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EL doctor Narciso Sa uza se sirvió remitirnos de Mér ida , Y uc., cierta can
tidad de melaza ob tenida con p ulpa del coco común (Cocos nucifera L. ) 
y azúcar; dicho producto se emplea en Y uca t án especialmente para ha

cer dulces. 
El l íquido que recib imos tenía un color negruzco, parecido al dulce pilon

ci llo en estado l íquido, bastan te denso y ·con un g ran número de manchas de 
color blanco amarillento flo t ando en la superficie. La forma de las manch as 
es muy irr,egular y variada; su aspec to, lige~amente granuloso, como formada s 
por una mult itud de burbujas muy pequeii.as; sus dimensiones son de unos 
cuantos m il ímetros de diámetro. E nt re unas y ot ras manchas, se encuentra , 
uniéndolas, una especie de velo muy tenue formado por burbujitas aún más 
pequeñas, del mismo color que las manchas y abarcando ca.si toda la superficie 
del líquido. El olor que despide es muy desagradable y el sabor dulce, un poco 
.:í.cido. 

D espués de diez días la superfi cie dd medio está toda cubierta por un 
~speso velo de color amarillento y en el cual hay una gran cantidad de burbu
jas de diferentes dimensiones. Con el tiempo se va haciendo m ás espeso di cho 
velo y el sabor se v uelve fra ncamente ácido. 

O bservando el contenido de las m an chas al microscopio se not a una 
gran cantidad de levaduras ; no hay bac terias, esporos, m icelios u otros micro
organism os ; el c ul tivo es puro. Las células tienen una for ma muy semejante 
entre sí , adoptando la mayor ía la ovoide ( cipo cerevisiae ) , exis tiendo además 
la elíptica y la esfériq. Dimensiones en la t otalidad de las celdillas : 4 a 8 mi
cras de longi t ud , por 3 a 5 micras de anchura. Protoplasma oscuro, denso, con 
granulaciones muy pequeñas y refringen tes . E n alg unas células observamos 
vacuolas que contienen granulaciones animadas de movimiento browniano, y 
en ot ras uno o v arios g lóbulos de g rasa de p equeñas dimensiones. 

Se notan con claridad células que emiten peq ueños brotes y otras con los 
mismos ya desarrollados y que con f aci lidad se desprenden de la célula madre 
al menor movimiento del medio. A los diez dí as se observan levaduras de for
ma alargada ( 8 m icras de longit ud por 2 a 3 de anchura) , con protoplasma 
muy granuloso y unidas en peq ueñas cadenitas desde 3 a 6 células. Las de tipo 
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cerev1s1ac a lcanzan dimensiones de 8 por 4 micras y con brotes latera les y va
cuolas. Conforme se va haciendo viejo el cul tivo van cambiando las células, 
y al cabo de tres meses encontramos en ellas las formas más variadas: ovoides, 
esféri cas, elípticas, alargadas, en forma d e huevo, etc., predomin ando siempre 
el t ipo cerevisiae. Las dimensiones aumentan muy poco, y en cuanco al proto
plasma, con tiene gran cantidad de granulaciones metacromáticas, uno o v:irios 
g lóbulos de grasa y la mayor parte, una vacuola de grandes d imensiones q ue 
ocupa casi toda la célula, dejando únicamen te una delgada faja de protoplasma 
en la que hay gran cantidad de granulaciones :inimadas de movimiento brownia
n o. Se 11otan algunos casos de conjugación heterogámica y ascas con dos 
ascosporas. 

Siguiendo con exacti tud los métodos que recomienda Guill iermond, hici
m os el aislamiento y el estudio de estas levaduras obteniendo los datos que se 
m encionan a continu:ición: 
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Fig. 1 .-LevadurJs de la melaza del coco tomadas del medio 
o rigi nal. G .. glóbulos de grasa. V .. vacuolas. M .. gránulos 

metacromáticos. ( Preparación y dibujo de M . Ruiz O. ) . 

CARACTERES MACROSCOPICOS DE LA VE:;ETA C lON 

EN MEDIOS LIQU!DOS 

Para este objeto, empleamos varios m edios, siendo el más apropiado y reco
m endado el mosto de cerveza, que ha sido el que preferentemen te usamos en 
nuestros estudios micológicos. -

Mosto de cerveza.-Sobre es te medio y a 15°-20°, se desarrolla la levad ura 
abundantemente ba jo la forma de un depósito b lanco amarillento, muy grueso, 
en el fondo del tubo, comenzando a produci r a las 12 horas una activa fer
men tación y enturbamiento del líquido. 

Un gran número de burbujas de anhídrido carbónico se desprenden cons
tantemente del fondo y remontan a la superficie en donde se acumulan en 
gran ca ntidad. No se forma velo, ni anillo. E l tubo desprende un olor aromá
tico agradable. A los diez días, el depósi to ha aumentado y la f ermentación 
continúa acumulando burbujas en la superficie. Al cabo de veinticinco días 
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se esboza la formación de un anil lo en las paredes del tubo sih llegar a inte
grarse, pues pronto desaparece ; el medio se hace más t urbio y la f ermentación 
disminuye de intensidad. Al mes cinco días, la fermentación cesa y el líquido 
se clarifica. Las burbujas de la superficie desaparec·en; el anillo y velo no 
llegan a formarse y en c uanto al depósi to, es considerabl,e. A 2 5°- 3 0° todos 
estos fenómenos se producen con más rapidez, disminuyen a 3 5°-3 8°, y cesan 
a 39°-40°. 

