
19

Capacidad de bacterias halófilas para capturar sodio
in Vitro y su posible aplicación en bioremediación

en suelos salinos-sódicos

Ligia Consuelo Sánchez Leal, MsC.1 Heliodoro Arguello Arias, PhD.2

1 Programa de Biología Aplicada, Universidad Militar Nueva Granada. Docente Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
2 Profesor Asociado de Agronomía, Universidad Nacional de Colombia.

Correspondencia: lsanchezl@unicolmayor.edu.co

Recibido: 24-10-2006 / Aceptado: 24-11-2006

Resumen
 Las prácticas agrícolas inadecuadas han sido la causa del aumento de los suelos salinos–sódicos en todo el

planeta. Su recuperación se ha hecho principalmente cambiando el sodio por otro catión, generalmente calcio,

remediando en forma mecánica y usando plantas halotolerantes. Aunque estas prácticas controlan en alguna

medida el problema, no se ha podido hacer una recuperación efectiva en estos suelos. Este trabajo presenta

como alternativa, el uso de bioremediación con bacterias halófilas. El objetivo de la investigación fue evaluar la

capacidad de cinco especies de bacterias halófilas para capturar iones sodio in vitro y diseñar una propuesta

para su posible aplicación en bioremediación de suelos sódicos y salinos. La captura del sodio se demostró

comparando la concentración inicial de la solución de sodio sin inocular y la concentración de la misma con la

bacteria inoculada a través de la técnica de espectroscopia de absorción atómica. Las bacterias que demostra-

ron la capacidad de captura de sodio in vitro fueron: Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii, Flavimonas

oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens. Serratia marcescens no demostró captura. La comprobación

de la captura de sodio permitió hacer dos propuestas: diseñar un bioreactor con un consorcio microbiano que

incluya las bacterias que capturaron sodio en el experimento y bacterias autóctonas presentes en los suelos

salinos y sódicos; utilizar ingeniería genética para implantar el gen de bomba de sodio de la especie con mejor

captura, en especies nativas existentes en este tipo de suelos.

Palabras clave: bacterias halófilas, bioremediación, Flavimonas oryzihabitans, suelos salinos, Vibrio

alginolyticus, Vibrio metschnikovii.

Abstract
The inadequate agricultural practices have been the cause of the increase of saline-sodic soils in the entire

planet. Its recovery has been done mainly changing sodium by another cation, generally calcium, remedying in

mechanical form and using halotolerant plants. Although these practices control the problem to a certain

extent, it has not been able to make an effective recovery in these soils. This work displays as an alternative,

the use of bioremediation with halophiles bacteria. The objective of the investigation was to evaluate the

capacity of five species of halophiles to capture in vitro sodium ions and to design a proposal for its possible

application in bioremediation of sodic and saline soils. The capture of sodium was demonstrated by comparing
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the initial concentration of the sodium solution without inoculating and the concentration of the same one with

the bacterium inoculated through the technique of spectroscopy of atomic absorption. The bacteria that

demonstrated the capacity to capture sodium in vitro were: Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii,

Flavimonas oryzihabitans and Agrobacterium tumefasciens. Serratia marcescens did not demonstrate cap-

ture. The verification of the sodium capture allowed as to make two proposals: to design a bioreactor with a

microbial partnership that includes the bacteria that captured sodium in the experiment and native bacteria in

saline and sodic soils and to use genetic engineering to implant the gene of sodium bomb of the species with

better capture in existing indigenous flora in this type of grounds.

Key words: bioremediation, Flavimonas oryzihabitans, halophiles bacteria, salt soils, Vibrio alginolyticus,

Vibrio metschnikovii.

Introducción
 La presencia de salinidad y sodio en los suelos in-

terfiere en el crecimiento adecuado de la mayoría de los

cultivos y por lo tanto constituye uno de los problemas

más serios que enfrenta la agricultura sostenible a nivel

de todo nuestro planeta. La Organización de las Nacio-

nes Unidas para la agricultura y la alimentación FAO y

la Organización de las Naciones Unidas para la Educa-

ción, la Ciencia y la Cultura UNESCO calculan que el

área total de suelos salinos en el mundo es de 397 millo-

nes de hectáreas y los suelos sódicos corresponden a

434 millones de hectáreas. Así mismo, estableció que

de 230 millones de tierra irrigada, 40 millones de hectá-

reas son suelos afectados por la salinización (corres-

ponde al 19%), estas últimas cifras afectadas en menor

o mayor grado por la intervención del hombre. (1,2,3,4).

En América tropical, (5) se estima que el cuatro por

ciento de las tierras son de carácter sódico, salino o

ambos. En Colombia, en los valles de los ríos hay pre-

sencia de suelos salinos y sódicos. (6).

