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RESUMEN

Los lixiviados de platano (Musa AAB) tienen efecto
sobre la disminucion en la incidencia de enfermedades
como sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), moko
(Ralstonia solanacearum), fusariosis (Fusarium
oxysporium), y recientemente, sobre el crecimiento
de las plantas. Sin embargo, es necesario realizar
estudios que permitan conocer los microorganismos
que intervienen en el proceso de obtencién de estos
lixiviados a los fines de entender su mecanismo de
accion y mejorar la eficiencia de produccion. El objetivo
de esta investigacion fue determinar la composicion
microbioldgica e inocuidad de lixiviados de platano
en el estado Yaracuy. Para ello, pseudotallos (PS) y
laminas foliares (LH), provenientes de dos localidades
con diferente manejo agronémico, fueron colocados
en recipientes plasticos para su descomposicion
bajo un disefio experimental completamente
aleatorizado, arreglo factorial 2x2 (tipo de lixiviados
y localidad) y tres repeticiones. Semanalmente,
se aislaron e identificaron los microorganismos
que actuaron en el proceso y se midié el volumen
de extracto producido y la temperatura dentro
del recipiente. Se identificaron bacterias del
género Bacillus como los microorganismos que
intervienen en la descomposicion de la materia
fresca para la obtencion de los lixiviados de PS y LH;
determinandose que el volumen de extracto producido
resulté un buen indicador del final del proceso, logrado
en un tiempo aproximado de 90 dias. Ademas,
se descartd la presencia de microorganismos
patogénicos para plantas, seres humanos y animales.
Se recomienda identificar, purificar y liofilizar las
bacterias encontradas en esta investigaciéon para
ser utilizadas como aceleradores del proceso de
descomposicion de residuos de platano.
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ABSTRACT

The extracts of plantain (Musa AAB) have effect
on reduction of major diseases such as black
sigatoka (Mycosphaerella fijiensis), Moko (Ralstonia
solanacearum) and Fusarium oxysporium, and
more recently on crop growth. However, studies
are needed to know microorganisms involved in the
process in order to understand their mechanism
of action and improve production efficiency. The
objective of this research was to determine the
microbiological composition and plantain extract
innocuity in state of Yaracuy. Pseudostem and leaf
blades from two locations with different management
were placed in plastic containers for decomposition
under a 2x2 factorial arrangement (extract type and
location) completely randomized design with three
replications. Weekly, were isolated and identified
microorganisms active in the process, the volume
of extract produced and the temperature inside the
container was measured. Bacillus bacteria active in
the decomposition of the fresh material for obtaining
extracts of leaf blades and pseudostems, determining
the volume of extract produced is a good indicator of
the end of the process, which was 90 days. There was
an absence of pathogenic microorganisms to plants,
humans and animals. It is recommended to isolate
and freeze dry bacteria found in this study to be used
as accelerators of decomposition of waste plantain.

Key words: Bacillus, decomposition, innocuity,
mechanism of action, Musa AAB.
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INTRODUCCION

Los lixiviados de musaceas comestibles (platano
y banano) son extractos vegetales obtenidos
por descomposicién de restos de cosecha
(Larco, 2004; Arenas et al., 2005) en un proceso
semejante a la lixiviacion que ocurre en los
ecosistemas. Cumple con los principios del método
de obtenciéon de extractos donde se utiliza un
solvente (en este caso el agua) para la extracciéon
de uno o varios solutos (Ammatanda, 1999). Los
lixiviados han demostrado ser eficientes en el
control de enfermedades asociadas al cultivo y
como promotores del crecimiento de las plantas.

En el caso de la sigatoka negra (Mycosphaerella
fiiensis Morelet), una de las enfermedades de mayor
importancia en estos cultivos, se evidencioé que con
lixiviados de raquis a una concentracion del 90%
existe una mayor reduccion en el numero y tamafio
de colonias del hongo; asi como la inhibicion del
100% de la esporulacion y germinacion de conidios.
Destacando, que a medida que se aumentd la
concentracion del lixiviado fue menor el desarrollo
de M. fijiensis (Mogollon y Castario, 2010).