Caldo de carne.-Desarrollo muy escaso en forma de depósito constituído 
por laminitas superpuestas muy transparen tes, delgadas y de color blanco g;ri
sáceo; n o hay fermentación. Al mes se comienza a for mar un anillo imper
fecto que desaparece a los pocos días. E l depósito aumenta muy poco y el líqui
do no se ent urbia. El desarrollo aumenta s,ensibleme nte a 2 5°-3 Oº , cesando a 
los 39°-40°. 

Caldo de levadura con glucosa.-Se forma depósito dé color blanco ama
rillento, mayor que el obtenido en el medio an terior, pero m enor que en mosto. 
Fermentación escasa ; no se enturbia el líquido ni hay forma ción de velo o ani 
llo. Después de un mes y medio el depósi to aumenta muy poco. 

Caldo de levadura sim/J/e.-Hay un desarrollo escasísimo que apenas s1 
se logra notar en forma de depósito. 

CARACTERES M A CROSCO!'ICOS DE l .A VEGETA CJON 

EN MEDIOS SOLIDOS 

Las caracten st1cas de los culti vos en medios sólidos se tomaron después 
de 3 O a 4 5 días, para estimarlos con mayor precisión. 

Mo.s fo gelosado.-Cultivos muy bien desarrollados, de forma ovoide y 
bordes ligeramente ondulados. El centro un poco elevado y de color café :inia

rillento muy tenue, la per iferia de color blanco lechoso. Aspec to húmedo y 
brillante. 

Mosto gelatinizado.- Desarrollo menor que en mosto gelosado. C ulti vo 
de f orma circular con bordes ent eros, de color blanco amarillen to, el cen t ro 
levantado, de aspecto húmedo y br illan te. Se esbozan f isuras radiales de la 
periferia al cenero. 

Gorodkowa.-Colonias de forma irregular : circ ular, alargada, ovoide, et c. 
y bordes ondulados. C olor blanco lechoso, aspecto húmedo y brillante de ma
yor intensidad que en los demás cultivos. 

Sabouraud.-Cultivos muy bien desarollados, de forma ovoide o circular, 
bordes ondulados, centro levan tado, de color blanco con un m atiz ligeramente 
café , de aspecto húmedo y br illan t·e. H ay fisuras muy finas en la periferia. 
E n los cultivos de t res meses hay muchas fis uras radiadas y el color café es 
más acent uado. 
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Pa/H1.-C ulti vos poco de :irrollados y de fornu vari:iblc: circ ula r, ovoide, 
ala rgada, et c.; de bordes ondulados o recortado , as¡:,ccto húmedo y brillante, 
centro levantado. 

Za11ahori11.-Dcs:1rrollo aún más csc:i o que en el mcJio an t erior, cultivo 
en form:i circ ular, borde recortados, color blanco lechoso, asp!cto húmedo y 
brillante. Centro un !JOCO levantado. 

Pafia gl'losa .- M ayor d~s:irrolb q ue en los dos últimos medios; cultivos 
de forma circular, cen tro lev:int:ido, bordes enteros, color blanco lechoso con 
fisuras muy fi nas de la periferi:i al centro. 

Caldo di' l<:1•11d 11r11 gclosarfo.-Poco des1rrollo, f orm:i ovoide, bordes on
dulados, aspecto húmedo y brillante. Color : en el cent ro café muy tenue, en 
la !)eri:eri:i blanco lechoso. 

F ig. 2.-Culti,·os de las levad uras en diferentes med ios sólidos : 1, mosto gelosado; 
2. mosto Relosado a 27°-29° ( 4 días): 3. mosto gelatinizado: 4. Sabouranud; 

5. Gorodkowa : 6. papa gelosa : 7. caldo de levadu ra gelosado: 8. papa: 9, zana 
horia: l O. 11,elosa ; 1 1. gelatina. ( Preparació n de M an uel Ruiz O. Fot. Ignacio 
Larios). 

Gc/osa.-Desarrollo muy escaso, forma ovoide, ci rcular o :ilar.~ada ; bor
des ond ulados o recortados, aspecto húmedo y brillante, pero de menor inten
sidad que en los demás cultivos; color blanco lechoso. 

Gelatina.-Es el medio q ue proporcion:i el desarrollo más escaso; el aspec
to, color y forma de los cultivos semejantes a los obtenidos en gelosa. 

R aulin xelati11a .. --Cultivos mu y semejantes a los del mosto gelatiniz:ido, 
siendo el desarrollo menor. 

Podemos asentar que los medios en q ue mejor se desarrolla esta levadura 
son mosto gelosado y Sabouraud y en orden decreciente en mosto gelatinizado, 
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Gorodkowa, Raulin gelatina, ca ldo de levadura gelosado, papa, gelosa, zanaho
ria y gelatina. 

Estos c ultivos se desarrollaron a la temperatura del laboratorio, o sea 
entre 15°-20°, pero si se ponen a 25°-30° el cr·ecimien to es más intenso y 
rápido, di sminuyendo después de los 30° y cesando a los 39°-40°. 