La recuperación de los suelos sódicos se ha hecho

principalmente cambiando el sodio en complejo coloidal

por otro catión, aplicando principalmente sales solubles

de calcio, sales de calcio con baja solubilidad (cal agrí-

cola); en forma mecánica mezclando la capa superficial

con arado y usando plantas halotolerantes; sin embargo,

no es fácil ni económico eliminar o disminuir las con-

centraciones de sodio del suelo. Esta investigación con-

sideró una alternativa diferente de solución al problema

de salinización y sodicidad del suelo: la bioremediación,

proceso por el cual se pretende recuperar suelos me-

diante procesos biológicos con microorganismos (7).

Trabajos realizados por algunos investigadores quienes

valoraron la capacidad de microorganismos como P.

aeruginosa (8), Bacillus (9), y algunos hongos (10) para

remover metales pesados como mercurio, plomo, cadmio,

cobalto, entre otros han evidenciado que los

microorganismos son capaces de cambiar los iones ori-

ginales y formar complejos. No se conocen reportes cien-

tíficos en los cuales se haya considerado la posibilidad

de utilizar microorganismos para bioremediar suelos sa-

linos y sódicos.

La hipótesis de esta investigación fue que

microorganismos bacterianos con capacidad halófila, es

decir que dependen para su supervivencia del sodio,

podrían ser utilizados como posibles remediadores de

suelos sódicos y salinos. El objetivo fue evaluar la capa-

cidad de microorganismos bacterianos halófilos para

capturar iones sodio in vitro y diseñar una propuesta para

su posible aplicación en bioremediación de estos suelos.

El experimento se desarrolló en dos fases; la primera

correspondió a la selección de microorganismos

bacterianos con comportamiento halófilo y verificación

de crecimiento en soluciones en las cuales se simularon

las condiciones de los suelos salinos y sódicos añadien-

do sales presentes en este tipo de suelos con diferentes

concentraciones. La segunda fase consistió en verificar

si las bacterias seleccionadas eran capaces de capturar
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el sodio; esta captura se demostró cuantificando el ión

sodio por espectroscopia de absorción atómica en las

soluciones preparadas y comparando la concentración

del sodio de la solución sin inocular la bacteria con el

valor obtenido en la misma solución después de inocular

los microorganismos en cada una de las sales en las

diferentes concentraciones. Este ensayo fue diseñado

por la investigadora quien definió los protocolos corres-

pondientes. Para validar los resultados obtenidos, se

aplicó diseño experimental utilizando el Programa esta-

dístico R. Se hizo análisis de varianza y posteriormente

se establecieron comparaciones múltiples con prueba de

Tukey entre los datos obtenidos, para saber si habían

variaciones entre los tratamientos aplicados a cada uno

de los microorganismos, si había diferencia entre los re-

sultados arrojados por las cinco bacterias y establecer

la bacteria que presentó mejor comportamiento.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que

aunque todas las bacterias se comportaron como halofilas

discretas en la fase inicial, solo Vibrio alginolyticus, y

Vibrio metschnikovii capturaron sodio en todas las con-

centraciones y con todas las sales por los resultados

obtenidos en la lectura final. Flavimonas oryzihabitans

y Agrobacterium tumefasciens fueron variables, es

decir, con algunas sales se observó captura de los iones

de sodio, pero con otras, los valores se mantuvieron o

elevaron y definitivamente la bacteria que no capturó

ningún ión sodio en las sales fue Serratia marcescens.

La comprobación de la captura de sodio por cuatro de

las bacterias utilizadas en el experimento es el primer paso

para proponer procesos de bioremediación de suelos sali-

nos y sódicos con el uso de microorganismos. Una prime-

ra propuesta para la aplicación de bacterias es el diseño

de un bioreactor con un consorcio microbiano que incluya

las bacterias que capturaron sodio en el experimento y

bacterias autóctonas presentes en los suelos salinos y

sódicos; esta aplicación se haría a suelos salinos con el

fin de evitar que continué su deterioro. La segunda pro-

puesta sería utilizar la ingeniería genética para implantar

el gen de bomba de sodio de la especie Vibrio en flora

indígena existente en los suelos salinos y sódicos.

Materiales y métodos

Ensayos preliminares

Medios de cultivo y pruebas bioquímicas

automatizadas de identificación

Los medios de cultivo utilizados en el transporte de

las muestras, aislamiento primario y secundario y selec-

ción de microorganismos moderadamente halófilos fue-

ron: medio stuart (Merck), agar nutritivo con 1.5% de

cloruro de sodio, agar sangre, agar Mc Conkey, Agar

TCBS y agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio

(Oxoid). La preparación de los medios de cultivo se hizo

de acuerdo con los protocolos de las casas comerciales.

