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Resumen
Las practicas agricolas inadecuadas han sido la causa del aumento de los suelos salinos—sddicos en todo el
planeta. Su recuperacién se ha hecho principalmente cambiando el sodio por otro catidén, generalmente calcio,
remediando en forma mecénica y usando plantas halotolerantes. Aunque estas practicas controlan en alguna
medida el problema, no se ha podido hacer una recuperacion efectiva en estos suelos. Este trabajo presenta
como alternativa, el uso de bioremediacion con bacterias halofilas. El objetivo de la investigacion fue evaluar la
capacidad de cinco especies de bacterias halofilas para capturar iones sodio in vitro y disefiar una propuesta
para su posible aplicacion en bioremediacion de suelos sddicos y salinos. La captura del sodio se demostrd
comparando la concentracion inicial de la solucion de sodio sin inocular y la concentracion de la misma con la
bacteria inoculada a través de la técnica de espectroscopia de absorcion atomica. 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 demostrd captura. La comprobacion
de la captura de sodio permitié hacer dos propuestas: disefiar un bioreactor con un consorcio microbiano que
incluya las bacterias que capturaron sodio en el experimento y bacterias autdoctonas presentes en los suelos
salinos y sodicos; utilizar ingenieria 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 halofilas, bioremediacion, 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.

Introduccion

La presencia de salinidad y sodio en los suelos in-
terfiere en el crecimiento adecuado de la mayoria de los
cultivos y por lo tanto constituye uno de los problemas
mas serios que enfrenta la agricultura sostenible a nivel
de todo nuestro planeta. La Organizacidn de las Nacio-
nes Unidas para la agricultura y la alimentacion FAO y
la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Educa-
cion, la Ciencia y la Cultura UNESCO calculan que el
area total de suelos salinos en el mundo es de 397 millo-
nes de hectareas y los suelos sddicos corresponden a
434 millones de hectareas. Asi mismo, establecio que
de 230 millones de tierra irrigada, 40 millones de hecta-
reas son suelos afectados por la salinizacidén (corres-
ponde al 19%), estas ultimas cifras afectadas en menor
o mayor grado por la intervencion del hombre. (1,2,3,4).
En América tropical, (5) se estima que el cuatro por
ciento de las tierras son de caracter sodico, salino o
ambos. En Colombia, en los valles de los rios hay pre-
sencia de suelos salinos y sddicos. (6).

La recuperacion de los suelos sddicos se ha hecho
principalmente cambiando el sodio en complejo coloidal
por otro cation, aplicando principalmente sales solubles
de calcio, sales de calcio con baja solubilidad (cal agri-
cola); en forma mecanica mezclando la capa superficial
con arado y usando plantas halotolerantes; sin embargo,
no es facil ni econémico eliminar o disminuir las con-
centraciones de sodio del suelo. Esta investigacion con-

siderd una alternativa diferente de solucion al problema

de salinizacion y sodicidad del suelo: la bioremediacion,
proceso por el cual se pretende recuperar suelos me-
diante procesos bioldgicos 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-
tificos en los cuales se haya considerado la posibilidad
de utilizar microorganismos para bioremediar suelos sa-
linos y sddicos.

La hipdtesis de esta investigaciéon fue que
microorganismos bacterianos con capacidad halofila, es
decir que dependen para su supervivencia del sodio,
podrian ser utilizados como posibles remediadores de
suelos sddicos y salinos. El objetivo fue evaluar la capa-
cidad de microorganismos bacterianos haldfilos para
capturar iones sodio in vitro y disefiar una propuesta para
su posible aplicacion en bioremediacion de estos suelos.
El experimento se desarrolld en dos fases; la primera
correspondid a la seleccion de microorganismos
bacterianos con comportamiento halé6filo y verificacion
de crecimiento en soluciones en las cuales se simularon
las condiciones de los suelos salinos y sodicos afiadien-
do sales presentes en este tipo de suelos con diferentes
concentraciones. La segunda fase consistio en verificar