Garcés (2010) compara la calidad y efecto de
lixiviados producidos a partir de raquis de banano
(Musa AAA) y platano (Musa AAB), mediante
transformacién aerdbica y anaerdbica en condi-
ciones de invernadero, y encontraron que los
obtenidos mediante fermentaciones anaerdbicas
y aplicados via radical en concentraciones de 70y
100% presentan los mas altos indices de inhibicion
sobre el hongo y los mejores resultados como
biofertilizantes.

En condiciones de invernadero, Alvarez et al.
(2010) reportan que el uso de lixiviado a la dosis
de 10% retrasa considerablemente el progreso de
la sigatoka negra.

Con respecto al moko, otra enfermedad de
importancia en el cultivo causada por el agente
bacteriano Ralstonia solanacearum Smith,
se ha logrado una reduccion de 31,6% en las
poblaciones de esta bacteria en suelo inoculado,
cuando son tratados con lixiviados de raquis de
platano (Arenas et al., 2005).

En el caso de Fusarium oxysporium causante del
Mal de Panama, se determina que la aplicacion
del lixiviado con el 50% de agua evaporada (50%
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de concentracion) disminuye significativamente
el crecimiento micelial y la tasa de crecimiento,
asi como la esporulacion y por consiguiente
la germinacion del hongo; comportandose de
manera similar a productos comerciales e inhibe
completamente el desarrollo de F. oxysporum
(Osorio et al., 2012).

Por otra parte, estos extractos vegetales poseen
un efecto favorable sobre el crecimiento de
plantas. Blanco et al. (2011) reportan que el uso de
lixiviados de platano al 10% incrementa la altura,
numero de hojas, asi como, la longitud total y el
peso fresco y seco de las raices en mas de un
50% de las plantas de platano en condiciones
de vivero.

De igual forma, Garcés (2010) indica que el uso
de lixiviados de banano y platano obtenidos
mediante fermentaciones anaerdébicas, influyen
positivamente sobre la altura de las plantas de
banano Williams (Musa AAA) y su contenido de
clorofila. Ademas, Russo et al. (1995) demuestran
que el extracto humico de raquis de banano al
1% promueve significativamente el crecimiento
de raices, area foliar y biomasa de hojas y
pseudotallo (PS) de plantulas de banano en
condiciones de vivero. De ahi, la importancia de
estudiar la composicion de los extractos vegetales
que determinan su efectividad en el control de
enfermedades y en la promocion del crecimiento,
con el fin de mejorar su produccion.

Contrariamente del avance en su caracterizacion
quimica (Blanco et al., 2011; Ortiz, 2009;
Garcés, 2010), poco se ha reportado sobre los
microorganismos naturales que intervienen en
el proceso, que posiblemente formen parte de
la composicion final del producto. Asimismo, es
necesario conocer si el producto generado es
inocuo a los fines de proteger al aplicador.

En tal sentido, el objetivo de esta investigacion
fue determinar la composicién microbioldgica y
la inocuidad de lixiviados provenientes de PS y
laminas foliares (LH) de platano provenientes de
dos zonas productoras del estado Yaracuy.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio
Integral Agropecuario del Instituto Nacional de
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Investigaciones Agricolas (INIA), ubicado en el
km 3, sector La Ermita, via Aeropuerto, municipio
Cocorote, estado Yaracuy, coordenadas 10°17'29"
latitud norte, 68°45'9,6" longitud oeste, a una
altitud de 254 m.s.n.m.

Este proceso se desarrollé con el fin de prever las
diferencias en el contenido de los microorganismos
presentes, debido a las discrepancias en el
manejo agronomico de las plantaciones. Donde
se obtuvo el material vegetal se utiliz6 PSy LH de
platano ‘Hartén Gigante’ (Musa AAB) provenientes
de dos localidades del estado Yaracuy, que
difieren en el manejo del cultivo:

Localidad 1: Asentamiento Campesino Macagua-
Jurimiquire, parroquia Farriar, municipio
Veroes, coordenadas 10°25'4" l|atitud norte
y 68°37'46,61" longitud oeste, con manejo
agrondémico deficiente caracterizado por la
poca o nula fertilizacion del cultivo y deshoje
fitosanitario poco frecuente.