El sistema automatizado de pruebas utilizado para la iden-

tificación bioquímica fue BBL Crystal™ Identification

System Enteric/Nonfermenter ID Kit. El procedimiento

se hizo de acuerdo con las especificaciones técnicas de

la casa comercial.

Recolección de la muestra, aislamiento y obten-

ción de cepas bacterianas

El aislamiento de las cepas bacterianas se hizo de

agua de mar de diferentes áreas en la isla de San An-

drés y de agua superficial del Humedal Cintura de la

Cuenca del río San Jorge en Córdoba. Los sitios fueron

seleccionados teniendo en cuenta que el hábitat natural

de microorganismos moderadamente halófilos es el agua.

Las muestras fueron sembradas en Medio de transpor-

te Stuart y llevadas al laboratorio en Bogotá donde se

procesaron. Las muestras fueron sembradas en agar

nutritivo con cloruro de sodio al 1.5% y en agar sangre

para obtener un aislamiento primario; la incubación fue

de 24 horas a 35.5ºC. El segundo paso fue identificación

microscópica con coloración de Gram a cada colonia

aislada y el aislamiento secundario en dos medios selec-

tivos, Agar Mc Conkey para bacilos gram negativos y

Agar TCBS específico para crecimiento del género

Vibrio; la incubación fue de 24 horas a 35.5ºC. En este

aislamiento se obtuvieron nueve cepas bacterianas pu-

ras. A cada una de las nueve cepas se les realizó una
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prueba de identificación bioquímica utilizando el Siste-

ma de pruebas automatizadas BD BBL Crystal.

Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit

Selección de cepas bacterianas moderadamente

halófilas

La selección de las cepas moderadamente halófilas,

se hizo tomando las nueve cepas bacterianas previa-

mente aisladas y sembrándolas en el medio agar nutriti-

vo con 3% de cloruro de sodio. El tiempo y temperatura

de incubación fue de 24 horas a 37ºC, al cabo de los

cuales hubo un crecimiento óptimo de más de 50.000

ufc/100ml en cinco de estas especies; este resultado

permitió hacer la selección de los microorganismos para

el ensayo. Las cepas se congelaron a -70ºC y se con-

servaron en Agar BAB (agar base sangre Oxoid) hasta

iniciar el ensayo. Las cinco cepas bacterianas seleccio-

nadas fueron: Agrobacterium tumefasciens,

Flavimonas oryzihabitans, Serratia marcescens,

Vibrio alginolyticus y Vibrio metschnikovii.

Preparación de soluciones con sales de sodio para

el ensayo

Las sales utilizadas para el ensayo fueron nitrato de

sodio, sulfato de sodio y cloruro de sodio. El criterio que

se tuvo para seleccionar estas tres sales, fue su presen-

cia en los suelos salinos y sódicos y el proceso de simu-

lación de las condiciones en las que se encontraría la

bacteria con estas sales, si estuviese en ese hábitat. Las

concentraciones utilizadas de cada una de las sales fue-

ron 0.05, 0.3 y 0,65%. Las sales fueron diluidas en agua

peptonada al 0,1%, medio básico para lograr el creci-

miento y desarrollo bacteriano. La peptona utilizada para

la preparación de esta agua fue Triptone code L42 de

OXOID cuyo constituyente básico, la triptona, es un

producto de digestión de la caseína. La cantidad de so-

lución en los tubos en las pruebas preliminares no fue

exacta, osciló entre 4,5 y 5,0 ml aproximadamente. El

agua utilizada para la preparación de las soluciones fue

destilada, desionizada y esterilizada en autoclave a 121ºC

y 15 lbs de presión por 15 minutos.

Verificación de crecimiento bacteriano en las so-

luciones con sales de sodio

Las cepas bacterianas seleccionadas se prepararon

en concentración de 1.2 x 10 8 ufc/100 ml en caldo nutri-

tivo. Esta concentración se confirmó por técnicas

turbidimetricas y lectura espectrofotométrica. Cada una

de las cepas se sembró en tubos que contenían 5 ml del

agua peptonada con las tres sales y en las tres concen-

traciones. La siembra se realizó utilizando 0.1 ul pipeta

automática Brand (50 – 250 ul). El tiempo y temperatu-

ra de incubación fue de 24 horas y 35.5ºC al cabo de los

cuales se tomo una asada de la solución (0.1ul) y se

sembró en agar TCBS, agar sangre y Agar nutritivo con

3% de cloruro de sodio para verificar si las bacterias se

habían desarrollado en el agua peptonada con las sales.

El crecimiento fue confirmado después de incubar los

medios de cultivo 24 horas a 35.5ºC

Medición de la concentración inicial de sodio

en las soluciones.