si las bacterias seleccionadas eran capaces de capturar
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el sodio; esta captura se demostr6 cuantificando el i6n
sodio por espectroscopia de absorcion atomica en las
soluciones preparadas y comparando la concentracion
del sodio de la solucién sin inocular la bacteria con el
valor obtenido en la misma solucion después de inocular
los microorganismos en cada una de las sales en las
diferentes concentraciones. Este ensayo fue disefiado
por la investigadora quien defini6 los protocolos corres-
pondientes. Para validar los resultados obtenidos, se
aplico disefio experimental utilizando el Programa esta-
distico R. Se hizo andlisis de varianza y posteriormente
se establecieron comparaciones multiples con prueba de
Tukey entre los datos obtenidos, para saber si habian
variaciones entre los tratamientos aplicados a cada uno
de los microorganismos, si habia diferencia entre los re-
sultados arrojados por las cinco bacterias y establecer
la bacteria que presentd 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 observo captura de los iones
de sodio, pero con otras, los valores se mantuvieron o
elevaron y definitivamente la bacteria que no capturd
ningun i6n sodio en las sales fue Serratia marcescens.

La comprobacion de la captura de sodio por cuatro de
las bacterias utilizadas en el experimento es el primer paso
para proponer procesos de bioremediacion de suelos sali-
nos y sodicos con el uso de microorganismos. Una prime-
ra propuesta para la aplicacion de bacterias es el disefio
de un bioreactor con un consorcio microbiano que incluya
las bacterias que capturaron sodio en el experimento y
bacterias autdctonas presentes en los suelos salinos y
sodicos; esta aplicacion se haria a suelos salinos con el
fin de evitar que continué su deterioro. La segunda pro-
puesta seria utilizar la ingenieria genética para implantar
el gen de bomba de sodio de la especie Vibrio en flora
indigena existente en los suelos salinos y sddicos.

Materiales y métodos
Ensayos preliminares

Medios de cultivo y pruebas bioquimicas
automatizadas de identificacion

Los medios de cultivo utilizados en el transporte de
las muestras, aislamiento primario y secundario y selec-
cion de microorganismos moderadamente hal6filos 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 preparacion 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-
tificacion bioquimica fue BBL Crystal™ Identification
System Enteric/Nonfermenter ID Kit. El procedimiento
se hizo de acuerdo con las especificaciones técnicas de

la casa comercial.

Recoleccion de la muestra, aislamiento y obten-
cion de cepas bacterianas

El aislamiento de las cepas bacterianas se hizo de
agua de mar de diferentes areas en la isla de San An-
drés y de agua superficial del Humedal Cintura de la
Cuenca del rio San Jorge en Cérdoba. Los sitios fueron
seleccionados teniendo en cuenta que el habitat natural
de microorganismos moderadamente haléfilos es el agua.
Las muestras fueron sembradas en Medio de transpor-
te Stuart y llevadas al laboratorio en Bogota 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 incubacion fue
de 24 horas a 35.5°C. El segundo paso fue identificacion
microscopica con coloracion 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 especifico para crecimiento del género
Vibrio; la incubacion fue de 24 horas a 35.5°C. En este
aislamiento se obtuvieron nueve cepas bacterianas pu-

ras. A cada una de las nueve cepas se les realizé una
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prueba de identificacion bioquimica utilizando el Siste-
ma de pruebas automatizadas BD BBL Crystal.
Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit

Seleccion de cepas bacterianas moderadamente
haldfilas

La seleccidon de las cepas moderadamente halofilas,
se hizo tomando las nueve cepas bacterianas previa-
mente aisladas y sembrandolas en el medio agar nutriti-
vo con 3% de cloruro de sodio. El tiempo y temperatura
de incubacion fue de 24 horas a 37°C, al cabo de los
cuales hubo un crecimiento 6ptimo de mas de 50.000
ufc/100ml en cinco de estas especies; este resultado
permitio hacer la seleccion de los microorganismos para
el ensayo. Las cepas se congelaron a -70°C 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.

Preparacion 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 sddicos y el proceso de simu-
lacién de las condiciones en las que se encontraria la
bacteria con estas sales, si estuviese en ese habitat. 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 basico para lograr el creci-
miento y desarrollo bacteriano. La peptona utilizada para
la preparacion de esta agua fue Triptone code L42 de
OXOID cuyo constituyente basico, la triptona, es un
producto de digestion de la caseina. La cantidad de so-
lucion en los tubos en las pruebas preliminares no fue
exacta, oscild entre 4,5 y 5,0 ml aproximadamente. El
agua utilizada para la preparacion de las soluciones fue
destilada, desionizada y esterilizada en autoclave a 121°C
y 15 Ibs de presion por 15 minutos.