Localidad 2: Sector San Javier, parroquia San
Javier, municipio San Felipe, coordenadas
10°22'18" latitud norte y 68°39'58' longitud
oeste, con un manejo agronémico adecuado,
basado en una fertilizacion al analisis de suelo
y practicas de deshoje fitosanitario.

Los lixiviados vegetales se obtuvieron por descom-
posicion aerdbica de restos de cosecha de
platano, tales como PS y LH, los cuales fueron
repicados y colocados en recipientes plasticos
con tapa de 40 litros de capacidad a los que se
les adaptd una plumilla o llave para la toma de
muestra del extracto (Linares, 2009).

En el fondo de cada recipiente, se colocd 10 kg
de grava de rio, tapando, previamente, el orificio
de la plumilla con malla plastica para evitar su
obstruccion. La cantidad de material fresco
colocado en los recipientes fue de 10 kg en el
caso de PS y 5,5 kg para LH, establecida por la
maxima capacidad de recepcion de los mismos.
Se le agregé un litro de agua para garantizar la
humedad necesaria para el inicio del proceso de
descomposicion.

Los recipientes fueron tapados para prevenir
la entrada de contaminantes y colocados bajo
sombra a temperatura ambiente promedio de
36 °C. El disefo experimental utilizado fue
completamente aleatorizado con arreglo factorial
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2x2, correspondientes a dos niveles de los
factores: tipo de lixiviados (PS y LH) y localidad
(localidad 1 y localidad 2), con tres repeticiones,
lo que genero las siguientes combinaciones: 1)
PS-localidad 1; 2) PS-localidad 2; 3) LH-localidad
1; 4) LH-localidad 2.

Este ensayo fue repetido en el tiempo para
evaluar la constancia en la respuesta de las
variables a estudiar, lo que determind dos ciclos
de produccion.

Semanalmente se recircul6 el liquido producido, lo
que permitié el aireamiento del sistema, ademas
de mantener humeda la superficie del material
en descomposicion. Durante cada recirculacion
se midi6 el volumen del extracto producido para
detectar el momento en el cual dicha variable se
hacia constante, considerado como el final del
proceso de descomposicion.

El registro diario de la temperatura alcanzada dentro
de los recipientes durante todo el proceso, se
realizé entre las 8:30 am y 1:00 pm.

Se tomaron muestras de los lixiviados en intervalo
de 3 dias para determinar los microorganismos
presentes en el proceso de descomposicion, las
cuales fueron analizadas en los Laboratorios de
Fitopatologia del Laboratorio Integral Agropecuario
del INIA Yaracuy y el Laboratorio de Bacteriologia
de la Unidad de Proteccion Vegetal del INIA
CENIAP, estado Aragua.

Para el aislamiento de microorganismos se
realizd, inicialmente, el cultivo en medio PDA
para descartar la presencia de hongos y luego
se realizaron diluciones seriadas en agar nutritivo
para bacterias.

Las capsulas se incubaron a temperatura del
laboratorio (25 °C) y se realizaron observaciones
diarias durante 72 horas, periodo después
del cual se repicaron las colonias presentes
en agar nutritivo para la obtencion del cultivo
puro. Posteriormente, fueron caracterizadas las
colonias obtenidas e identificadas las bacterias.
En esta ultima, se efectuaron las pruebas de
KOH 3%, la tincion de Gram, ademas de la
tincién negativa de Rojo Congo para observar las
preparaciones mediante el microscopio de luz con
lente de inmersion.
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Para identificar los microorganismos se utilizaron
las claves de clasificacion convencionales para
hongos y bacterias (Ainsworth et al., 1973; Barnet
y Hunter, 1972) para identificar. Finalmente,
se determinod la carga microbiana de cada
lixiviados (Bacteriology Commitee of American
Phytopathological Society, 1989), expresandose
en Unidades Formadoras de Colonias por ml
(UFC/ml).

