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Resumen

El cultivo del banano, en términos de produccién, es el cuarto méas importante a nivel mundial
y es una de las principales actividades socioecondmicas de Costa Rica. Sin embargo, alrededor del
67% de la biomasa total producida corresponde a residuos agricolas: pseudotallo, hojas y raquis, los
cuales se componen principalmente por biopolimeros como la celulosa y la lignina. En la actualidad
esta biomasa residual no tiene un manejo para su aprovechamiento como fuente potencial de materia
organica y nutrimentos. No obstante, la biodegradacion asistida por microorganismos puede ser una
alternativa biotecnoldgica para el manejo de los residuos agricolas del cultivo de banano. Se realizd
la caracterizacion de microorganismos aislados de suelo de plantaciones de banano del Caribe de
Costa Rica, para la biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano (Musa AAA). Muestras
compuestas de suelo de tres fincas bananeras que implementan el sistema de siembra en hexagono, se
inocularon en el medio de enriquecimiento Bushnell Haas suplementado con 1% de residuos agricolas
como Unica fuente de carbono. Luego de los periodos de incubacion se determind la tasa de
biodegradacion segun el peso y la relacion C/N, mediada por los consorcios de los microorganismos
desarrollados, el indice de diversidad a traveés del analisis DGGE y se aislaron cepas de
microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica en placas con agar Bushnell Haas con 0.5 %
de carboximetilcelulosa y 0.5 % de lignina alcalina (guaiacol 0.2 %), respectivamente. Los
aislamientos que presentaron halos de hidrolisis > 2 mm fueron identificados molecularmente. La tasa
de biodegradacion promedio de los residuos agricolas del cultivo de banano vario entre el 21.41 y
50.52 % segun la relacion C/N. De los consorcios de microorganismos desarrollados en cada
tratamiento, se aislaron 19 cepas con actividad celulolitica, las cuales presentaron halos de hidr6lisis
promedio entre 2.09 y 14.3 mm. No se aislaron cepas con actividad lignolitica. Las cepas identificadas
se ubicaron en clados correspondientes a 11 géneros diferentes, los de mayor abundancia fueron
Burkholderia spp., Aeromonas spp. y Flavobacterium spp. La implementacion de buenas préacticas
agricolas y el sistema de siembra hexagonal repercute positivamente en la tasa de biodegradacion de
los residuos agricolas a través de la proliferacion de microorganismos benéficos. Se debe promover
la investigacion de biotecnologias que implementen buenas practicas agricolas en funcion del
mejoramiento de las condiciones de produccion del cultivo de banano, de la reduccion del consumo

de agroquimicos y el manejo de los recursos naturales.
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1. Introduccién
1.2. Antecedentes

El monocultivo del banano es la cuarta produccion agricola méas importante a nivel mundial
(Garcez, Martins & Rodrigues, 2016). Sin embargo, esta actividad implica la generacion constante de
residuos agricolas o biomasa residual que no es utilizada técnicamente (Abril, 2016).

En Ecuador, el principal productor y exportador de banano en el mundo (FAO, 2014a), se
plante6 la optimizacion de un protocolo para obtener glucosa a partir de los residuos agricolas del
banano, la cual podria ser utilizada como biocombustible (Abril, 2016). Asimismo, Carchi (2014)
propuso generar nanocelulosa a partir de estos residuos y Medina, Nufiez, & Ordofies (2010)
produjeron bioalcohol mediante la fermentacion sélida asistida por hongos. En Colombia, otro de los
mas destacados productores de banano en Suramérica, se ha incursionado en la produccion de papel
de banano (Meneses et al., 2012). Segun estos estudios, es posible obtener un producto atil que
atribuye un valor agregado a la produccion de banano.

Sin embargo, puede que el tratamiento mas estudiado y evaluado sea el aprovechamiento de
los residuos agricolas para la produccion de abonos organicos que reincorporen biomasa y nutrientes
al cultivo (Hamidat et al., 2016; Kadir, Jamaludin & Azhari, 2016; Mejia & Gomez, 2002). Esta
biofertilizacion destaca por su potencial para promover el crecimiento de microorganismos benéficos
que enriquecen y nutren al suelo, lo cual se refleja en la salud y vigorosidad de las plantas de banano,
asi como en la tasa de produccion y la calidad del fruto (Hamidat et al., 2016).