Verificacion de crecimiento bacteriano en las so-
luciones con sales de sodio

Las cepas bacterianas seleccionadas se prepararon
en concentracion de 1.2 x 108 ufe/100 ml en caldo nutri-
tivo. Esta concentracion se confirmo por técnicas
turbidimetricas y lectura espectrofotométrica. Cada una
de las cepas se sembro en tubos que contenian 5 ml del
agua peptonada con las tres sales y en las tres concen-
traciones. La siembra se realizé utilizando 0.1 ul pipeta
automatica Brand (50 — 250 ul). El tiempo y temperatu-
ra de incubacion fue de 24 horas y 35.5°C al cabo de los
cuales se tomo una asada de la solucion (0.1ul) y se
sembrd en agar TCBS, agar sangre y Agar nutritivo con
3% de cloruro de sodio para verificar si las bacterias se
habian desarrollado en el agua peptonada con las sales.
El crecimiento fue confirmado después de incubar los
medios de cultivo 24 horas a 35.5°C

Medicion de la concentracion inicial de sodio

en las soluciones.

Preparacion de tubos con agua peptonada y sa-
les de sodio

Se preparo 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 nimero 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 asi:
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 procedio a esterilizar en autoclave a 121°C y 15 lbs
de presion por 15 minutos.

www.unicolmayor.edu.co
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Medicion 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 Agronomia de la Universidad Nacional para realizar
la cuantificacion de sodio por espectroscopia de absor-
cion atdmica en el equipo Perkin Elmer Analyst 300, el
cual posee lampara de catodo hueco con argén inerte.
Para esta medicion fue necesario hacer una dilucion 1:10
en agua destilada, y desionizada para lograr la concen-
tracion necesaria que el equipo requeria para hacer las
lecturas correspondientes. Las diluciones fueron prepa-
rados en tubos Falcon estériles en los cuales se colocd
1,0 ml de cada uno de los tubos y se diluyd en 9,0 ml
para obtener la dilucion 1:10. Se agregaron 5 gotas de

Lantano con el fin de evitar interferencia con otros iones.

Inoculacién de los microorganismos en las sales de sodio

Preparacion, siembra, verificacion de crecimiento
e identificacion bioquimica de los cinco
microorganismos bacterianos

Las cepas bacterianas conservadas a -70°C y en agar
base sangre se prepararon para ser utilizadas en el en-
sayo. Se verificd nuevamente su viabilidad y crecimien-
to en los medios selectivos Agar Mc Conkey, TCBS y
agar nutritivo con 3% de cloruro de sodio. Se verifico su
comportamiento bioquimico utilizando pruebas
automatizadas BD BBL Crystal. (Identification System
Enteric/Nonfermenter ID Kit.) Se suspendieron en cal-
do nutritivo en concentracion de 1.2 x 10 ® ufc/100 ml.

La siembra de los microorganismos en los tubos de las
sales se realizo en Cabina de flujo laminar en condiciones
de esterilidad que requiere este procedimiento. Se midio
0.1 ul de la dilucion de microorganismos, con pipeta
automatica Brand (50 — 250 ul) de la suspensién de
bacterias en el caldo nutritivo en concentracion de 1.2 x
108 ufc/100 ml y se inocul6 en el agua peptonada al 0.1%
con las soluciones en 27 tubos para cada bacteria. Los
tubos se incubaron a 35.5°C por 24 horas. Finalizada la
incubacion, se procedid a confirmar la presencia y viabilidad

de los microorganismos en las soluciones y la identificacion

bioquimica correspondiente. En cabina de flujo laminar,
se tomo una asada de cada uno de los tubos incubados y
sembro 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 35.5°C por 24 horas y se
observd el crecimiento. Confirmado el crecimiento se
procedi6 a realizar identificacion bioquimica utilizando
pruebas automatizadas BD BBL Crystal. Identification
System Enteric/Nonfermenter ID Kit.

