 
copulación. 

CJna yez fo rmadas las esporas . aumentan lentamente de di­
men iones, alimentándose seguramente de las substancias ele 
reser ya que quedan fuera ele u contenido, ya que se nota la ele a ­
pa rición, a los poco· dí as, de los g lóbulos ele g rasa, gránulos 
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metacromáticos y de las yacuolas que indudablemente tienen 
glicógeno. 

Se pueden teñir las ascosporas, siguiendo el método reco­
mendado por Beauver ie y que nosotro tomarnos ele Guillier­
moncl. Consiste en f ijar las levaduras en alcohol o for mol y 
hacer la tinción con carba l-f u ch ina calentando lentamente has­
ta que empiece la evaporación. Después se decolor a con una solu­
ción ele ácido acético al 1 ó 37c , se ]aya con agua y se tine con 
tion ina. Con este procedimiento, ll egamos a obtener resultados. 
bastante sati factori os, pero después el~ muchas pruebas. Las 
esporas quedan teñidas en rojo y el resto de la célul a en azul. 

Las esporas lleg·an a ocupar completamente el asca, sin rom­
pe r la membrana que las encierra, lo cual sucede si se les coloca 
en un medio apto para su germinación . En este ca o, se obse r va 
que las esporas rompen la membrana del asca que las contiene y 
germinan por simple brote, como lo hacen tocias las lc\·aduras 
de esta especie antes de la esporulación. 

CARAC'l'ERJ:; . BIOQCDllCOS 

Fcrmcntación.-Empleamos el método ele lo porta-objetos 
cscabaclos, haciendo t res pruebas con los siguientes azúcares y 
que colocamos a 25° : sacarosa, lactosa. maltosa, manosa, levulo­
sa, glucosa, galactosa y con la dex trina e inulina: Unicamente 
hubo fermentación muy débil en la g lucosa y levulosa; respecto 
a la lactosa obtuvimos resultados dudosos, ya que de seis prue­
bas efectuadas, tres fermentaron y las otras no. Los demás 
azúca res, no fe rmentaron, aun cuando se les obsen ·ó por espacio 
ele 25 días. 

Inversión de la sacarosa.-Hicimos cultiYos de kYaduras 
tomadas del medio Sabouraud, en soluciones de 5% de sacarosa 
en ag ua destilada estéril; Yarios tubos se colocaron a 25°, y a 
las 48 horas, haciendo las pruebas respectivas con el licor ele 
Fehling, los resultados fueron completamente negatiYos. A lgu­
nos t ubos los llegamos a deja r hasta 5 y 10 días, pero en ningún 
caso se obtuYo la im·er sión ele la sacarosa. 

AFINIDADES Y CL.\ SIFICACIO N 

Las levaduras que estudiarnos en el presente trabajo fueron 
aisladas y cla ificaclas por Lindner en 1893, quien las encontró 
en la cerveza fabri cada en Danzig. P oco después, en 1908,. 
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Saito encontró esta misma especie, con otras le,·aduras, en la 
salsa de frijol, que se emplea mucho en China y J apón. A ten­
diendo únicamente a la forma de las células, podríamos relacio­
nar estas levaduras con Sacchromyces cerevisiae, Sacch. elijJ­
soideus y con las del género JVI ycodernw; pero atendiendo a que 
prQclucen un ,·elo y ani llo en los medios líquidos, a sus ascospo­
ras esféricas u o,·oicles rodeadas ele una membrana simple, a su 
débil poder fer mentativo y a que fo rman un micelio rudimenta­
rio sus células, las colocamos dentro del g énero Pichia, y por sus 
ca racterí sticas fi siológicas particulares la identificarnos con lJ. 
especie farinosa, Li11d11er. 

SUMMARY 

The yeasts of t his study were collecced by P rof.essor Ochoterena in the 
manna that was running out of an ash tree in the gardens of M-or elia. 

After isolating the y easts in a pure culture we began to scudy t hem ;n 
differen t media, both liquid and solid. In ali of them t he cells show character­
is t s similar to the following: t hey form a scum, a ring or a deposit in the 
liquid media; in the solid media t hey form colonies which are milky white, 
circular, have entire borders, are g lobula r, humid and shiny;, later t hey become 
gray and finally brown. They are generally elongated, sorne being elliptic:i l 
and ovoid ; they are 12 mi crons long and 3 to 4 microns wíde. In ·the protoplasm 
can be seen vacuoles, a f ew drops of oil and metacrom:itic granules. 

By using special dyes we were able to difer·entiate th e nucleus with its 
ch romatin and nucleolus, che m,~tacromatic gra nules, the oil and the glycogen. 

The maximum temperature of growth is from 38° t o 40°; the optimum 
from 24° to 27°, and the minimum from 3° t o 5°. The maximum temperlturc 
for the formation of the scum is 37° ; th.~ optimum 2 5° to 2 8°, ancl thc 
mínimum 5° to 8° . 

Ascospores are formed easily in almost ali of t h.~ media , specially in the 
scum, but apparently loose this property when t he cells ar·e cultivated in medi,1 
with gela tine. There are from 1 to 4 ascospores in each ase ; t h,~y are circubr 
or ovoid, 2 · to 3 microns in diamcter and ha ve a shiny granule in t he cen ter. 
Accor-di ng to the illustrations of Lindner an d Saito it seems that the ases are 
formed by a c-opula tion ; but Gui lliermond showed that t he illustrations of 
t h_ese :rnthors represented simple buds; w e arrive at the same conch;1sions. 

T hese yeasts f erment glucose :md levoluse weakly, but has no reaction on 
the other su gars. 

We identi fy the yeasts of the pr,esent study as Pichia farinosa, isolated and 
studied by Lindn er in 1893. 
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