La generacion constante de residuos agricolas es un panorama comun en la mayoria de los
monocultivos mundiales, como por ejemplo el trigo, el maiz y los pastizales, estos ultimos usados
para alimentar ganado (de Lima Brossi, Jiménez, Cortes & van Elsas, 2016). Por ello es de
fundamental importancia el desarrollo de tecnologias de produccion sostenible que sean amigables
con el ambiente, maximicen el aprovechamiento de los recursos naturales y mantengan una alta
productividad (Mia, Baset, Shamsuddin & Mahmood, 2010).

Entre las tecnologias de produccion sostenible que actualmente se estudian, destacan las
innovaciones biotecnoldgicas vinculadas con microorganismos (bacterias y hongos) dadas sus
caracteristicas fisioldgicas y metabolicas (Fanin, Moorhead & Bertrand, 2016). La microbiota o
consorcios microbianos son los principales responsables de la sucesion bioldgica, degradacion y
reincorporacion de materia organica e influyen directamente sobre las dinamicas de mineralizacion

del ecosistema (Freixa et al., 2016).



Los consorcios microbianos derivados de distintas matrices: suelo forestal, sedimento de
manglares y rios, residuos agroindustriales o bien de ambientes adversos o degradados (de Lima
Brossi et al., 2016; Freixa et al., 2016; Gonzalez-Sanchez et al, 2015; Soares et al., 2013; Soares,
Melo, Dias & Andreote, 2012), se han caracterizado por la capacidad de descomponer celulosa,
lignina y hemicelulosa, los cuales corresponden a los principales y mas complejos componentes de la
biomasa vegetal (de Lima Brossi et al., 2016; Oliveira et al., 2007; Soares et al., 2013; Soares et al.,
2012). La actividad celulolitica, lignolitica y hemicelulolitica que tienen estos microorganismos les
permite actuar como agentes biodegradantes de residuos agricolas, de manera que puedan ser
aprovechados para biofertilizar el suelo cultivado o generar algun subproducto (de Lima Brossi et al.,
2016, Gonzalez-Sanchez et al., 2015, Medina et al., 2010).

El estudio realizado por de Lima Brossi et al. (2016) utilizd sustratos organicos de paja de
trigo, hojuelas de maiz y pastizal para enriquecer consorcios microbianos especializados en degradar
la celulosa, lignina y hemicelulosa que compone esta biomasa vegetal residual. Esta investigacion
destaca que la biodegradacion asistida por estos microorganismos, implica una transformacién
enzimatica directamente influenciada por la especificidad de la fuente de carbono, la concentracién
celular y la disponibilidad extracelular, por lo tanto, indican que la biodegradacion se maximiza a
altas concentraciones celulares.

Es importante recalcar que aunque se ha descrito que los hongos son los principales
descomponedores de la lignina (Mohammad, Alam, Kabbashi & Ahsan, 2012), tanto las bacterias
como los hongos secretan enzimas que catalizan la degradacién de este y los demas polimeros que
componen la biomasa vegetal, entre estas se puede mencionar la B-1,4-glucosidasa (BG), B-D-
celobiosidasa (CBH), B-xylosidasa (XYL), a-1,4-glucosidasa (AG), -1,4-N-acetil-glucosaminidasa
(NAG), L-leucina aminopeptidasa (LAP) y fosfatasa alcalina (AP) (Fanin et al., 2016). La
investigacion de Fanin et al. (2016) destaca la importancia estequiométrica y vectorial de la actividad
enzimatica realizada por estos microorganismos, con lo que concluyé que el origen y la calidad de la
fuente de carbono son factores determinantes de la eficiencia del proceso enzimatico.

Los estudios realizados por de Lima Brossi et al. (2016) y Jiménez et al. (2016) se
desarrollaron en Groningen, una provincia situada al norte de los Paises Bajos. En ambos casos se
realizaron ensayos de biodegradacion mediada por consorcios derivados de suelo de bosque, estos
concluyeron que la actividad metabolica de los microorganismos es una alternativa eficiente para la
biodegradacion del material vegetal y que el desarrollo de estos ensayos permite conocer mejor el

proceso enzimatico que requiere la descomposicion de materia organica. En ambos estudios se
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realizaron andlisis moleculares como extraccion y cuantificacion de ADN, PCR-DGGE vy
secuenciacion del genoma, con el objetivo de calcular indices de diversidad e identificar cuales fueron
los microorganismos presentes en los consorcios evaluados.