Separacion de las células bacterianas y obten-
cion 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 optica antes y después de la centrifugacion
en diferentes tiempos y r.p.m hasta encontrar lecturas
opticas similares. Una vez separado el pellet de células
bacterianas de todos los tubos del experimento, se pro-
cedio a separar con una pipeta automatica estéril 1 ml
de este sobrenadante y depositarlo en tubos Falcon para
realizar nuevamente la dilucion 1:10 requerida para la

lectura del sodio.

Medicion de la concentracion 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 inoculacién de microorganismos y poste-
rior separacion del pellet bacteriano, se llevaron al labo-
ratorio de suelos de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional para realizar la cuantificacién de

sodio por espectroscopia de absorcion atdmica.

Anadlisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey
para comparaciones miultiples

La aplicacion de disefio experimental para validar el
analisis de resultados se hizo utilizando el programa
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Tabla 1. Identificacion de las bacterias haléfilas aisladas con el sistema automatizado de identificacion bioquimica BBL Crystal™

Cadigo Porcentaje de

confiabilidad (%) Microorganismo identificado
3243204212 97 Vibrio alginolyticus
0241304012 99.98 Vibrio metschnikovif
2003100010 08.8 Flavimonas oryzihabitans
0321300100 927 Agrobacterium tumefasciens
0763256117 90.75 Serralia marcescens

Los porcentajes de confiabilidad son estadisticas que presenta el software cuando hace la identificacién del microorganismo.

estadistico R. Se hicieron analisis 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 multiples
entre los datos obtenidos por cada bacteria y se
compararon también los datos obtenidos para cada sal y
concentracion entre las cinco bacterias para establecer
si habia diferencias significativas.

Resultados

Ensayos preliminares

Identificacion de cepas bacterianas halofilas

Las cinco especies bacterianas que demostraron cre-
cimiento dptimo, mas de 50.000 ufc/100ml y comporta-
miento haldéfilo 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 halodfilas, ademéas de necesitar el agua
para su supervivencia, requieren ciertas concentraciones
de sodio y por lo tanto el agua de mar provee el ambiente
optimo para su crecimiento y desarrollo; sin embargo,
algunos de estos microorganismos han sido encontrados
en agua fresca en la cual haya alguna concentracion 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 Bogota.
Aunque Serratia marcescens, Flavimonas
oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens no estan
clasificadas como haléfilas, 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 haldfilas discretas porque

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

Crecimiento en las sales de sodio

Las bacterias haldfilas que se inocularon en la solu-
cién peptonada con las sales de sodio en las diferentes
concentraciones tuvieron crecimiento optimo de mas 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 halofilas utilizadas en el experimento son
capaces de crecer en soluciones con iones de sodio en
forma de sales.

Las pruebas rapidas de identificacion confirmaron la
identidad de las bacterias halofilas. Esta primera fase
del experimento que correspondio a las pruebas
preliminares permitié hacer una seleccion adecuada de
microorganismos desde el punto de vista de
comportamiento bioquimico frente a medios solidos y
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Tabla 2. Medicion de la concentracion inicial y final de sodio.

Valores de sodio mg/l

. Vibrio Vibrio
Sales Concentracion

Flavimonas Agrobacterium Serratia

alginolyticus metschnikovii oryzihabitans tumefasciens marcescens

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

078 071 | 049 007 | 0,5 0,2 047 071 | 058 064

0,05 065 07 (038 015 | 046 0,24 045 022 1038 08

059 043 | 055 009 | 041 0,63 0,59 027 | 0,54 0,56

Nitrato 248 374 | 275 124 | 206 2,65 2,12 184 | 211 3,64
de 0,3 234 276 | 238 064 | 205 48 2,72 512 | 235 3,58
sodio 259 246 | 256 157 | 2,11 2,75 2,12 501 [ 211 3,73

404 16 | 418

0,65 464 167 | 471 047 | 397 41 394 458 | 38 582
447 265 | 41 229 | 409 027 | 406 311 | 398 3,18