Los analisis para determinar la inocuidad de los
extractos evaluados, se realiz6 en el Laboratorio
comercial SEDICOMVET, C.A. (Rif J-30590770-6;
NIT 0054330707), ubicado en Maracay, estado
Aragua, donde fueron evaluados los niveles de
Salmonella en 25 ml de muestra y el método de
analisis FONDONORMA 1291-04; en coliformes
totales y Escherichia coli, siguiendo el método
establecido por COVENIN 3276-97.

Se utilizé el Programa InfoStat® para analisis
de los datos obtenidos, realizando la prueba de

normalidad de Wilk y Shapiro, modificada para la
variable volumen, a la que posteriormente, se le
efectud la prueba de varianza en los casos donde
se detect6 desigualdades entre los tratamientos
y, de diferencias de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Microorganismos presentes en el proceso
de descomposicion para la obtencion de
lixiviados de platano

En el Cuadro 1 se presentan los analisis micro-
biolégicos realizados para identificar los agentes
responsables del proceso de descomposicién
durante la obtencién de los extractos vegetales
evaluados y se determiné la presencia de bacte-
rias tipo Gram+, del género Bacillus y algunas
bacterias con forma de cocos saprofiticos. No se
detecto la presencia de hongos.

Cuadro 1. Caracterizacién de las bacterias presentes durante la produccién de lixiviados de pseudotallo
(PS) y laminas foliares (LH) provenientes de dos localidades (1 y 2) a través de un proceso
de descomposicién de la materia fresca.

I Descripcion
Lixiviado/ P
localidad ol . Tincién Forma de la célula .
Caracteristicas de la colonia . Bacteria
Gram bacteriana
Colonia blanco grisaceo Gram + Bastones largos Bacillus sp.
LH/M Colonia crema mucoide Gram + Bastones largos Bacillus sp.
Colonia color blanco con margen . o
; 9 Gram + Bastones largos No identificada
irregular
Colonias blanco grisaceo Gram + Bastones largos Bacillus sp.
Colonia crema, mucoide Gram + Bastones largos Bacillus sp.
LH/2 Colonia color blanco, no mucoide .
. Gram + Bastones largos Bacillus sp.
con margen irregular _ -
Colonia color amarillo claro Gram + Cocos No identificada
Colonia color blanco mucoide Gram + Bastones largos Bacillus sp.
Colonia color blanco, no mucoide .
. Gram + Bastones largos Bacillus sp.
PS/1 con margen irregular
Colonia crema, mucoide Gram + Bastones largos Bacillus sp.
Colonia color blanco Gram + Cocos No identificada
Colonia crema, mucoide Gram + Bastones largos Bacillus sp.
Colonias blanco grisaceo Gram + Bastones largos Bacillus sp.
PS/2 Colonia color blanco, no mucoide .
. Gram + Bastones largos Bacillus sp.
con margen irregular
Colonia color blanco, transparente Gram + Cocos No identificada
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Bacillus sp. estuvo presente en los lixiviados
evaluados, independientemente del tipo de
material vegetal utilizado (PS y LH) y de la
localidad de procedencia. Este hallazgo es muy
importante debido a que la literatura sefiala las
propiedades de bacterias del género Bacillus,
tales como Bacillus subtilis, siendo promotoras del
crecimiento en algunas especies vegetales (Idriss
etal., 2002; Robles y Barea, 2004; Corrales et al.,
2011; Gémez-Luna et al., 2012), lo que pudiera
ayudar a interpretar el efecto de estos extractos
sobre el crecimiento de vitroplantas de platano.

También se ha senalado que las bacterias de este
género ejercen una accion especifica mediante la
produccion de metabolitos secundarios y resistencia
a estrés bidtico y abidtico, facilitando la toma de
nutrientes del suelo (Calvo y Zuniga, 2010).

Por su parte, Glick (2012) sefala cuales bacterias
de este género producen fitorreguladores del
crecimiento como citocininas y giberelinas.
Asimismo, Hernandez-Castillo et al. (2008) reporta
que aplicaciones de cepas bacterianas del género
Bacillus en papa, se tradujo en un aumento del
peso fresco de follaje y tallos, asi como en un
incremento del 117% en el rendimiento.