Preparación de tubos con agua peptonada y sa-

les de sodio

Se preparó el agua peptonada al 0.1% en 9 fiolas

cada una con una sal de sodio: nitrato de sodio, sulfato

de sodio y cloruro de sodio en las concentraciones de

0.05, 0.3 y 0.65%. Se midieron 5 ml de cada una de las

soluciones y se colocaron en tubos de 13 x 100 mm con

tapa rosca estéril. De acuerdo con el número de bacte-

rias y previendo tres repeticiones por cada prueba el

total de tubos que se prepararon fue de 27 por cada uno

de los microorganismos bacterianos seleccionados así:

nueve tubos con nitrato de sodio, tres al 0,05%, tres al

0,3% y tres al 0,65%; nueve tubos con sulfato de sodio,

tres al 0,05%, tres al 0,3% y tres al 0,65%; nueve tubos

con cloruro de sodio, tres al 0,05%, tres al 0,3% y tres al

0,65%;. Una vez depositadas las soluciones en los tubos

se procedió a esterilizar en autoclave a 121ºC y 15 lbs

de presión por 15 minutos.
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Medición previa de las concentraciones de sodio.

Las soluciones de agua peptonada con las sales de

sodio se llevaron al laboratorio de suelos de la Facultad

de Agronomía de la Universidad Nacional para realizar

la cuantificación de sodio por espectroscopia de absor-

ción atómica en el equipo Perkin Elmer Analyst 300, el

cual posee lámpara de cátodo hueco con argón inerte.

Para esta medición fue necesario hacer una dilución 1:10

en agua destilada, y desionizada para lograr la concen-

tración necesaria que el equipo requería para hacer las

lecturas correspondientes. Las diluciones fueron prepa-

rados en tubos Falcon estériles en los cuales se colocó

1,0 ml de cada uno de los tubos y se diluyó en 9,0 ml

para obtener la dilución 1:10. Se agregaron 5 gotas de

Lantano con el fin de evitar interferencia con otros iones.

Inoculación de los microorganismos en las sales de sodio

Preparación, siembra, verificación de crecimiento

e identificación bioquímica de los cinco

microorganismos bacterianos

Las cepas bacterianas conservadas a -70ºC y en agar

base sangre se prepararon para ser utilizadas en el en-

sayo. Se verificó nuevamente su viabilidad y crecimien-

to en los medios selectivos Agar Mc Conkey, TCBS y

agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. Se verificó su

comportamiento bioquímico utilizando pruebas

automatizadas BD BBL Crystal. (Identification System

Enteric/Nonfermenter ID Kit.) Se suspendieron en cal-

do nutritivo en concentración de 1.2 x 10 8 ufc/100 ml.

La siembra de los microorganismos en los tubos de las

sales se realizó en Cabina de flujo laminar en condiciones

de esterilidad que requiere este procedimiento. Se midió

0.1 ul de la dilución de microorganismos, con pipeta

automática Brand (50 – 250 ul) de la suspensión de

bacterias en el caldo nutritivo en concentración de 1.2 x

10 8 ufc/100 ml y se inoculó en el agua peptonada al 0.1%

con las soluciones en 27 tubos para cada bacteria. Los

tubos se incubaron a 35.5ºC por 24 horas. Finalizada la

incubación, se procedió a confirmar la presencia y viabilidad

de los microorganismos en las soluciones y la identificación

bioquímica correspondiente. En cabina de flujo laminar,

se tomó una asada de cada uno de los tubos incubados y

sembró en los medios de cultivo selectivo Agar Mc Conkey,

TCBS y agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. Los

medios de cultivo se incubaron a 35.5ºC por 24 horas y se

observó el crecimiento. Confirmado el crecimiento se

procedió a realizar identificación bioquímica utilizando

pruebas automatizadas BD BBL Crystal. Identification

System Enteric/Nonfermenter ID Kit.

 Separación de las células bacterianas y obten-

ción del sobrenadante

Una vez confirmado el crecimiento bacteriano, los

microorganismos fueron separados para cuantificar nue-

vamente el sodio en el agua peptonada con las sales de

sodio. Este procedimiento se hizo centrifugando cada

uno de los tubos a 2500 r.p.m por 20 minutos. El tiempo

y las revoluciones utilizadas se obtuvieron comparando

una lectura óptica antes y después de la centrifugación

en diferentes tiempos y r.p.m hasta encontrar lecturas

ópticas similares. Una vez separado el pellet de células

bacterianas de todos los tubos del experimento, se pro-

cedió a separar con una pipeta automática estéril 1 ml

de este sobrenadante y depositarlo en tubos Falcon para

realizar nuevamente la dilución 1:10 requerida para la

lectura del sodio.

Medición de la concentración final de sodio en

los sobrenadantes

Los sobrenadantes obtenidos de las soluciones de

agua peptonada con las sales de sodio después de ser

sometidos a la inoculación de microorganismos y poste-

rior separación del pellet bacteriano, se llevaron al labo-

ratorio de suelos de la Facultad de Agronomía de la

Universidad Nacional para realizar la cuantificación de

sodio por espectroscopia de absorción atómica.

Análisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey

para comparaciones múltiples

La aplicación de diseño experimental para validar el

análisis de resultados se hizo utilizando el programa
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Tabla 1. Identificación de las bacterias halófilas aisladas con el sistema automatizado de identificación bioquímica BBL Crystal™

Los porcentajes de confiabilidad son estadísticas que presenta el software cuando hace la identificación del microorganismo.

estadístico R. Se hicieron análisis de varianza a los

resultados iniciales y finales de cada una de las bacterias,

a las tres sales utilizadas y a las tres concentraciones.

Posteriormente se establecieron comparaciones múltiples

entre los datos obtenidos por cada bacteria y se

compararon también los datos obtenidos para cada sal y

concentración entre las cinco bacterias para establecer

si había diferencias significativas.

Resultados

Ensayos preliminares

Identificación de cepas bacterianas halófilas

Las cinco especies bacterianas que demostraron cre-

cimiento óptimo, más de 50.000 ufc/100ml y comporta-

miento halófilo moderado por crecer en agar nutritivo

con 3% de cloruro de sodio identificadas con el sistema

BD BBL Crystal se presentan en la Tabla 1.

Las bacterias halófilas, además de necesitar el agua

para su supervivencia, requieren ciertas concentraciones

de sodio y por lo tanto el agua de mar provee el ambiente

óptimo para su crecimiento y desarrollo; sin embargo,

algunos de estos microorganismos han sido encontrados

en agua fresca en la cual haya alguna concentración de

sodio que haga propicia la vida de estos microorganismos.

Prueba de ello, es la muestra de donde fue obtenido uno

de los microorganismos incluido en este estudio, Vibrio

metschnikovii, aislado de agua superficial de un humedal.

Vibrio alginolyticus y Serratia marcescens fueron

aislados de agua de mar; Flavimonas oryzihabitans y

Agrobacterium tumefasciens fueron tomadas de agua

estancada en un humedal de la Sabana de Bogotá.

Aunque Serratia marcescens, Flavimonas

oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens no están

clasificadas como halófilas, fueron incluidas en el

experimento, por cuanto in vitro demostraron crecer en

presencia de altas concentraciones de sodio. De acuerdo

con este crecimiento todas las bacterias utilizadas en

este estudio se consideran halófilas discretas porque

crecieron en medios con cloruro de sodio entre 1 y 6%.

Crecimiento en las sales de sodio

Las bacterias halófilas que se inocularon en la solu-

ción peptonada con las sales de sodio en las diferentes

concentraciones tuvieron crecimiento óptimo de más de

50.000 ufc/100ml en los medios seleccionados, compro-

bando su capacidad para crecer en las soluciones y con-

servar su viabilidad. Esto permite demostrar que las cin-

co bacterias halófilas utilizadas en el experimento son

capaces de crecer en soluciones con iones de sodio en

forma de sales.

Las pruebas rápidas de identificación confirmaron la

identidad de las bacterias halófilas. Esta primera fase

del experimento que correspondió a las pruebas

preliminares permitió hacer una selección adecuada de

microorganismos desde el punto de vista de

comportamiento bioquímico frente a medios sólidos y
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Tabla 2. Medición de la concentración inicial y final de sodio.
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líquidos y además verificar que si podían crecer sin

utilizar prácticamente nutrientes.

Medición de la concentración inicial de sodio

Los datos obtenidos en la cuantificación inicial de

sodio variaron de acuerdo con la concentración. La

lectura arrojada por el equipo de absorción atómica

permite ver que los valores de sodio son directamente

proporcionales a la concentración de sodio presente en

las tres sales en las cinco bacterias, Tabla 2.

www.unicolmayor.edu.co
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Verificación de crecimiento bacteriano e identifi-

cación bioquímica de las cinco bacterias

La totalidad de las muestras tomadas crecieron en los

medios seleccionados. La identificación se hizo con prue-

bas rápidas de identificación y el resultado permitió esta-

blecer que las bacterias seleccionadas e inoculadas no

cambiaron su comportamiento bioquímico y no se conta-

minaron con otros microorganismos en el transcurso del

ensayo. Los resultados obtenidos permiten afirmar que

los microorganismos se desarrollaron adecuadamente en

los medios con sales de sodio y la identificación y confir-

mación de la pureza de las bacterias que inicialmente se

habían inoculado se mantuvo. Las características

bioquímicas y comportamiento en los medios fue la mis-

ma que al iniciar la prueba; esto significa que las sales no

generan ningún cambio fenotípico importante.