407 043 8,54 4,6 398 6,06

076 094 058 047 | 054 047 0,55 0,56 06 066

0,06 082 032|057 028 | 057 05 | 063 093 [052 09

06 036 | 0% 028 | 05 046 | 064 08 | 086 0,85

Sulfato 231 17 2,8 088 | 233 313 | 253 1,17 | 225 3,26
de 0,3 231 196 | 212 229 236 | 243 153 | 2,2 3,4
sodio 224 18 | 306 067 | 2,11 502 | 264 16 | 2,77 3,82
498 284 | 46 2,04 | 487 39 449 033 | 488 6,14

0,65 51 255 | 476 379 | 518 33 495 047 | 438 596

545 325 | 539

448 386 | 493 035 | 509 593

082 121 | 082 064 | 078 068 | 068 146 | 086 3,02

0,05 112 098 | 0,77 037 | 085 057 0,96 1,28 1,3 2,95

09% 1,16 | 096 0,54 1,02 1,17 0,77 1,34 | 092 3,57

Cloruro 316 278 | 274 229 | 394 45 3,04 473 | 263 4,09
de 0,3 352 332 2,6 1,32 3,2 3,73 2,66 321 | 264 528
sodio 305 296 28 195 | 347 399 262 245 | 245 3,03
6,59 6,14 | 531 5,14 | 6,02 7,58 4.4 584 | 548 11,63

0,65 596 49 | 567 394 | 588 858 | 49 511 | 556 8,28

565 526 | 447

574 312 | 508 519 | 606 8,66

liquidos y ademas verificar que si podian crecer sin

utilizar practicamente nutrientes.

Medicion de la concentracion inicial de sodio
Los datos obtenidos en la cuantificacién inicial de

sodio variaron de acuerdo con la concentracion. La

lectura arrojada por el equipo de absorcion atomica
permite ver que los valores de sodio son directamente
proporcionales a la concentracion de sodio presente en

las tres sales en las cinco bacterias, Tabla 2.
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Verificacion de crecimiento bacteriano e identifi-
cacion bioquimica de las cinco bacterias

La totalidad de las muestras tomadas crecieron en los
medios seleccionados. La identificacion se hizo con prue-
bas rapidas de identificacion y el resultado permitié esta-
blecer que las bacterias seleccionadas e inoculadas no
cambiaron su comportamiento bioquimico 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 identificacion y confir-
macion de la pureza de las bacterias que inicialmente se
habian inoculado se mantuvo. Las caracteristicas
bioquimicas y comportamiento en los medios fue la mis-
ma que al iniciar la prueba; esto significa que las sales no

generan ninglin cambio fenotipico importante.

Medicion de la concentracion final de sodio en
los sobrenadantes

Los datos obtenidos en esta medicion se presentan
junto con los obtenidos en la medicion de la concentra-
cion inicial, Tabla 2. Los resultados obtenidos en los
sobrenadantes, la comparacion con las concentraciones
iniciales de sodio y la aplicacion del analisis estadistico
dan respuesta a los objetivos planteados en este experi-
mento, en particular a la verificacion de la captura de
iones sodio por parte de bacterias halofilas. En esta in-
vestigacion el término bacterias halofilas fue asignado a
los microorganismos que crecieron en un medio sélido
con una concentracion 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 sélido o liquido y se considere haléfila por te-
ner esta propiedad y otra es que esa propiedad le permi-
ta capturar los iones sodio. Solamente con la
cuantificacion de sodio en esta fase, se pudo determinar
si las bacterias haldfilas eran o no capaces de tomar el
sodio in vitro.

La capacidad halofila de un microorganismo no debe-
ria medirse por crecer o no en un medio con una determi-

nada concentracion de sal de sodio, sino que debe ser

medida por su actividad bioquimica en la cual utiliza el
sodio para sus procesos esenciales de supervivencia y
desarrollo. Los resultados obtenidos en esta investigacion
asi lo demuestran con el comportamiento que tuvo la bac-
teria Serratia marcescens, que tolerd un nivel alto de
sodio pero que no capturo los iones, lo que hace pensar
que tiene mecanismos enzimaticos con lo cuales tolera la
presion osmotica que genera la presencia de este ion.
Aunque este presupuesto tedrico sobre como las bacte-
rias utilizan el sodio no hace parte de los objetivos de esta
investigacion, es evidente que muchos de estos procesos
ain no son bien conocidos y sera necesario considerar

otras investigaciones para verificar esta afirmacion.