En cuanto a las temperaturas generadas dentro de
los recipientes, se encontrd que hubo poca variacion
entre las alcanzadas por la descomposicion de PS

y LH. Sin embargo, las mayores temperaturas se
registraron a la 1:00 pm (Figura 1) superando en
algunos momentos la temperatura ambiente (36 °C
en promedio), lo que pudiera estar asociado a la
actividad de los microorganismos que actuaron
en el proceso de descomposicion.

En general, las temperaturas dentro de los reci-
pientes oscilaron entre 28 y 40 °C; aunque
algunos autores como Larco (2004) reportan
que las bacterias del género Bacillus actuan en
la fase termdéfila (entre 50 y 65 °C). Durante el
proceso de compostaje, se pudo demostrar que
las bacterias identificadas, en su mayoria de este
mismo género, pueden actuar dentro de este
rango de temperaturas.

Estos resultados son soportados por estudios
realizados por Calvo y Zuniga (2010) quienes
sefialan que las bacterias del género Bacillus
tienen una alta capacidad de adaptarse a
diferentes condiciones, por lo que pueden incluso,
crecer a temperaturas de 10 y 20 °C.

Por su parte, Hernandez-Orona et al. (2011) sefiala
actividad de estas bacterias entre 40 y 60 °C,
mientras que Hernandez-Castillo et al. (2008)
reporta temperaturas de incubacion para Bacillus
spp. de 24 °C, lo que corrobora la alta capacidad
de adaptacion de las mismas.
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Figura 1. Variacion de la temperatura (°C) en horas de la mafiana
y tarde durante la descomposicion de pseudotallos (PS)
y laminas foliares (LH) de platanos utilizados para la
obtencion de los lixiviados.
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Por otra parte, la carga microbiana determinada
en este estudio para los extractos evaluados
(Cuadro 2) esta por encima de 1x10%8 UFC/ml
reportado por Hernandez-Castillo et al. (2008),
como la dosis de aplicacion necesaria para que
estas bacterias ejerzan su efecto, por lo que se
puede sefalar que en los lixiviados se encuentran
suficientes cantidades de Bacillus para producir
una posible respuesta en la planta.

Volumen de lixiviado producido

La Figura 2, representa el volumen de lixiviados de
PSy de LH provenientes de las dos localidades de
plantaciones con manejo agronémico deficiente y
manejo agronémico adecuado, respectivamente,
obtenidos durante dos ciclos de produccion.

Se observa que el volumen de produccién de
dichos extractos aumenté en el tiempo hasta
alcanzar un maximo en aproximadamente
90 dias a partir del cual se mantiene estable como
es el caso del ciclo 2 o comienza a disminuir
ligeramente, como en el ciclo 1. También, se pudo
notar una mayor pendiente inicial observada en la
linea que representa a los lixiviados provenientes
de PS comparada con los de LH, lo que indica que
el proceso de descomposicion cuando se utiliza
este tipo de material vegetal, es mas acelerado
que cuando se utilizan LH.

Los lixiviados evaluados presentaron diferencias
en el volumen de obtencién de los mismos, siendo
en los PS donde hubo una mayor produccion
(Figura 2). Estas diferencias pueden ser atribuidas
al contenido de agua en los tejidos, el cual es
mayor en el caso de PS comparado con LH.

Henao et al. (2002) reportan para el vastago de
banano (Musa AAA) una humedad de aproxi-
madamente 81,0%. Este contenido de agua
es liberado una vez que actuan las enzimas
celuloliticas en el proceso de descomposiciéon
(Hernandez-Orona et al., 2011), contribuyendo
asi a un mayor volumen de extracto producido.

Por otra parte, para el segundo ciclo de produccion,
se detectaron diferencias entre el volumen del
lixiviados proveniente de PS de la localidad 1,
con respecto al de la localidad 2, siendo menor en
esta ultima. Lo que se presume esta relacionado
mas que al manejo, al hecho de que durante ese
ciclo el material proveniente de la localidad 2
tenia 2 dias de cosechado, por lo que pudo ocurrir
pérdida de agua, evidenciado mas en PS que en
LH, debido a que esta ultimas presentan una capa
de cuticula mas gruesa y cerosa que la protege
por mas tiempo de la desecacion.