COLONIAS GIGANTES 

Emplea mos va rios medios en cajas de Petri y de Petroff a la temperatura 
del laboratorio. Anotamos los caracteres después de un m es a un mes y medio. 
En mosto gelosado y en ~abouraud es donde obtuvimos coloni as de mayores 
d imensiones, ya que después de mes y m edio de cultivo alcanzan 30 a 35 mm. 
de diámetro. Tienen forma circular, bordes ondulados, centro levantado, color 
l igeramente café en el centro ( más acentuado en mosto J~elosado) y en la peri
feria b lanco lechoso, aspecto húmedo y brillante. Se forman , con el tiempo, 
fi suras que se dirigen de la periferia al cen tro, en el cual ta mbién se forman, 
pero más finas. Asimismo se llega a observar la formación de c írc ulos concén
tricos de crecimiento que limitan dos o tres zonas, las cuales t ienen color café 
más acentuado conforme están más cerca del centro. 

En mosto gelatinizado las colonias son de forma ovoide o circular , de 
bordes ondubdos, color el mismo que en los medios ;interiores, centro levan
tado, aspecto ligeramen te húmedo y brillan te, volviéndose seco y opaco des
pués de dos meses y medio. Se forman fisu ras aún más profundas que en mosto 
gelosado y que en Saboura ud. En los demás medios de cultivo se .obtienen co
lonias de dimensiones mucho menores que en los cultivos an teriormente cita
dos, con características muy semejantes, aunque d ifieren en ciertos detalles 
que a continuación enumeramos. En zanahoria, además del aspecto h úm~do y 
brillan te lo tienen granuloso ; en papa el aspecto es granuloso, seco y opaco ; 
en caldo de levadura gelosado, las colonias, aunque mucho más pequeñas, son 
seme jantes a las qu e se obtienen en medio de Sabouraud; en gela tina si mple, 
donde se desarroll an las colonias más pequeñ.as, el color es blanco lechoso en 
todo e l cultivo, la form a irregular, los bordes recortados, y el aspecto seco y 
opaco; en gelosa simple las colonias únicamen te difieren de las de gelatina 
en ~ue son húmedas y bri llantes. 

C uando las colonias gigan tes llegan a t ener mucho tiempo, las fisuras 
se l·es hacen más profundas y la coloración café se acentúa, sobre todo en la 
parte central. 

CARACTERES MICROSCOP ICOS DE LAS CELULAS EN LOS DIFERENTES 

MEDIOS DE CULTI VO 

Examinadas las celdillas obtenidas en el depósito de mosto simple después 
de 48 horas, se notan de forma ovoide y elipsoide (t ipos cerevisiae y elipsoideus) , 
habiendo también alargadas y ovoides. Por su forma se parecen a las del 
Saccharomyces cerevisiae y Sacch. elipsoideus. Su p rotop lasma es homogéneo, 
claro y transparente, con excepción de algunas que poseen pequeños g lóbulos 
de grasa. Las formas alargadas se unen formando cadenitas de cuatro o más 



144 MANUEL RUIZ O. 

células. Dimensiones: las ovoides tienen desde 5 a 8 m icras de longitud por 4 a 6 
micras de anchura; las elipsoides de 9 a 10 micras de longitud por 4 a 5 de 
anchura; las alargadas, 12 a 15 micras por 4 a 6 micras. La mayoría, que está 
constituída por las de tipo cerevisiae tienen 6 por 4 micras. La reproducción 
se efectúa por brote, como lo anotamos al examinar las células obtenidas en el 
med io original. Sin embargo, hicimos cultivos en cámara húmeda y observamos 
la formación de los brotes hasta su separación de la célula madre. En las formas 
alargadas se notan brotes laterales. 

Al cabo de 1 O ó 15 días las células ofrecen aspecto semejante, pero abun
dan un poco más las formas alargadas, así como los glóbulos de grasa y las 
granulaciones metacromáticas en el protoplasm a. D espués de un mes, aunq ue 
hay formas variadas, el tipo cerev isiae se conserva y predomina. La mayoría 
de las células conservan su protoplasma con dos o tres g lóbulos de grasa peque
ños, muy refringentes y poco gránulos metacromáticos; pero h:iy alg unas, sobre 
todo entre las elípticas y alargadas cuyo protoplasma es tá lleno de una gran 

A B 

Fig ).- Colo nias S?; iS?;antes de las le vaduras del coco ( un mes y medio de cultivo) . 
A, mosto gelosado; B, Sabouraud . (Preparación de Manuel Ruiz O. 

Fot . Ignacio Larios) •. 

cantidad de granulaciones de color oscuro que se establecen en una zona interna 
y de jan en la periferia una delgada fa ja de protoplasma homogéneo, transpa
rente y sin granulaciones. En 15 ó 20 dí as más, no hay células unidas en ca
denas, las dimensiones de las celdillas aumen tan sensiblemente, el protoplasma 
se torna gra nuloso y los glóbulos de grasa adquieren un tamaño mayor. No 
observamos conjugaciones n i forma ción de esporas. 