Andlisis estadistico

La aplicacion de disefio experimental manejando ana-
lisis de varianza y comparaciones multiples con la prue-
ba de Tukey, permitio 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, asi como las bacterias mas eficientes
para la captura del sodio. Los resultados que permitie-
ron dar respuesta a los objetivos de esta investigacion
se relacionan a continuacion: la captura de sodio in vitro
fue realizada en forma eficiente por las dos bacterias
haléfilas 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 haldfilas 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 comparacion multiple 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
concentracion de los iones sodio son menores que los
iniciales en la mayoria de las concentraciones y sales,
lo que permite afirmar que esta bacteria si es capaz de

capturar iones sodio.
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La Figura 2 revela el comportamiento de Vibrio
metschnikovii. Se observa que en todos los casos hay
disminucion 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 patoégeno sino en personas
con el sistema inmunolégico suprimido. Algunas investi-
gaciones lo han encontrado con otros microorganismos
en desoérdenes gastrointestinales, pero ain no se sabe si
su patogenicidad es particular o por estar asociada con
otros microorganismos. Su habitat es mas variado, pue-
de estar en agua de mar pero también ha sido encontra-
do en humedales y sus requerimientos de sodio son mu-
cho mas altos que los de Vibrio alginolyticus (11)

Una comparacion entre los resultados obtenidos con
Vibrio metschnikovii y Vibrio alginolyticus permitie-
ron ver que la captura de sodio fue mas eficiente con V.
metschnikovii. Se pudo observar también que no hubo
preferencia por ninguna de las sales y tampoco por algu-
na concentracion en particular aunque se observd mayor
variabilidad a medida que aumentd el porcentaje de sodio.

La capacidad que tiene el género Vibrio para tomar
el sodio esta 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 estd encargada de la cadena respiratoria y
que funciona con una bomba de sodio electrogénica., la
cual estd compuesta por una bomba de sodio primaria,
seguida de una bomba de hidrogeno y de Sodio/hidrogeno.
El potencial electroquimico dado por el gradiente de
sodio, participa también en la rotacion de flagelos y es la
fuerza motora para la toma activa de todos los
aminoacidos, actividad metabolica 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 concentracion (18). Para ello, utilizan las permeasas,
proteinas de transporte ubicadas en las membranas que
funcionan de acuerdo a la concentracion de nutrientes en

el medio y de acuerdo a las necesidades metabolicas de
cada microorganismo. Se han identificado dos sistemas
de transporte: el cotransporte paralelo o Symport en la
cual se utiliza el H+ u otro ién (en el caso de Vibrio
especificamente es el Na+) unido directamente a una
molécula nutritiva, glucosa o un aminoacido. El movimiento
del i6n a través de la membrana se hace a favor de un
gradiente de concentracion y obligatoriamente la otra
molécula serd transportada en contra del gradiente de
concentracion. El otro sistema es la fosforilacion del
azucar como parte del mecanismo de incorporacion, lo
que genera una elevacion 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 0 5.5 y el
citoplasma tendra 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 captur6 iones en la solucion de nitrato de
sodio en las concentraciones de 0.05% y 0.65%, en la
solucion de sulfato de sodio en las concentraciones de
0.05% y 0.65%; en la solucion con cloruro de sodio cap-
turd iones en la concentracion de 0.05%.

Flavimonas oryzihabitans se convierte en una po-
sibilidad interesante para capturar iones sodio. Esta bac-
teria esta reportada como patdgena oportunista para el
hombre en casos de inmunosupresion pero en condicio-
nes normales la bacteria es saprofitica; es una bacteria
que se adapta a varios habitats y esta podria ser una
ventaja frente a Vibrio que ha sido reportada en habitats
exclusivamente acuaticos.

En la Figura 4 se observa que Agrobacterium
tumefasciens captur6 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 fitopatdgena, sin embargo es la bacteria utilizada
para transformacion genética por excelencia y de ella se

conoce muy bien su comportamiento bioquimico y
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condiciones genotipicas (20). No ha sido reportada como
haléfila, pero posiblemente por ser su habitat el suelo le
permita adaptarse a una condicion edafica 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 ingenieria
genética podria 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 mas
altas que en las concentraciones iniciales.

