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El presente trabajo, pretende contribuir a un mejor cono-
cimiento de la taxonomia del Género Halococcus. Se han estu-
diado 28 cepas de cocos halofilos extremos rojos, aislados de un
medio seminatural las salinas solares “Bras del Port” sitas en
la localidad de Santa Pola de la provincia de Alicante. Estas sa-
linas funcionan mediante un sistema de balsas-comunicadas en
las que se va incrementando paulatinamente la concentracion
de la sal hasta llegar a los estanques llamados cristalizadores
en los que se recoge el producto. Se ha de hacer notar que las
oscilaciones anuales no sobrepasan nunca el 109 de la concen-
tracion media.

MATERIAL Y METODOS

1.—Microorganismos

25 de las 28 cepas de cocos halodfilos extremos rojos selec-
cionadas (Tabla I) se obtuvieron de diferentes zonas de los es-
tanques de alta concentracion de sales anteriores a los cristali-

zadores.
Estos estanques alcanzan una concentracion aproximada

del 28% de peso seco de sales.
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TABLA I.—ORIGEN Y CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS AISLADAS

CEPA | MEDIO AISL. HABITAT DIAS INCUB. N.° COLON
A Eimhj. Costra Salina 7 100
B ” ” ” 7 60
C % Capa Superf. suelo 7 1
D 2 2 e % 12 Confluente
E 2 2 . Hy 10 Confluente
F ” Fango Salino 6 8
G Agar Sal Costra Salina 10 40
H ” ” ” 10 90
I Eimhj. Capa Superf. suelo 10 100
J *) Costra Salina 6 1000
K 't Capa Superf. agua 6 2
L i Capa Superf. suelo 6 200
LL ” ” ” ” 6 100
M ” ” ” ” 6 30
N i Capa Superf. agua 7 80
N Agar Sal Costra Salina 10 100
(0] Eimhj. Fango Salino 10 40
P ” ” ” 10 40
Q 4 Capa Superf. suelo 7 250
R ” ” ” ” 10 30
S &+ Capa Superf. agua 6 4
T ” ” ” ” 6 50
U ” ” ” ” 6 5
\' Agar Sal 3 u 2 10 1
W ¥ Costra Salina 7 40
X Eimhj. Medio enriquecimiento [ 20
Y ” ” ” 7 30
Z ” ” ” 7 10

Tres cepas: (X, Y, Z), se han obtenido a partir de una mues-
tra de agua de salina tras una etapa de enriquecimiento previo.

Todas las cepas aisladas son de halodfilos estrictos; no cre-
cen en medios con menos de un 5% de CINa.

2.—Medios de aislamiento

Como medios de aislamiento se han utilizado: el medio
Eimhjellen (1), y un medio desarrollado en nuestro laboratorio
con la siguiente composicion:

Peptona: 15,6 g; extracto de levadura: 2,8 g; D (+) glucosa:
1,0 g; sal de salina 250 g; agar: 12 g, H;,0 dest. c. s. p. 1000 ml.;
pH 7.
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' 3.—Medio de enriquecimiento

Para la obtencion de las cepas X, Y, Z, se inoculé una mues-
| tra de agua de la salina en un recipiente de 500 ml conteniendo

| incubo a 38° con agitacion y aireacién durante una semana. De
' la poblacion en crecimiento se obtuvieron las cepas, X, Y, Z.

' 4 —Medios y reactivos empleados en las pruebas de identifica-
cion.

I Para el estudio de la morfologia se ha empleado el méto-
. do de tincion de Dussault (2) especifico de halofilos extremos.

} Para determinar la actividad proteolitica y lipolitica se ha
“ utilizado el medio modificado de Norberg-Hofsten (3). A los seis
. dias de incubacion (37°C) se le anadio a las placas una solu-
' cion de CLHg contrastando la aparicion de un halo transparen-
. te en las bacterias proteoliticas con el opaco producido por las
* bacterias lipoliticas.

" La hidrolisis de la caseina se ha determinado por el mé-
. todo descrito por C. Gonzalez et al (4) interpretandose como
I positivas las cepas que presentan a su alrededor un halo trasla-
* cido de una longitud no menor de 0,2 mm.

, La produccion de SH, se ha detectado por el método de
Clarke, P. H. (5) mediante tiras de papel impregnadas con ace-
. tato de plomo.