Las innovaciones biotecnoldgicas estan estrechamente vinculadas con la transgénesis como
una de las técnicas moleculares més desarrolladas y prometedoras (Han et al., 2017). En el estudio
realizado por Lépez-Mondéjar et al. (2016) en Republica Checa, se recolectaron muestras de suelo de
bosque templado de roble, alli identificaron molecularmente los microorganismos con mayor
potencial de biodegradacién de biomasa residual para obtener biocombustible. La bacteria
Paenibacillus 0199 destacd por poseer un arsenal enzimatico con alta actividad celulolitica. Esta
investigacion plante6 el uso de la ingenieria genética para producir una cepa recombinante que
produzca una gran cantidad de la enzima identificada en Paenibacillus 0199, con lo que se puede
acelerar sustancialmente el proceso de obtencion del biocombustible.

En Costa Rica los principales cultivos permanentes son café, palma aceitera, cafia de azucar,
banano y pifia (INEC, 2015) y en la actualidad se han planteado estudios para el tratamiento o
aprovechamiento del residuo agricola que genera la cafia de azlcar (Delgado, 2004), la pifia (Rojas,
2015) y el café (Rojas et al., 2003). No obstante, también han realizado estudios sobre la produccién
de papel (Blanco, 2008) y mezclas de polipropileno con fibras de pinzote o raquis de banano (Zamora,
2015) con el objetivo de generar biomateriales. Sin embargo, hasta el conocimiento a la fecha, no se
han desarrollado investigaciones que consideren el potencial que tienen los microorganismos que

habitan los suelos bananeros para biodegradar los residuos agricolas que genera esta actividad.

1.2. Justificacion

El banano es una fruta caracterizada por su alto valor nutricional, el cual es fundamental
durante el desarrollo y la madurez del ser humano (Hapsari & Lestari, 2016). Los principales cultivos
a nivel mundial son el arroz, maiz, trigo y banano (Viljoen et al., 2004), cada afio se producen
aproximadamente 85 millones de toneladas de banano, en diferentes paises de Centroameérica,
Suramérica, Asia y Africa. Globalmente se exportan 16.5 millones de toneladas de banano,
destacando Centroamérica, México y Suramérica como los principales proveedores (FAO, 2014a).

La industria bananera es uno de los sectores agropecuarios mas importantes de Costa Rica,
influyendo directamente sobre la estabilidad socioecondmica tanto a nivel nacional como regional. El
cultivo de banano es una de las principales fuentes de ingreso de divisas al pais, exportando mas de

106 millones de cajas de banano cada aifio (CORBANA, 2016), lo cual constituye aproximadamente
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el 9.4 % del total de exportaciones (CORBANA, 2017a). Costa Rica dedica mas de 50 000 ha al
cultivo de banano (Blume & Reichert, 2015), esto representa poco menos del 1 % del territorio
nacional y esta concentrado principalmente en la provincia de Limon (INEC, 2015).

Estudios realizados por la Escuela de Economia de la Universidad Nacional de Costa Rica,
indican que Limon es la segunda provincia con mayor tasa de desempleo en el pais (Ortiz, 2013) v,
de acuerdo con CORBANA (2017a) el cultivo de banano representa una de las principales fuentes de
empleo en la region. La industria bananera genera 40 000 empleos directos y 100 000 indirectos, en
actividades tales como comercio, fabricas de insumos y transporte (CORBANA, 2017a).

La actividad bananera ha aumentado exponencialmente desde sus inicios y paralelo a ello ha
incrementado el consumo de los recursos naturales considerados dentro de los ecosistemas que han
sido utilizados o modificados para expandir su produccion (Blanco, 2008). Estos monocultivos
implican el uso intensivo de agroquimicos y fertilizantes que contrarrestan los efectos de
enfermedades causadas por organismos y mantienen la fertilidad del suelo. No obstante, estos agentes
quimicos tienen una alta toxicidad y persistencia en el ambiente (Guédez, Castillo, Cafiizales &
Olivar, 2008), con repercusiones negativas sobre la actividad biol6gica de la microbiota presente en
el suelo (Blume & Reichert, 2015). Ante este panorama, entes como la Corporacion Bananera
Nacional (CORBANA), promueven la investigacion y el desarrollo de tecnologias de produccion
sostenible que conserven la salud y calidad del suelo, reduzcan el uso de agentes quimicos, mitiguen
el impacto ambiental y conserven la productividad que caracteriza la industria bananera costarricense.