Advertimos que las células que vegetan en el anillo que se empezó a for
mar y que pronto desapareció, tienen caract erísticas semejantes a las del depó
sito, siendo sus forma s aún más variadas, pero predominando siempre las de 
t ipo ovoide. Las dimensiones también son semejantes con excepción d e algunas 
formas alargadas que alcanzan hast a 3 O y 3 5 micras de longitud y con proto
plasma muy granuloso que deja en la periferia una faja delgada sin granula-
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ciones. En contado número de células notarnos la emisión de prolongaciones 
protoplásrnicas semejantes a las que lanzan cuando van a formar un brote 
imperfecto que se transforma en microgameto, pero sin llegar a observar la 
conjugación. 

En caldo de levadura con glucosa la forma es menos variable, pues aunque 
en los primeros días de cultivo encontrarnos varias formas, con el tiempo sólo 
hay ovoides y esféricas, que también tienen grasa, granulaciones rnetacrorná
ticas y vacuolas ren cuyo interior se notan gránulos con movimiento browniano. 
No se llegan a formar cadenas de células, y las dimensiones que en los primeros 
días son un poco menores que las obtenidas en mosto simple, después de dos 
meses, son mayores. 

En caldo. simple, en los primeros días la mayoría de las células son ovoides 
y esféricas, con protoplasma oscuro, poco transparente y con un ,gran ,glóbulo 
de grasa, que en al,gunas ocupa casi todo el protoplasma; las formas alargadas 
son rarísimas, con granulaciones rnetacrornáticas y sin grasa. En cultivos v iejos 
la forma se conserva haciéndose menos variable, ya que desaparecen las alarga
das. Las dimensiones de los glóbulos de grasa aumentan hasta llegar a tener 
entre 2 y 6 micras de diámetro y cesa la emisión de brotes; no hay formación 
de esporas. Del anillo muy escaso que se formó en est e medio, se obtuvieron 
celdillas de forma esférica principalmente y también ovoides, cuyas d imensiones 
superan a las obtenidas en otros cultivos; su protoplasma contiene grasa y es 
obscuro v denso. 

Pue;tos estos medios líquidos a temperatura de 25°-30°, las células au
mentan sensiblemente de tamaño, sus brotes son más numerosos y se agrupan 
formando pequeños racimos y cadenitas, pero solamente después de mucho 
tiempo. 

E n los medios sólidos se obtienen células de forma y dimensiones seme
jantes a las de los medios líquidos, pero en algunos de ellos hay ciertas carac
terísticas (!ue ameritan citarse. 

En los primeros días de cultivo en mosto gelosado tienen la misma forma 
y dimensiones que en mosto simple; el protoplasma tiene una o dos granula
ciones de g rasa y además se nota como formado p or círculos concéntricos cla
ros y obscuros. En cultivos de 20-25 días las formas elípticas y alargadas se 
encuen tran en menor número~ constituyendo pequeñas cadenitas; en cambio 
las esféricas son más abundantes y en el protoplasma no se notan los círculos 
concéntricos como en los primeros días. Al cabo de un mes y medio, desapa
recen completamente las formas alargadas y elípticas. Las células se presentan 
aisladas. En mosto gelatinizado se observan las mismas caract~rí sticas anterio
res, exceptuando las siguientes: el protoplasma no llega a formar círculos claros 
y obscuros, g lóbulos de grasa más pequeños, no hay gránulos metacromáticos 
ni vacuolas. Algunas células, al cabo de un mes, comienzan a emitir prolon
gaciones protoplásrnicas, con las que van a formar el microgameto y a los dos 
meses comienzan a conjugarse y después a transformarse en ascas. 

En medio de Sabouraud las células son ovoides, habiendo pocas elípticas 
con unos cuantos gránulos metacromáticos en su protoplasma. A los 12- 15 
días se notan brotes laterales y se forman cadenitas de varias celdillas. Después 
de 3 5 días a muy pocas les q_uedan brotes, aparecen formas esféricas de gran
des dimensiones, g ranulosas y con una vacuola. A las de ti po ovoide se les no-ca 
un g ran glóbulo de grasa. A los dos mes-es y medio, aún conservan corno forma 
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esencial la ovoide, pero hay otra gran variedad de ellas: esf érica ( tipo tórula ), 
el íptica ( tipo elipsoideus), alargada ( tipos pastorianus y mycoderma ) , en forma 
de huevo, y otras más de formas irregulares y extravagantes. Las dimensiones 
son asimismo muy variadas, llegando a alcanzar algunas formas alargadas hasta 
25-30 micras y se constituyen grandes cadenas o falsos micelios. Un gra n nú
mero de células están en conjugación heterogámica y otras ya transformadas 
en ascas con una o dos ascosporas. 

En lo~ cultivos en papa, en los primeros días, las células tienen las mismas 
características que en los anteriores; pronto se proveen de grasa y gránulos 
metacromáti cos y a los 12-15 días comienzan a emitir brotes imperfectos que 
forman después el microgameto, el cual termina por conjugarse con la célula 
madre. A los 30-40 días hay una gran cantidad de ascas con dos esporas. 
Exactamente lo mismo observamos en zanahoria, con las únicas diferencias de 

A B 

F ig. 4.-Aspecto de las coionias gigantes de las levaduras de la melaza del coco ( un 
mes y medio de cultivo). A, mosto gelatinizado. B. papa. (Prepa ració n 

de Ma nu el Rui z O. Fot. Ignacio Larios) . 

que la conjugación se efec túa en menos tiempo y de .que hay casos de isog:1mia 
y otros de transición entre ésta y la heterogamia. En gdosa y gelatina si mples 
las células se comienzan a conjugar desde los 20 días, formándose en gelatim 
mayor número de ascas. Se notan casos de isogamia y de ascas con tres ascos
poras. Las levaduras constituyen especies dé racimos que constan de l O a 40 
células. 