La presencia de indol por el procedimiento descrito por Gi-
3“ lliers R. R. (6) que utiliza igualmente tiras de papel:

La reduccion de nitratos a nitritos se determiné inoculando
, los organismos en placas con medio Eimhjellen (1) adicionado
- de un 0,19, de NO;K. Se empleo el reactivo de Griess Ilosvay, se-
. gun el método descrito por Cowan S. T. y Steel K. J. (7).

La wutilizacion de glucosa fue detectada en un medio base
. de acidificacion de glucidos (8) al que se afnadido un 20% de
. ClNa.

La Catalasa es determinada por adicion de H,0.al 39% sobre
. placas con cultivos de 3 a 4 dias de crecimiento.

1 La produccion de oxidasa ha sido determinada segun el mé-
j todo de Gaby, W. L. y Hadley, C (9) y la hidrdlisis del almidon
siguiendo el método descrito por Gibbons, N. E. (10).




366 ARS PHARMACEUTICA
RESULTADOS

Caracteristicas morfologicas

Todas las cepas estudiadas resultaron ser cocos Gram ne-
gativos. Los cocos aparecen dispuestos en tetradas aisladas o en
grupos irregulares de tetradas algunos aislados.

Todas las cepas estudiadas son inmoviles y no esporuladags,

Caracteristicas culturales

El tamafno medio de las colonias oscila entre 0,2 y 1,6 mm.
Todas presentan un pigmento rosado o rojo caracteristico.

La morfologia de las colonias responde a dos tipos; 4 de
las cepas (C, N, V, Z,) forman colonias irregulares, rugosas y
mates; las 24 restantes forman colonias circulares, convexas,
lisas y brillantes.

Caracteristicas fisiologicas

Los resultados de las pruebas bioquimicas se relacionan en
la tabla II.

DISCUSION

La gelatina fue hidrolizada por 15 de las 28 cepas ensaya-
das (549), resultado que coincide con los consignados por
Schoop, G. (11) y Kocur, M. et al (12). Estos autores sefialan
que un 559, de las cepas son positivas para esta prueba.

La caseina es hidrolizada solo por 4 de las 28 cepas. Segun
Kocur, M. et al (12) y Gibbons, N. E. (10) la caseina es hidroliza-
da en raras ocasiones por los cocos halodfilos siendo las formas
bacilares las que presentan mas frecuentemente esta propiedad.

La presencia de lipasa en el 899, de las estirpes ensayadas
parece indicar que en los cocos halofilos, se encuentra habitual-
mente la enzima palmitato-esterasa. A este respecto, Gonza-
lez, C. et al (13) describen la actividad lipolitica de una cepa de
Micrococcus morrhuae que al tercer dia de incubacion hidroliza
los cuatro tweens ensayados (tween 20, 40, 60, 80). Por otra par-
te Kocur, M. et al (12) al definir las caracteristicas generales de
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TABLA II.—RESULTALOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS
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la cepa tipo Halococcus morrhuae apunta que el tween 80 puede
ser hidrolizado en un 509, de los casos.

Estos resultados dejan una puerta abierta para posteriores
trabajos que puedan establecer diferencias de valor taxono-
mico entre diferentes especies.

La formacion de SH, es producida solo por 5 de las 28 ce-
pas coincidiendo en todo con los resultados de Kocur, M. et gl
(12) y Gibbons, N. E. (10).

En 10 de las 28 cepas ensayadas se observé produccion de
indol (38%). Los resultados de Kocur, M. et al (12), apuntan
que el 60% de las cepas son indologenas y Gibbons, N. E. (10),
describe dos cepas de Micrococcus morrhuae y Sarcina morrhuae
que son fuertemente indologenas a una concentracion de sal del
15-209, pero que no forman indol a concentraciones del 25-30 %
de sal. Esta puede ser la razon del bajo porcentaje de nuestras
cepas que dan positiva la reaccion de indol.

La reduccion de nitratos a nitritos se verifica para 27 cepas
(1009%) resultado coincidente con el de Kocur, M. et al (12).

El almidon, uno de los pocos carbohidratos utilizados por
las bacterias halofilicas fue hidrolizado por 15 de las cepas. Es-
ta prueba ha sido utilizada normalmente como diagnostico para
la clasificacién de bacterias halofilas; no obstante existen entre
los autores algunas discrepancias. Asi, Sreenivasan, A. et al (14)
aluden a que 5 de 10 cepas ensayadas hidrolizan el almidon;
Gibbons, N. E. (10), sefiala como positivas 5 de 13 y en el tra-
bajo de Kocur, M. et al (12) de las 22 cepas ninguna fue capaz
de hidrolizar el almidon. Para Gibbons, N. E. (10). la diferencia
de estos resultados podria deberse a una pérdida de la capacidad
de hidrolizar el almidon como consecuencia del mantenimiento
de las cepas en el laboratorio durante un largo periodo de tiem-
po.

