La saponina como agente selectivo
en la diferenciacién de las bacterias

rojas halofilicas
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INTRODUCCION

El grupo de bacterias rojas haolofilicas subsisten on ia sal o alle-
ran los productos salados ¢n clara simbiosis ¥ muchas veceos resulia
ardua su separacion, cuando se desca purificar los cullivos.

Dussault (4 comunica la accion sclectiva de la bilis de buey, sobroe
ambas cspecics, comprobuncdo que a bajas concentraciones inhibe el
crecimicnto de Pseudomonas salinaria, mientiras que Sarcina litioralis,
la tolera en mayor nivel.

El mismo autor (5 propone para ¢l método de inmersion y ¢l de
dilucion en agar, 100 y 1.000 p.p.m. de bilis, para hacer una difen-
ciacidn selectiva,

Bertulle y Pércz Hettich (3v encuentran que la saponina, i oleaio
de sodio v el esteato de zine, inhiben ¢l creeimiento de Pseudomonas
spp. v Halobacterium spp. ¢n una concentracion variable enire 40 v
250 p.p.m., mientras que no lo hace con Sarcina spp. al | "¢, ¢xeepto
con ¢l estearato de zine y comunican que dichas substancias pucden
utilizarse como elementos sclectivos.

La finalidad de esta comunicacion, es dar o conocer los resualtados
obtenidos con la saponina.

(1) Profesor de Tecnclogia Pesquera, Jefe del Depto. de Investivuaciones Pesqgue-
ras ¥ Biologia Marina de la Facultad de Veterinaria de Montevideo,
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MATERIAL Y METODO

1) Para nuestra investigacidon utilizamos un cultivo de Pseudomo-
nas salinaira (Harrisson y Kennedy) enviada gentilmente por el Dr. Gib-
bons de Canadad y dos cultivos de bacterias H 26 y H 48 (6) Halobacte-
rium spp. enviados por el Dr. Sreenivasan de India, asi como también
un cultivo de Sarcina littoralis (Poulsen) proporcionado por Gibbons v
un cultivo de Sarcina sreenivasani (2) de los que mantenemos en nues-
tro laboratorio.

2} Como medio de cultivo utilizamos el que recomienda Baxter
y Gibbons (1) compuesto de la manera siguiente: dcidos casamino, §
grs.; extracto de levadura, 5 grs.; proteosa peptona, 5 grs.; citrato
trisodico, 2 grs.; cloruro de potasio, 2 grs.; sulfato de magnesio 7 H,0,
20 grs.; cloruro de sodio, 200 grs. agua destilada, 1.000 mls, con el
agregado del 3 % (tres por ciento) de agar-agar, por encontrar que no
s6lo llena todos los requerimientos nutricionales de las bacterias que
en €l crecen, sino que también por tolerar perfectamente la adicidén de
la saponina- '

3) La saponina agregada en la proporcion del 0,5 %, previamente
a la esterilizacion del medio de cultivo, procede de Merck, Alemania.

4) Los acidos casamino, extracto de levadura, proteosa-peptona,
y agar-agar son de los Laboratorios Difco, de los Estados Unidos de
América, : L

5 La temperatura de incubacion fue en todo momento de 37°C,,
siempre que no se determine de otra manera.

RESULTADOS

a) La siembra de los cultiyos puros de las formas bacteriaceas,
Pseudomonas salinaria, y Halobacterium spp (H26 y H48) en el medio
con saponina, fue negativa durante los quince dias a que los cultivos
fueron sometidos a observacién, mientras que Sarcina littoralis y &
sreenivasani inician su crecimiento a las 24 hs. segun lo comprobamos
con la observacion por lupa de aumento,

b) Cultivos de Ps. salineria y Halobacterium H26 y H48 fueron
mezclados separadamente con Sarcina littoralis y S. Sreenivasani, uti-
lizando para tal finalidad una solucion estéril de cloruro de sodio al
20%, agitados vigorosamente durante un minuto y sembrados desde
I a IV gotas de la suspensién, en el medio ya estuviese éste en pico de
flauta o en caja de Petri para asi aumentar la superficie de siembra.
A los efectos de control, hicimos igual siembra en el medio de Baxter
v Gibbons, sin saponina,

En todos los casos, s0lo comprobamos el crecimiento de Sarcina
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spp, micntras gue en los testigos aparecicron mezelados ambos cultivos.

¢} Mezelamos cultivos de Pseudomonas salinaria y Halobacterium
H26 y HAS, con cultivos de Sarcina littoralis y S. sreenivasani. ch for-
ma tal que una torma bacleriacca estuviese con las dos cocaceas, pro-
cediendo luego 1gunl que en (b,

Los resultados fueron similares, siendo posible separar luego ambas
especeies de Sarcina. por sus caracteristicas culturales.

d+r  Los sub-cultivos de Sarcina litoralis y 5. sreenivasani, demos-
traron no haber sufrido alteracion o modificacion alguna do los carac-
teres fisioldgicos gque los distinguen.

¢y Se suspendieron en e] medio normal de Buxter v Gibbons
adicionado d¢ Saponina al 0,5'  ctltivos de Pseudomonas salinaria,
Halobacterium H26 y H48, durante cinco horus y de hora en hora, sc
fueron tomando mucsiras representativas gue se sembraron y cultiva-
ron como en (o) Los cultivos resultaron estériles durante los 15 dias
de obsirvacion en todos los ¢ .sos. Tembién s efectuaron observa-
cioncs microscapicas duranty esos lapsos, -

DISCUSION

La saponina iiene aparentemente un efecto letal sobre las formas
bacteriaceas de, grupo de bacterias rojas halofilicas, inhibicendo su cre-
cimicnto en los medios de cuitivo que sc cncuentra presente. Dicho
electo se comprueba al suspender cultivos de los citados organismos,
en soluciones de cloruro de sodio al 207 adicionadas de saponina al
0,577 vy efectuando obscrvacliones microscdpica cntre las una y cinco
horas. Pucde comprobarse que se producen dentro de ese tiempo, plas-
moptosis y plasmolisis de las células y aue los cultivos sub-siguientes
resultan estériles.

Es muy prebable que la acecidén batotona de la saponina, sca la
causa determinante de este hecho. No sucede o mismo con las formas
covaceas, sarcina cn este caso, que luego de quince dias de permanecer
en contacto con la saponina, maniienen sus caracteristicas culturales
vy fisioldgicas. Debe jugar aqui entre ambas ospecics de organismos un
problcma de permeabilidad de la pared celular, unido al de la baja
de la tension superficial,

Por lo expuesto, la saponina permite un amplio lapso para pro-
ceder a la separacion de las formas cocaceas vy bacleriaceas.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

La adicion de 0,577 ¢mcedio por ciento) de sapenina a los medios
de cultivog espeeificos para bacterias rojas halofilicas, determina que
lags formas bacteriaceas, se inhiban en su crecimiento, proporcionanda
una manera de separar éstag de las formas cocaceas.
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