Sin embargo, en ambos ciclos evaluados,
se observé que el volumen producido de los
extractos comienza a estabilizarse alrededor de
los 90 dias (Figura 2), y este comportamiento se
mantuvo independientemente de la localidad, por
lo que se considera que el volumen producido
es un buen indicador del final del proceso de
descomposicion.

Por lo antes mencionado, estos lixiviados vege-
tales tuvieron un ciclo de produccion de 90 dias
aproximadamente (Figura 2), que difiere de
Garcés (2010) quien reporta que obtuvo lixiviados
provenientes de raquis de platano cada 7 dias.

Cuadro 2. Carga microbiana en lixiviados de pseudotallos (PS) y ldaminas
foliares (LH) de platano durante dos ciclos de produccion.

Extracto vegetal UI_=C/mI UI_=ClmI
Ciclo 1 Ciclo 2
PS/localidad 1 3,0 x 10" 1,49 x 107
PS/localidad 2 1x 108 1,5 x 108
LH/localidad 1 2,2x10° 9x 10°
LH/localidad 2 2,5x10¢ 5,0 x 10"

UFC: unidades formadoras de colonias.
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Figura 2. Volumen de los lixiviados de pseudotallos (PS) y
laminas foliares (LH) de dos localidades (1 y 2)
obtenidos por descomposicion de la materia fresca
durante dos ciclos de produccion (ciclo 1y ciclo 2).

Esta diferencia radica en que para fines de este
trabajo no se utilizaron microorganismos eficientes
que aceleraran el proceso de descomposicidén de
estos materiales, tal como lo hizo Garcés (2010),
ya que era necesario conocer el potencial de estos
materiales vegetales (PS y LH) para ser utilizados
en la obtencion de extractos en condiciones
naturales.

No obstante, la identificaciéon de las bacterias
responsables del proceso realizada en esta
investigacion, abre la oportunidad a nuevos
estudios que evaluen la posibilidad de multiplicar
dicha bacteria y utilizarla como microorganismo
eficiente que acelere el proceso de obtencion de
estos lixiviados.
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En cuanto a la inocuidad de los lixiviados, los
resultados demuestran la ausencia de Salmonella
coliformes y E. coli en los PS y LH de platano
(Cuadro 3), lo que es de suma importancia dado
a que las organizaciones internacionales de salud
exigen, como requisito indispensable de control
para la utilizacion de estos productos, que estos
microorganismos deben estar a muy bajas pobla-
ciones o ausentes para considerar al producto
inocuo (Larco, 2004).

Los resultados confirman que estos lixiviados se
encuentran libres de microorganismos patogénicos
que puedan perjudicar a la planta o a los seres
humanos u otros animales.
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Cuadro 3. Inocuidad de los lixiviados obtenidos por descomposicion de laminas
foliares (LH) y pseudotallos (PS) de platano 'Hartén'.

Analisis microbiolégicos

Lixiviado de LH

Lixiviado de PS

Salmonella (en 25 ml de muestra)
Coliformes totales
Escherichia coli

Ausente Ausente
Ausente* Ausente*
Ausente* Ausente*

*UFC.: <1,0 x 101* = placas sin colonias a la dilucién sefalada. /+: nimero estimado.

CONCLUSIONES

Las bacterias del género Bacillus son los microor-
ganismos que intervienen en el proceso de
descomposicién de PS y LH para la obtencién de
lixiviados en las condiciones planteadas en esta
investigacion, independientemente del lugar de
donde provenga el material vegetal inicial.

Este proceso permite la obtencién de lixiviados
vegetales inocuos para las plantas, los seres
humanos y los animales.

Se recomienda continuar los estudios para aislar,
identificar, purificar y liofilizar estas bacterias y
evaluar la posibilidad de su uso como microorga-
nismos eficientes que permitan acelerar el proceso
y acortar el ciclo de obtencion de los lixiviados,
para asi aumentar la eficiencia de produccion de
los mismos.
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