La industria bananera genera una gran cantidad de residuos agricolas que pueden tener un
tratamiento o aprovechamiento mas eficiente e integral (Blanco, 2008). Los principales residuos
agricolas que genera el cultivo de banano son: banano de rechazo, pseudotallo, hojas y raquis (Blanco,
2008). Por ejemplo, si se considera un peso promedio de 100 kg para una planta de banano al momento
de su cosecha, distribuida en 33 % de banano, 50 % de pseudotallo, 15 % de hojas y 2 % de raquis,
significa que el 67 % del volumen total de la planta lo constituye biomasa residual que no es
aprovechada sistematicamente (Abril, 2016).

Los residuos agricolas generados en las bananeras pueden ser apilados y acumulados,
deteriorandose lentamente al menos que se aplique algin producto quimico que acelere su
degradacion. También se ha optado por el picado y colocado de esta materia en trincheras de tierra
hasta lograr su descomposicion natural, reincorporando materia organica y alguna cantidad de

nutrientes al suelo (Blanco, 2008). A pesar de los esfuerzos de incorporacion de estas acciones, la



gran cantidad de biomasa residual que se genera implica la constante bisqueda de nuevas alternativas
que den un abordaje integral y que provea de un tratamiento o aprovechamiento apropiado.

Las investigaciones recientes destacan el gran potencial que tienen los microorganismos
derivados de suelo para acelerar el proceso de biodegradacion de la biomasa vegetal residual de
distintos cultivos (de Lima Brossi et al., 2016; Jiménez, Korenblum & van Elsas, 2014; Lo et al.,
2009; Pandey et al., 2014). Sin embargo, no se han realizado estudios que caractericen y evalten el
potencial de dichos microorganismos como agentes biodegradantes de los residuos agricolas que
genera la actividad bananera, lo cual plantearia un abordaje integral al manejo del residuo, y ademas
promoveria la proliferacion de la microbiota benéfica y el enriquecimiento natural del terreno de
cultivo (Giacobbe et al., 2016; Mia et al., 2010; Thomas & Soly, 2009).

Estas investigaciones son de fundamental importancia para identificar, evaluar y optimizar
procesos de biodegradacion de residuos agricolas asistidos por microorganismos. EI panorama actual
mundial alude al desaprovechamiento de la biomasa residual que genera uno de los sectores
econdmicos y sociales mas importantes del mundo: la agricultura (de Lima Brossi et al., 2016;
Jiménez et al., 2016; Jiménez et al., 2014). De modo que la presente investigacion tiene por objetivo
caracterizar microorganismos aislados de suelo de plantaciones de banano del Caribe de Costa Rica,

para la biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano (Musa AAA).

1.3. Planteamiento del problema a investigar

El cultivo de banano es una de las actividades agricolas mas importantes tanto a nivel nacional
como internacional. Los residuos agricolas que genera este cultivo pueden ser tratados o aprovechados
mediante el potencial biotecnolégico que tienen los microorganismos con actividad celulolitica y
lignolitica aislados de suelo, por lo tanto, en la presente investigacion se plantea ¢Cudles
microorganismos aislados de suelo bananero tienen potencial para biodegradar los residuos agricolas
del cultivo de banano (Musa AAA)?



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Caracterizar microorganismos aislados de suelo de plantaciones de banano del Caribe de Costa
Rica, para la biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano (Musa AAA).

1.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la tasa de biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano
(Musa AAA) mediada por microorganismos aislados de suelo de plantaciones de banano del Caribe
de Costa Rica.

2. Seleccionar microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica con potencial para
la biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano (Musa AAA).

3. Identificar a través de técnicas moleculares, los microorganismos celuloliticos y
lignoliticos con potencial para la biodegradacion de residuos agricolas del cultivo de banano (Musa
AAA).

2. Marco Teorico
2.1. Importancia socioecondmica del cultivo de banano (Musa AAA).

La planta de banano pertenece al género Musa, especificamente M. acuminata (genoma A) y
M. balbisiana (genoma B). Sin embargo, se puede encontrar una amplia gama de razas nativas y
cultivares. La variedad Cavendish es la mas cultivada porque mantiene alta productividad durante
todo el afio (Oliveira et al., 2007). A nivel mundial hay aproximadamente 5 393 811 ha cultivadas con
banano (Musa AAA) (FAO, 2014b). Este cultivo se desarrolla en regiones con climas tropicales
porque requiere de altas temperaturas (18-30 °C), un gran abastecimiento de agua durante todo el afio
(alrededor de 170 mm por mes), y ademas suelos profundos con buen drenaje (Elbehri et al., 2015).