En caldo de levadura gelosado conservan las formas ovoide y esférica desde 
los primeros días hasta los cultivos viejos; no llegan a formarse cadenas ni ra
cimos. A los 20 días se notan glóbulos de grasa que lentamente van aumentan
do de dimensiones hasta ocupar casi toda la célula y muy pocos gránulos meta
cromáticos. H as t a los tres meses de cultivo comienzan a conjugarse. En Raulin 
gelatina los caracteres de las células son semejantes a las del cultivo de gela t ina, 
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pero se efectúan pocas conjugaciones y, por lo mi smo, se constituyen muy 
pocas ascas. En papa gelosad 1 hoy formas el ípticas y después de m es y m edio 
aún hay alg unas alarg:idas , un idas en cadeni t as, con protoplasma granuloso y 
g lób ulos de grasa, pero hay poquísimos casos de con jugación y de espor ulación. 
En m edio de Gorodkowa o bservamos las m ismas carac terí sti cas que en Sabou
raud, pero sólo -en los prim~ros días , ya que pronto dejan de d ar brotes y se 
llenan de grasa y gránulos metacromftticos . H asta los 25-30 días comienzan 
alg unas a conjugarse y a •esporular, Llegando a ser el número de ellas muy corto. 
En c ultivos vie jos h ay varias form as cel ubres con vacuolas. 

Por lo dicho anteriormen te, podemos. notar que, en todos los med ios, las 
cé lu las de la levadura conservan características semejan tes, sobre todo en la 
forma y di mensiones; que pront o adquieren g lóbulos de g rasa y g rá nulos 
m et ac romáticos, cuyo número y dimensiones van aumen tando con la edad del 
culti vo y que en la mayoría de esos m ~di os de cultivo llegan a esporular. 

T EM PE RATU RAS LIM IT ES Y OPTIMAS PARA EL B ROT E 

Y LA FORMACION DE VELOS 

Procedimos a determina r la temperatura máxima d el brote qu e r esultó ser 
d e 37°-38º. Se hicieron pruebas a 39°-40°, pero no se ob tuvo ningún desarrollo 
de la levadura. A la temperatu ra máxima, y a los siete días, en most o gelosado 
y Sabouraud se obtuvieron colonias de color b lanco grisáceo, de forma ala rga
da , muy pequeñ as, de bordes ondulados y recortados, de aspecto húmedo y bri
llante. E l aspecto microscópi co d e las celdi llas difiere poco de las obtenidas 
a la temperatura del laboratorio: forma y dimensiones semejantes, en el pro
top lasma de alg unas de ellas se notan círculos concéntricos que forman zonas 
claras y obscuras como las de los c ultivos en mosto gelosadci, p ero la mayor ía de 
ellas son muy granulosas, limi tándose con perfección una zona interna muy 
am plia y qu·e contiene las granulaciones y una f aja de protoplasma muy del
gada en la periferia, homogénea y sin g ranulaciones. 

Para determinar la t empera tura óptima se hi cieron siembras en tubos de 
mosto gelosado a 23 °, 25°, 27°, 28°, 30° y 33°; al cabo de cuatro días com 
parando las di f.c rent·es colonias llegamos a la conclusión d e que el punto ópti
mo de creci miento está entre 25° y 28°, ya que a es t as t emperaturas se obtie
n en m ayores d esarrollos. A temperatura óptima, las colonias t ienen caracteres 
m ac roscópicos sem ejantes a los obtenidos a la t emperat ura del laboratorio, y los 
caracteres m ic roscópicos de las células solame nte di fieren en que toman una 
f orma ovoide y esférica aún más regular y constante; en cuan to al protoplas
ma se le notan varios glóbulos pequeños de grasa , gen eralmente de 5 a 8, pe
ro en a lg u nas células hasta 20 y 25 y escasos gránulos metacromáticos. 

Para la tem peratura mínima, se hicieron pruebas con mosto gelosado a 0°, 
1°, 2°, y no se ob t u vo ning ún desarrollo, pero a 3º-4°, y desp ués de 10 días, 
se desarrollaron colonias macroscópicas circ ula res, de aspec t o húmedo y brillan 
t e con 1 a 2 mm. de diámet ro . Por lo tanto, la t emperatura m ínima del b rote 
está situada en tre 3º-4°. Los caracteres microscop1cos de las levaduras a est a 
t emperat ura son muy semejantes a los obtenidos en cult ivos a t emperatu ra 
del laboratorio y que ya c itamos. 
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ESPORULACION 

Para hacer esporular una levadura hay ciertos medios especiales como el 
Gorodkowa, zanahoria, papa y en discos de P ecri y de yeso; pero en casi codos 
los medios de cultivo, cuando han envejecido, se forman ascas. 