Medición de la concentración final de sodio en

los sobrenadantes

Los datos obtenidos en esta medición se presentan

junto con los obtenidos en la medición de la concentra-

ción inicial, Tabla 2. Los resultados obtenidos en los

sobrenadantes, la comparación con las concentraciones

iniciales de sodio y la aplicación del análisis estadístico

dan respuesta a los objetivos planteados en este experi-

mento, en particular a la verificación de la captura de

iones sodio por parte de bacterias halófilas. En esta in-

vestigación el término bacterias halófilas fue asignado a

los microorganismos que crecieron en un medio sólido

con una concentración de cloruro de sodio al 3%. Sin

embargo, es importante hacer algunas observaciones.

Por una parte, es diferente que una bacteria crezca en

un medio sólido o líquido y se considere halófila por te-

ner esta propiedad y otra es que esa propiedad le permi-

ta capturar los iones sodio. Solamente con la

cuantificación de sodio en esta fase, se pudo determinar

si las bacterias halófilas eran o no capaces de tomar el

sodio in vitro.

La capacidad halófila de un microorganismo no debe-

ría medirse por crecer o no en un medio con una determi-

nada concentración de sal de sodio, sino que debe ser

medida por su actividad bioquímica en la cual utiliza el

sodio para sus procesos esenciales de supervivencia y

desarrollo. Los resultados obtenidos en esta investigación

así lo demuestran con el comportamiento que tuvo la bac-

teria Serratia marcescens, que toleró un nivel alto de

sodio pero que no capturo los iones, lo que hace pensar

que tiene mecanismos enzimáticos con lo cuales tolera la

presión osmótica que genera la presencia de este ión.

Aunque este presupuesto teórico sobre cómo las bacte-

rias utilizan el sodio no hace parte de los objetivos de esta

investigación, es evidente que muchos de estos procesos

aún no son bien conocidos y será necesario considerar

otras investigaciones para verificar esta afirmación.

Análisis estadístico
La aplicación de diseño experimental manejando aná-

lisis de varianza y comparaciones múltiples con la prue-

ba de Tukey, permitió establecer la captura de iones por

cada una de las bacterias, la diferencia de captura en

cada una de las sales y el comportamiento en las tres

concentraciones, así como las bacterias más eficientes

para la captura del sodio. Los resultados que permitie-

ron dar respuesta a los objetivos de esta investigación

se relacionan a continuación: la captura de sodio in vitro

fue realizada en forma eficiente por las dos bacterias

halófilas del género Vibrio utilizadas en el experimento

como lo demuestran los datos arrojados por el programa

R; Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium

tumefasciens que se comportaron como halófilas en las

pruebas preliminares, presentaron variaciones significa-

tivas en la captura de los iones sodio que se evidencian

en los resultados arrojados por ANOVA y las pruebas

de comparación múltiple aplicadas a estos

microorganismos; los resultados de Serratia marcescens

confirman su incapacidad para capturar sodio in vitro.

En la Figura 1 se observan los datos de Vibrio

alginolyticus, y en ella se  evidencia que la

concentración de los iones sodio son menores que los

iniciales en la mayoría de las concentraciones y sales,

lo que permite afirmar que esta bacteria si es capaz de

capturar iones sodio.
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Figura 1. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Vibrio
alginolyticus

Figura 2. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para Vibrio
metschnikovii
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La Figura 2 revela el comportamiento de Vibrio

metschnikovii. Se observa que en todos los casos hay

disminución de los niveles de sodio final lo que indica la

capacidad de captura de iones sodio que tiene esta es-

pecie. Vibrio metschnikovii es un microorganismo que

no ha sido reportado como patógeno sino en personas

con el sistema inmunológico suprimido. Algunas investi-

gaciones lo han encontrado con otros microorganismos

en desórdenes gastrointestinales, pero aún no se sabe si

su patogenicidad es particular o por estar asociada con

otros microorganismos. Su hábitat es más variado, pue-

de estar en agua de mar pero también ha sido encontra-

do en humedales y sus requerimientos de sodio son mu-

cho más altos que los de Vibrio alginolyticus (11)

Una comparación entre los resultados obtenidos con

Vibrio metschnikovii y Vibrio alginolyticus permitie-

ron ver que la captura de sodio fue más eficiente con V.

metschnikovii. Se pudo observar también que no hubo

preferencia por ninguna de las sales y tampoco por algu-

na concentración en particular aunque se observó mayor

variabilidad a medida que aumentó el porcentaje de sodio.

La capacidad que tiene el género Vibrio para tomar

el sodio está determinada por la forma en que utiliza el

sodio para varias de sus funciones esenciales. Vibrio

alginolyticus contiene una quinona reductasa depen-

diente de NADH-quinone reductase (NQR) enzima

ubicada en la transmembrana y compuesta por seis uni-

dades que está encargada de la cadena respiratoria y

que funciona con una bomba de sodio electrogénica., la

cual está compuesta por una bomba de sodio primaria,

seguida de una bomba de hidrogeno y de Sodio/hidrogeno.