Los principales paises exportadores de banano se concentran en Latinoamérica y el Caribe,
paises en vias de desarrollo con climas tropicales. Los importadores mas prominentes son Estados
Unidos de América, Francia y Espafia, consumiendo cerca de 3 756 000.1 toneladas de banano por
afio (Elbehri et al., 2015, FAO, 2014a). La ubicacion geografica, las caracteristicas agronémicas y el
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alto rendimiento de produccién de Ecuador, Colombia y Costa Rica, les ha permitido destacar como
los paises latinoamericanos que mayor volumen de banano exportan (FAO, 2014a). No obstante, el
cultivo de banano es una industria intensa que implica una sucesion comercial integrada
mundialmente (Elbehri et al., 2015).

Costa Rica exporta alrededor de US$ 1 100 millones por afio, de ello el 60.4 % corresponde
al sector agricola. La exportacion de banano representa US$ 228 millones cada afio (SEPSA, 2016),

cifra que lo coloca como el principal fruto de exportacion nacional (Figura 1).

Melon 4.1%

Jarabes y
concentrados

5.6%
Café 7.6%

Otros 45.2%

Pifia 17.9% |

Banano 19.6%

= Otros = Banano =Pifia = Café = Jarabesy concentrados = Melon

Figura 1. Principales productos de exportacion del sector agricola de Costa Rica. Fuente:
SEPSA (2016).

Los cultivos de banano en Costa Rica se distribuyen principalmente en la Region Caribe
(Figura 2) y se caracterizan por tener una productividad promedio de 2 325 cajas de banano por
hectérea, una de las mas altas del mundo (CORBANA, 2011). Segun las estadisticas de la Corporacién
Bananera Nacional, el pais exporta aproximadamente 101 millones de cajas de banano cada afio, es
decir, alrededor de 1 825 498 toneladas métricas. Este volumen es destinado en un 55.2 % a la Union
Europea, 36 % a Estados Unidos de América y 8.8 % a Panamd, Arabia Saudita, Rusia, Turquia y
Noruega (CORBANA, 2017b).

La logistica de importacion se basa en la distancia geogréafica, por ello los Estados Unidos

recibe el producto bananero en los puertos de la costa este, mientras que en Europa, la mayoria del
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cargamento se descarga en los puertos de Italia, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Holanda, Espafia,
Grecia y Finlandia, quienes son a su vez los principales paises europeos consumidores del banano
costarricense (CORBANA, 2017b).

Sarapiqui

Figura 2. Principales cantones productores de banano en Costa Rica. Fuente: CORBANA (2011).

En la actualidad, con una trayectoria mayor a los 100 afios, la industria bananera es una de las
actividades agricolas con mayor impacto socioeconémico en Costa Rica, tiene un posicionamiento
fundamental en el &mbito agricola nacional, al catalogarse como una de las principales fuentes de
desarrollo econdémico y social en la Zona Caribe (CORBANA, 2011). Por lo tanto, la industria
bananera en Costa Rica integra intereses sociales, econdmicos y ambientales. Destacarse como una
de las principales actividades agricolas del pais la coloca en una posicion de liderazgo en términos de
compromiso socioecondémico y ambiental.

Es de fundamental importancia la constante investigacion que provea de herramientas para
desarrollar, mejorar y administrar correctamente la industria bananera nacional e implementar buenas

practicas agricolas que incorporen tecnologias sostenibles, la reduccion del consumo de



agroquimicos, el manejo de los recursos naturales y el tratamiento de los residuos agricolas
(CORBANA, 2011).

2.2. Residuos agricolas del cultivo de banano (Musa AAA).

El concepto de “residuo” alude al material restante de una actividad determinada que no es
aprovechado sistematicamente. Los residuos agricolas corresponden al tejido vegetal que no es tratado
0 aprovechado integralmente dentro o posterior a la actividad agraria (Oliveira et al., 2007). El cultivo
de banano cosecha solamente un racimo de fruto por planta, lo que significa que aproximadamente el
67 % del volumen total de la planta, es considerado biomasa residual (Abril, 2016). Los principales
residuos agricolas del cultivo de banano son pseudotallo, hojas y raquis (Blanco, 2008), y en el caso
de la variedad Cavendish se producen, en términos de peso seco, 8 t/ha residuales de pseudotallo, 7.7
t/ha de hojas y 0.5 t/ha de raquis (Oliveira et al., 2007).

El conocimiento de la composicion bioquimica del tejido vegetal de la planta de banano, segln
sus diferentes partes morfoldgicas (Figura 3), es de fundamental importancia para desarrollar
investigaciones para el aprovechamiento del residuo agricola que genera esta actividad agricola
(Oliveira et al., 2007).