El resto de las pruebas bioquimicas realizadas: catalasa
(1009 positivas), oxidasa (100% positivas) y glucosa (negativa
en todas las cepas) coinciden con los resultados de Gibbons, N.
E. (10), Gonzalez, C. (13) y Kocur, M. et al (12).
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. CONCLUSIONES

! De acuerdo con el Manual de Bergey en su 8.* edicién (15)
~ “los cocos halofilos pigmentados rojos, no han sido extensamen-
te estudiados como los correspondientes de forma bacilar. Sin
embargo, se sabe lo suficiente para colocarlos en un género se-
‘ parado como ha sido propuesto por Venkataraman y Sreenivasam
(1956), Larsen (1962) y Kocur y Hodgkiss (1973)”. Este género
. es el género Halococcus Schoop 1935, 8117.

A fin de encuadrar nuestras estirpes de Halococcus, dentro
de la especie tipo de Halococcus morrhuae (Farlow) acudimos a
. las caracteristicas principales que de dicha especie describen
‘ Kocur, M. et al (12) y que son las siguientes: morfologia en te-
tradas y grandes grupos irregulares de tetradas; inmoviles; no
. forman endosporas; Gram negativos; halofilos extremos, cre-
cen bien en medios con 15-209, de CINa; quimiorganotrofos de
metabolismo respiratorio; no se producen acidos y gas a partir
de glucosa y otros carbohidratos; Actividad catalasica presente
(1009%); oxidasa positiva (1009%); producen indol (60%); SH,
negativo; reduccion de nitratos (160%) y no de nitritos; el al-
midon puede ser hidrolizado (509%); puede utilizarse el tween
80 (509%); hidrolisis de la gelatina (409%); la caseina es hidroliza-
da rara vez; producciéon de un pigmento rosa-rojo; aerobios;
buen crecimiento entre 30 y 37°%.

A la vista de la Tabla II que presenta las pruebas fisiologi-
cas realizadas en nuestras cepas se puede concluir que respon-
~ den a las caracteristicas generales de la especie Halococcus

morrhuae (Farlow).

La considerable uniformidad de los porcentajes de respues-
ta a las pruebas fisiologicas, parece indicar una notable homo-
geneidad en el comportamiento fisiolégico del género Halococ-
cus puesto que el grupo de cepas estudiadas por Kocur, M. et al
(12) corresponden a cepas de coleccion y las nuestras son todas
ellas cepas salvajes, 1o que parece indicar la existencia de muy
pocos tipos fisiologicos dentro del género Halococcus lo que ex-
plicaria que grupos diferentes presentan porcentajes tan simi-
lares.

Finalmente se sefiala que la taxonomia del género Halococ-
cus presenta actualmente ciertas lagunas que pueden dar pie
a trabajos mas completos en esta direccion.
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RESUMEN

Se estudiaron 28 cepas de cocos haléfilos pigmentados aislados ge
una salina solar de la provincia de Alicante.

Se describe el comportamiento fisiolégico de estos organismos asi como
el origen v caracteristicas de cultivo de cada una de las cepas.

Los resultados son considerablemente coincidentes con los de un trg-
bajo previo de Kocur sobre 25 cepas de coleccion.

Esta coincidencia parece indicar una marcada homogeneidad dentro
del género.

RESUME

On etudiont 28 souches de coques halophiles pigmentées isolées d’une
saline de la province d’Alicante.

On décrire le comuortement physiologique de ces organismes, ainsi
que l'origine et caracteéristiques de culture de chacune des souches.

Les resultats sont considérablemente coincidentes avec un travail prea-
lable de Kocur sur 25 souches de collection.

Cette coincidence de resultats semble indiquer une marquée homoge-
nité dedans du genre.

SUMMARY

Twenty eight strains of pigmented halophilic coceci, isolated from solar-
salt ponds located near Alicante, were studied.

The physiological behaviour, the origin, and the culture characteristics
are described.

The results are considerably coincidents with a previous paper from
Kocur on 25 collection strains. This coincidence seems to indicate a mar-
ked homogenity inside the genus.
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