El potencial electroquímico dado por el gradiente de

sodio, participa también en la rotación de flagelos y es la

fuerza motora para la toma activa de todos los

aminoácidos, actividad metabólica esencial para su cre-

cimiento y desarrollo (12-17).

Las bacterias han desarrollado sistemas para incorporar

nutrientes que incluso funcionan en contra del gradiente

de concentración (18). Para ello, utilizan las permeasas,

proteínas de transporte ubicadas en las membranas que

funcionan de acuerdo a la concentración de nutrientes en

el medio y de acuerdo a las necesidades metabólicas de

cada microorganismo. Se han identificado dos sistemas

de transporte: el cotransporte paralelo o Symport en la

cual se utiliza el H+ u otro ión (en el caso de Vibrio

específicamente es el Na+) unido directamente a una

molécula nutritiva, glucosa o un aminoácido. El movimiento

del ión a través de la membrana se hace a favor de un

gradiente de concentración y obligatoriamente la otra

molécula será transportada en contra del gradiente de

concentración. El otro sistema es la fosforilación del

azúcar como parte del mecanismo de incorporación, lo

que genera una elevación del H+ en el interior de la célula

y por lo tanto un proceso de cotransporte antiparalelo en

el cual se extraen los protones formados durante el

metabolismo; de esta manera el pH del medio externo en

el que esta la bacteria puede llegar hasta 5.0 o 5.5 y el

citoplasma tendrá aproximadamente un pH de 7.3, lo que

le permite al microorganismo mantenerse detoxificado y

estable (11,19)

En la Figura 3 se observa como Flavimonas

oryzihabitans capturó iones en la solución de nitrato de

sodio en las concentraciones de 0.05% y 0.65%, en la

solución de sulfato de sodio en las concentraciones de

0.05% y 0.65%; en la solución con cloruro de sodio cap-

turó iones en la concentración de 0.05%.

Flavimonas oryzihabitans se convierte en una po-

sibilidad interesante para capturar iones sodio. Esta bac-

teria está reportada como patógena oportunista para el

hombre en casos de inmunosupresión pero en condicio-

nes normales la bacteria es saprofítica; es una bacteria

que se adapta a varios hábitats y esta podría ser una

ventaja frente a Vibrio que ha sido reportada en hábitats

exclusivamente acuáticos.

En la Figura 4 se observa que Agrobacterium

tumefasciens capturó iones sodio solamente en sulfato

de sodio en todas las concentraciones pero no captura

sodio en nitrato de sodio y en cloruro de sodio.

Agrobacterium tumefasciens es una bacteria reportada

como fitopatógena, sin embargo es la bacteria utilizada

para transformación genética por excelencia y de ella se

conoce muy bien su comportamiento bioquímico y
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Figura 3 Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para
Flavimonas oryzihabitans

Figura 4. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para
Agrobacterium tumefasciens
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Figura 5. Resultados en diagramas de caja de la concentración de sodio inicial y final en las tres sales y las tres concentraciones para
Serratia marcescens

condiciones genotípicas (20). No ha sido reportada como

halófila, pero posiblemente por ser su hábitat el suelo le

permita adaptarse a una condición edáfica de salinidad y

sodicidad. Esta bacteria goza de algunas ventajas sobre

Flavimonas oryzihabitans y aunque la captura de iones

sodio solo se hizo con sulfato de sodio, debido a la

adaptabilidad y facilidad de ser utilizada en ingeniería

genética podría ser una alternativa para insertar genes de

bombas de sodio de otras bacterias para mejorar esta

actividad o inducir la capacidad de captura con otras sales.

En la Figura 5 se observa el comportamiento de

Serratia marcescens como una bacteria incapaz de

capturar iones sodio in vitro puesto que las concentra-

ciones de sodio en la lectura final siempre fueron más

altas que en las concentraciones iniciales.

La variabilidad que presentaron algunos resultados

pudo corresponder a errores cometidos en el procedi-

miento de medición de la sal en los tubos, a pérdida de

agua en el procedimiento de transporte o de manipula-

ción al realizar las diluciones para hacer las lecturas de

sodio. Otra explicación a esta variabilidad pudo ser que

la medida de la cuantificación en el espectrofotómetro

de absorción atómica se hace en partes por millón p.p.m.

y por ser una medida tan pequeña puede generar már-

genes de error cuando se utilizan concentraciones altas

del ión a analizar. La comprobación de la captura de

sodio por cuatro de las bacterias utilizadas en el experi-

mento abre la posibilidad de pensar en una alternativa

biológica de remediación de suelos utilizando

microorganismos. La diferencia de resultados obtenida

por las cuatro especies más que ser un problema, es una

ventaja, por cuanto se pueden pensar diferentes alter-

nativas para plantear los procesos de bioremediación.