En donde mejor y más rápidamente observamos la esporulación fué en 
cultivos de cámara humeda, zanahoria, papa y gela t ina. Comenzamos por hacer 
va rias siembras sucesivas en tubos de mosto a fin de que la levadura se provea 
de bastantes nJateriales nutritivos para poder formar las esporas. 

A continuación hicimos los cultivos en cámara húmeda en donde se ob
serva la sucesión de los f enómenos que en seguida exponemos: a las 48 horas, 
las células dej an de dar brotes y aparecen en su protoplasma pequeños glóbulos 
de grasa, gránulos mecacromáticos y glucógeno; a los cuatro días en ninguna 
célula se not:rn nuevos brotes, los glóbulos de grasa se unen y forman uno 
solo de grandes dimensiones, los gránulos metacromá ticos s::>:-i más numero-

A B 

Fig. 5.- Colonias giga ntes de las levadu ras del coco ( un mes y mdio de cult ivo). 
·A. caldo de levadura gelosado; B. gelosa. ( P reparación 

de Manuel Ruiz O. Fot . Ignacio Larios) . 

sos, aumentando asimismo la cantidad de glucógeno. D espués de 5-6 días las 
células comienzan a emitir, generalmente por una de sus extremidades, una pe
queña prolongación protoplásmica, aunque también lo pueden hacer lateral
mente. Esca pequeña prolongación se ensancha en su extremidad, tomando la 
forma ovoide o esférica, se inclina hacia la célula madre quedando unida a ella 
por un canalito muy delgado; al mismo tiempo se nota n brotes alrededor de 
la célula madre. En 2-3 días más, el protoplasma de la célula pequeña comien
za a ser absorbido a través del canalito por Ja célula de mayores dimensiones, 
de modo que se efectúa una conjugación heterogámica entre la célula ma
dre ( macrogameto) y la célula hija (microgameto). Queda vacío el microga
meto ,y en el macrogameto se comienzan a formar sucesivamente dos esporas 
que adoptan forma ovoide generalmente, aunque algunas son esféricas; tienen 
4 micras de longitud por 3 micras de anchura y con membrana muy clara que 
separa perfectamente su contenido, del protoplasma del asca, que es más re
fringente y con pequeñas granulaciones de grasa, animadas de movimiento 
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browniano. El microgameto puede quedar unido al macrogameto por unos días; 
después se despr,ende y sz disuelve en el medio. En ocasiones las ascas tienen 
1 ó 3 ascosporas. Cuando comienzan a formarse las esporas se inicia la desa
parición de los glóbulos de grasa, de los gránulos metacromáticos y del glucó
geno; ya formadas, siguen alimentándose a expensas de dichas substancias de 
reserva, y aumentan lentamente de dimensiones hasta llenar comple tamente el 
asca t endiendo a tomar la forma esférica. La forma y dimensiones del asca 
son las mismas que t enía la célula antes de emitir el microgameto; en cuanto 
a este último, toma forma ovoide, esféri ca y en pocas ocasiones elíptica, alcan
zando 3 a 4 micras de longitud, por 2. 5 a 3 micras de anchura. 

La conjugación se hace en la mayoría de las células por uno de los extremos 
del macrogameto, pero se notan también casos en que se hace lateralmente. 
Hasta donde nos fué posible observar la evolución de los cultivos, notamos que 
una gran parte de las células no se transforman -en ascas, por lo mismo es muy 
probable que en esta levadura, como cita Guilliermond, refiriéndose a varias 
especies de Zygosaccharomyces, se encuentre además de la raza que forma 
esporas, otra asporógena. 

Lo mismo que en Zygosaccharomyces nadsonii descrita por Guilliermond, 
se observan frecuentemente en est a levadura series de transición en tre la 
isogamia y la heterogamia. En todos los cultivos s.e notan, aunque en corto 
número, células en conjugación con las mismas dimensiones y, en ambas, 
formación de esporas. En otros casos las células en conjugación tienen iguales 
dimensiones, p ero sólo una se transforma ·en asca, y por último, conjugacio
nes en las que el macroga meto es un poco más grande que el microgameto. 

La conjugación y la forma ción del asca y de las ascosporas, presentan las 
mismas caracterí sticas en todos los medios, notándos,e con mayor claridad, ra
pidez y abundancia en los cult ivos de zanahoria , gelatina y papa. Hicimos la 
prueba de la esporulación en discos de Petri es téri les y húmedos, pero fué muy 
lenta y solamente se ,efec tuó en corco número de células; en cambio, en otras 
levaduras, como la Pichia radaisii esporula a las 24 horas, en caja de Petri. 

T emperaturas limites y ÓJJlima }Jara la es fwrulación.-A 32°, 34° y 36º, 
no hay formación de esporas, aun después de un mes de cultivo. A 2 8° y 3 0°, 
se forman las ascas muy lentamente al cabo de 1 O a 12 días, por lo mismo ésta 
es la temperatura máxima para la formación de esporas. La óptima está situada 
entre 22°- 25°, y la mínima, de 6° a 9º. Las características de la conjugación, 
formación de ascas y ascosporas, son las mismas a estas temperaturas que a la 
del laboratorio. 