La variabilidad que presentaron algunos resultados
pudo corresponder a errores cometidos en el procedi-
miento de medicidn de la sal en los tubos, a pérdida de
agua en el procedimiento de transporte o de manipula-
cion al realizar las diluciones para hacer las lecturas de
sodio. Otra explicacion a esta variabilidad pudo ser que

la medida de la cuantificacion en el espectrofotometro

de absorcion atémica se hace en partes por millén p.p.m.
y por ser una medida tan pequefia puede generar mar-
genes de error cuando se utilizan concentraciones altas
del i6n a analizar. La comprobacién de la captura de
sodio por cuatro de las bacterias utilizadas en el experi-
mento abre la posibilidad de pensar en una alternativa
bioldogica de remediacion de suelos utilizando
microorganismos. La diferencia de resultados obtenida
por las cuatro especies mas que ser un problema, es una
ventaja, por cuanto se pueden pensar diferentes alter-
nativas para plantear los procesos de bioremediacion.
Un planteamiento previo es considerar cual bacteria
utilizar, si la que mejor se comport6 capturando los iones
o la que tuvo un comportamiento aceptable pero tiene
otras caracteristicas que la hacen una mejor candidata.
en el caso de las dos especies de Vibrio, habria que
analizar sus desventajas: primero, esta especie se ha
desarrollado siempre en habitats acuaticos y por lo tan-
to no se puede saber si al colocarlo en el suelo, va a
sobrevivir; segundo, muchas de estas especies son
patdgenas para el hombre. Flavimonas oryzihabitans,

por otra parte, presentd también una buena capacidad
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de captura de sodio in vitro y sus caracteristicas la ha-
cen una opcion viable, si se trata de establecer un mi-
croorganismo en un habitat diferente porque ella se en-
cuentra en suelo o agua. Pero la variabilidad hace tomar
como primera opcion 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 patdgenas
en el hombre y que toleren altas cantidades de sodio
para inocularlas en el suelo; esto implicaria someter las
especies seleccionadas a los procedimientos estableci-
dos en esta investigacion, verificar que puedan resistir
el habitat y disefiar un procedimiento para confirmar que
estos microorganismos no nativos si pudieron ejercer su
funcion 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 bioremediacion estan 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 bioremediacion. Por
lo tanto, la solucion no estaria en el ingreso o implanta-
cion de un microorganismo sino en reforzar o introducir
las tactica bioquimicas 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 sddicos las condiciones mismas del sue-
lo son criticas y por lo tanto los consorcios microbianos
nativos estan 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 investigacion es disefiar 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 utilizacion de un bioreactor permitiria

la transformacion de los contaminantes y posteriormen-
te el retiro de los mismos de ese terreno lo que garanti-
zaria la recuperacion de ese suelo porque ya no tiene el
elemento que le generd el problema. La ventaja de esta
propuesta es que al disefiar este bioreactor, podrian 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 patogenas o no para el hombre porque
tan solo estaran cumpliendo esta funcion 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 estd orientada a la utilizacion
de ingenieria genética. Esta alternativa aunque costosa
puede tener buenos resultados. En esta propuesta se de-
ben considerar dos opciones: una, seria obtener la infor-
macion sobre la flora nativa existente en los suelos sali-
nos y sodicos y pensar en realizar una implantacion 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 opcion es hacer plasmidos con el gen de la bomba
de sodio e implantarlos en una o mas especies de la co-
munidad microbiana existente en la capa inmediatamente
inferior a la costra que se forma en los suelos sddicos.

Cualquiera que sea la propuesta, no se debe olvidar
que de ser exitosa, debe aplicarse simultaneamente con
procedimientos quimicos y culturales conocidos, para la
recuperacion de los suelos salinos y sodicos; ademas, se
debe establecer un equipo interdisciplinario en el cual se
vea en forma conjunta la solucién mas viable e integral
para resolver el problema. Los resultados obtenidos en
esta investigacion solo constituyen un aporte y el primer
paso para tratar de recuperar suelos que han dejado de

ser productivos por ser salinos y sodicos.
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