Un planteamiento previo es considerar cual bacteria

utilizar, si la que mejor se comportó capturando los iones

o la que tuvo un comportamiento aceptable pero tiene

otras características que la hacen una mejor candidata.

en el caso de las dos especies de Vibrio, habría que

analizar sus desventajas: primero, esta especie se ha

desarrollado siempre en hábitats acuáticos y por lo tan-

to no se puede saber si al colocarlo en el suelo, va a

sobrevivir; segundo, muchas de estas especies son

patógenas para el hombre. Flavimonas oryzihabitans,

por otra parte, presentó también una buena capacidad
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de captura de sodio in vitro y sus características la ha-

cen una opción viable, si se trata de establecer un mi-

croorganismo en un hábitat diferente porque ella se en-

cuentra en suelo o agua. Pero la variabilidad hace tomar

como primera opción la especie Vibrio.

En el caso de Vibrio el problema que concierne a la

patogenicidad para el hombre puede obviarse utilizando

especies que no hayan sido reportadas como patógenas

en el hombre y que toleren altas cantidades de sodio

para inocularlas en el suelo; esto implicaría someter las

especies seleccionadas a los procedimientos estableci-

dos en esta investigación, verificar que puedan resistir

el hábitat y diseñar un procedimiento para confirmar que

estos microorganismos no nativos si pudieron ejercer su

función de captura de sodio in situ. En caso de usar

Vibrio o Flavimonas oryzihabitans es necesario re-

solver otro problema: como comprobar que la bacteria

inoculada ha capturado los iones sodio.

Los procesos de bioremediación están orientados en

primer lugar a no generar impacto ambiental y esto im-

plica que se debe utilizar la flora nativa del suelo en el

cual se quiere realizar el proceso de bioremediación. Por

lo tanto, la solución no estaría en el ingreso o implanta-

ción de un microorganismo sino en reforzar o introducir

las táctica bioquímicas de la bacteria con la capacidad

de captura de iones sodio en los microorganismos nati-

vos que conforman el suelo. Sin embargo, en el caso de

suelos salinos y sódicos las condiciones mismas del sue-

lo son críticas y por lo tanto los consorcios microbianos

nativos están reducidos por las condiciones tan adver-

sas que genera la presencia de las sales y por otra el pH

alcalino que tienen los suelos por la presencia de sales

en especial el bicarbonato.

La primera propuesta para utilizar los resultados de

esta investigación es diseñar un bioreactor con un con-

sorcio microbiano que incluya las bacterias que captu-

raron sodio en el experimento e incluir microorganismos

que sean capaces de capturar los iones sodio de las sa-

les que al parecer, algunas de las bacterias no pudieron

utilizar como se vio en los resultados con Agrobacterium

tumefasciens. La utilización de un bioreactor permitiría

la transformación de los contaminantes y posteriormen-

te el retiro de los mismos de ese terreno lo que garanti-

zaría la recuperación de ese suelo porque ya no tiene el

elemento que le generó el problema. La ventaja de esta

propuesta es que al diseñar este bioreactor, podrían uti-

lizarse las bacterias que no son nativas del suelo y que

evidenciaron la captura de los iones sodio in vitro sin

importar si son patógenas o no para el hombre porque

tan solo estarán cumpliendo esta función y no van a que-

dar se en el suelo. La mayor ventaja de utilizar esta

alternativa es minimizar el impacto ambiental.

La segunda propuesta está orientada a la utilización

de ingeniería genética. Esta alternativa aunque costosa

puede tener buenos resultados. En esta propuesta se de-

ben considerar dos opciones: una, sería obtener la infor-

mación sobre la flora nativa existente en los suelos sali-

nos y sódicos y pensar en realizar una implantación del

gen de bomba de sodio de la especie Vibrio a estas espe-

cies nativas. Pero el problema que surge, es que sola-

mente se conoce la identidad del 1% de la comunidad

microbiana existente en un suelo en buenas condiciones.

La otra opción es hacer plásmidos con el gen de la bomba

de sodio e implantarlos en una o más especies de la co-

munidad microbiana existente en la capa inmediatamente

inferior a la costra que se forma en los suelos sódicos.

Cualquiera que sea la propuesta, no se debe olvidar

que de ser exitosa, debe aplicarse simultáneamente con

procedimientos químicos y culturales conocidos, para la

recuperación de los suelos salinos y sódicos; además, se

debe establecer un equipo interdisciplinario en el cual se

vea en forma conjunta la solución más viable e integral

para resolver el problema. Los resultados obtenidos en

esta investigación solo constituyen un aporte y el primer

paso para tratar de recuperar suelos que han dejado de

ser productivos por ser salinos y sódicos.
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