CARACT E RES BIOQUIMICOS 

Fermen fa ción.-Para est e dato de suma importancia usamos el método de 
las pequeñas fermentaciones de Lindner, con porta-objetos excavados que tienen 
una cámara de fermentación de 15 mm. de diámetro por 1 mm. de espesor. 
E mpleamos varios azúcares, hac iendo dos pruebas de cada uno, para así des
cartar errores posibles y a temperatura de 25°. Los resultados obtenidos a las 24 
horas :fueron las siguientes : 
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Sacarorn.-En una de las pruebas se ob tuvo una burbuja de anh ídrido car
bónico que llenó completament-e la cámara de frrmentación, y h asta algunas 
pequeñas burbujas se escaparon de la misma, extendiéndose entre el porta y el 
cubre-obj eto. L:i otra dió una de una burbuja de 12 mm. de diámetro. 

Lactosa.-En las dos pruebas se obtuvieron burbuj:is de 10 y 12 mm. de 
diámetro, r·eS.!)ecti vamen te. 

;:----- 8\ r -J, 
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"" ,, (;~ \ ~~,) 
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Fig. 6.- Levaduras de la melaza del coco en 
mosto simple. a las 48 ho ras de culti vo. 

(P reparació n y dibujo de M . Ruiz O.). 

Fig . 7 .- Aspecto de las levaduras de 
la melaza del coco en mosto si m -
ple, después de un mes de cultivo. 
( Prepa ración y dibujo de Manuel 

Rui z O .) . 

Mal torn.-Las dos pruebas f ermentaron, dando burbujas de 11 mm. y 
13 mm. de diámetro. 

Ma11osa.-Las burbujas obtenidas alcanzaron 6 y 1 O 111111. de diámetro. 

Levu.losa.-En una de las pruebas una burbuja de 1 O mm. de diámetro, y 
en la otra vanas burbujas pequeñas. 
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Glucosa.-N o hubo fermen tación a las 24 horas, pero a las 4 8 horas se 
obtuvo una burbuja de 8 mm. de diámetro en ambas pruebas. 

Galcictosa.-Hast:i las 48 horas ferm entó, formándose burbujas de 5 mm. 
d e diámetro. 

Dextrina.-Las dos pru ebJS fermentaron con burbujas de 6 mm. d e d iá
m etro. 

Por los r esultados anteriores se puede n otar que esta levadura ti.ene un gran 
p ode r fermentativo sobre todos los azúcares, siendo más fue rte en los disacá
ridos que e n los monosacáridos. 

I II versión de la sacaroS(I.-Tomamos levaduras cu ltiva das en mosto simple 
y gel osado y las colocamos en tubos que contenían una solución de 5 % de 
sacarosa en agua destilada esté ril. Colocamos 3 tubos a 2 5° y otros tres a h 
temperatura del laboratorio ( 15°-20°). A las 48 horas se fi ltró el líquido y se 

Fig . 8 .- Levaduras de la melaza del coco en conjugación y espo 
JUlació n. to madas de un cul tivo de za naho ria de 15 días. 
A. A, cospo ras: G . glóbulos de grasa. ( Preparació n y dibujo 
de Manuel Ruiz O. ) . 

ef ec tuó la prueba con licor d e Feheling y en caliente. El resultado fué positi vo 
para los tubos mantenidos a 2 5°, y negativo para los que se dejaron a la tem
p eratura del laboratorio. La inv ers ión es muy d ébi l si b levadura se ha culti
vado previamente -en Gorodkowa, gelatina o Raulin gelatina. 

A F INIDAD ES 

Por la fo r ma d e sus célubs y por la manera de d ar sus broces, ,esca leva
dura es semejante al Saccharomyces ce revisiae; pero presenta caracteres muy 
espec ial-es que la sep1ran de un gran número de esp ecies desc ritas . D esde luego, 
fermenta t odos los azúcares que ya citamos ant·eriormence, y además sus cé 
lulas cambian poco d e forma en los dife rentes cultivos, conservando el tipo 
cerevisia,e o.ue es la form a esencia l. 
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Por su manera de esporular, o sea previa conjugación h eterogámica, por las 
series de tranjición que se observan entre la iso y la he terogamia, por el nú
mero de esporas que dan las ascas, y por otras características de suma impor
tancia, indudablemente que con la especie que más afinidades tiene es con 
Z ygosaccharomyces nadsonii , descrita p9r Guilliermond en 1918 . 

Para clasificar estas levaduras, insertamos a continuación un cuadro de las 
características esenciales que presentan el Zygosaccharomyces nadsonii y las 
levaduras de la melaza del coco. 

Zygosaccharomyces nadsonii. 
Guilliermond 

l. Aisladas de una botella de jarabe 
de naranja. 

2 . A las 1 2 horas, en tubo de mos
to simple y a 25°-30° forma 
depósito blanco. 

3. E n pocos días se produce sobre 
la superficie del líquido un 
velo muy delicado. 

4. Se desarrolla un anillo que cae 
pronto al fondo del tubo. 

5. En mosto se obtienen células ova
les o redondas a las 12 ho
ras, y generalmente unidas en 
pequeños grupos. 

6. Célul as con brotes por toda la pe
riferi a, semejándose a las T ó
ru las, aun en cultivos jóvenes. 

7. T emperatura máxima del brote 
41 ° -42°, óptima cerca de 3 0°, 
y mínima entre 3° y 5°. 

8. A temperaturas límites las célu
las t ienden a hacerse alarga
das como en el tipo pastorianus. 

9. Se forman ascosporas abundante 
y rápidamente en Gorodkowa 
y más lentamente en zanaho
na. 

Levaduras de la melaza del coco 

l. Aisladas de la melaza obtenida 
con la pulpa del coco común y 
azúcar . 

2. A las 24 horas, en tubo de mos
to simple y a 25°-30° forma 
depósito blanco amarillento. 

3. No se produce velo en ningún 
medio ni a diferentes t empe
raturas. 

4. A los 25 días se esboza un anillo 
que no llega a formarse. 

5. En mosto s·e obt ienen células ova
les, muy pocas. rendondas a 
las 24 horas, y no se unen en 
grupos. 

6. Células con brotes por toda la 
periferia, unicamente en cier
tos cultivos viejos. 

7. Temperatura máxima del brote, 
37°-38°, óptima 25°-28°, y 
mínima 3°-4°. 

8. A temperaturas límites conservan 
la misma forma. 

9. En Gorodkowa se forman pocas 
ascosporas con mucha len ti
tud, y rápidamente y en gran 
número en zanahoria. 
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10. El asca resulta generalmente de 
una conjugación heterogámica, 
habiendo series de transición 
entre la iso y la heterogamia. 

11. Generalmente se forman 1 a 2 
ascosporas, excepcionalmente 3 
ó 4. 

12. Temperatura max1ma de esporu
lación 3 0°-3 2°, óptima entre 
23° y 30°, mínima a.lrededor 
de 56

• 

1 O. El asca se forma de la misma ma
n era, encon trando también las 
series de transición ya citadas. 

11. Generalmente 2 ascosporas, excep
cionalmente 1 ó 3. 

12. Temperatura max1ma de esporu
lación 2 8° -3 0°, óptima 22°-2 5°, 
mínima entre 6° y 9°. 

13. Invierte la sacarosa cuando se cu! - 13. Invierte la sacarosa cultivada en 
tiva en mosto. cualquier medio. 

14. No fermenta el mosto. 14. Fermenta el mosto activamente. 

15. F ermenta dextrosa y levulosa úni- 15. Fermenta activamente sacarosa, 
camente. maltosa, lactosa, manosa, dex

trina, dex trosa, ]evulosa y ga
lactosa. 

16. Colonias gigantes en most o ge
latinizado con apariencia se
ca, color blanco amarillento, 
centro ligeramente levantado y 
pocos milímetros de diámetro. 

16. Colonias gigantes en mosto ge
latinizado con apariencia hú
meda, color blanco café en el 
centro y blanco lechoso en la 
periferia; fi suras muy delica
das de la perif~ria al centro, el 
cual está un poco levantado y 
alcanza varios milímetros de 
diámetro. 

Por los datos expuestos, esta levadura pertenece al género Z ygosaccha
romyces, y consideramos que es una especie nueva, para la c ual proponemos el 
n ombre de ochoterenai, que con todo respeto nos permitimos dedicar a nuestro 
ilustre maestro, Profesor Ochoterena, que siempre se ha interesado por los estu
dios micológicos, y bajo cuya dirección nos fué posible elaborar el presente 
trabajo. 

S UMMARY 

This studis the description of a new species of yeast ob tained from the 
melasses of the common coconut, which comes from the st ate of Yucat an. 

O wing to its way of reproducing , that is by budding, to the ases resul t
ing from a heterogamic conjugation and io t he forma tion of one or three 
ascopores w ith a thin membrane, they are placed in the genus Zygosaccha
romyces; but at the same time i t is considered necessary to create a new species, 
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w hich we have named ochoterenai, dedicated to our Prof.cssor, I saac Ochocerena , 
Director of che Inscicuce of Biology. This new species is crened on accounc of 
che following characceriscics chac discinguish ic from che ocher species so far 
described: 

1~ I c :forms a de:,osic and n ev~r a v eil. 
' 2'' The maximum tempera cure of budding 1s 37°-38° C.; opcimum 

25 °-28° C.; minimum 3°-4° C. 
3~ Two ascospores are formed; excepcionally one or chree. 
4~ The maximum cemperacure for sporulacion is 28°- 30° C .; opcimum 

22°-25° C.; mínimum 6°-9° C. 
59 Je invercs saccha rose culcivaced in any m edium. 
6° Ic fermencs saccharose, malcose, laccose, manase, dextrin~, d cxcros,e, le

vulose and gelactose. 

B I BLIOGR A FIA 

BOULARD. H.- E rudes re recherches sur les levurcs. 19 1 S. 

GUILLI ERMOND.- The Y easts. 1929 . 

---Clef dichotomique pour la dérermin ation des levures. 19 28 . 

---Rec herches cy tolog iques sur les levu res et q uelqucs moisissures a fo rmes de 
levures. J 902. 

H EN RIC!, A. T .- M olds . yeasrs. and actinomycetes. 19 30 . 

LEVY, L.- Microbes et disrilleric. 1900. 

R OUSSY.- F erments et ferm entations. 190 1. 

V UIL LEMIN, P.- Les champig nons . 19 I 2. 