-

Hoja adulta

Racimo
Brotes Floral
Pseudotallo

Raiz

Figura 3. Planta de banano (Musa spp.) segun sus partes morfoldgicas. Fuente: Turrado,
Saucedo, Sanjuan & Sulbaran, (2009).



Oliveira et al. (2007) determinaron la composicién bioquimica del tejido vegetal de la planta

de banano variedad Cavendish. Los resultados de la investigacion indicaron que la composicion

quimica del vegetal es compleja y dindmica, por lo que puede ser materia prima para distintos ensayos

quimicos o tratamientos metabdlicos. La ceniza se compone principalmente de sales de calcio,

potasio, magnesio y silice (Carchi, 2014), y se presenta en gran cantidad en el pseudotallo, hojas y el

raquis, sin embargo, la celulosa y la lignina son los componentes mayoritarios de cada una de las

partes morfologicas de la planta de banano (Oliveira et al., 2007) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion bioquimica de las diferentes partes morfoldgicas de la planta de

banano variedad Cavendish (% p/p del tejido).

Componente Pseudotallo Hojas
Tallo Floral ~ Vainas Foliares  Peciolo Hojas Raquis
Ceniza 26.1 19 11.6 194 26.8
Extractivosa 17.6 12.6 5.9 16.1 17.6
Diclorometano 1.4 1.4 1.2 5.8 15
Etanol/Tolueno 1.1 2.1 0.9 2.6 1.4
Aguab 15.1 9.1 3.8 1.7 14.7
Lignina 10.7 13.3 18 24.3 10.5
Insolublea 9.8 12.6 16.8 22 9.6
Soluble 0.9 0.7 1.2 2.3 0.9
Hollocelulosa 20.3 49.7 62.7 32.1 37.9
Hemicelulosa Aa 2.8 7.2 14.8 6.7 3.9
Hemicelulosa Ba 2.7 4.2 6.7 1.9 3.6
a-Celulosaa 14.4 37.1 39.5 20.7 28.4
Celulosaa 15.7 37.3 31 20.4 31
Pentosanosa 8 12.4 16.2 121 8.3
Almidon 26.3 8.4 0.4 1.1 1.4
Proteinas 3.2 1.9 1.6 8.3 2

a Corregido para el contenido de ceniza. b Corregido para el contenido de almidén.
Fuente: Oliveira et al. (2007).
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La celulosa es el principal constituyente estructural de la pared celular vegetal de las plantas
lefiosas y fibrosas, por ello es, ademas, el polisacarido mas abundante en la naturaleza. Presenta una
estructura primaria lineal compuesta por residuos monomeéricos B-D-glucosa unidos por enlaces [
(1—4), por lo tanto, es denominado un homopolisacarido que conforma microfibrillas entrecruzadas
que convergen en una matriz constituida por otros polisacéridos como la hemicelulosa y la lignina
(Mathews, Van-Holde, Appling & Anthony-Cahill, 2013) (Figura 4).

HOH-,C
HORE 0 HO OH 2
0 0

H HO
0) OH HOH,C 0] OH

Figura 4. Estructura primaria lineal de la celulosa.

La lignina es un heteropolimero complejo concentrado principalmente en el tejido lefioso y el
segundo mas abundante desde el punto de vista bioldgico (Mathews et al., 2013). Tiene la funcién
estructural de mantener unida la celulosa y la hemicelulosa que conforman la pared celular vegetal,
fortaleciendo la construccion del tallo y las ramas. La estructura de la lignina es variada y ramificada,
presenta unidades de fenilpropanos unidos por enlaces tipo éter y carbono-carbono distribuidos
aleatoriamente (Abril, 2016) (Figura 5).

H

Q= \c
”\c
/C\O/C H OCH,
H
CH;0 !
Q OH 0~ ((’ OCH,
/
"0 O

\C CLH OCH, O Oy
H ™ H

/ N\

H G OH O OCH;  HO~ ,C

HO Yy n p SC:

ocH, H' H
[

/C H
\ \C/H H O~y
\ H dC/ ~( 3
0
H o I H
OCH3 ,-0 \H, C L0,
I / H /"0
CH,0 Cdr .y
gl oom
\
I

Figura 5. Estructura compleja y ramificada de la lignina.
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Los principales componentes bioquimicos de los residuos agricolas del cultivo de banano:
celulosa y lignina, se caracterizan porque tienen un arreglo estructural cristalino regional que previene
la accidén enzimética o penetracion de moléculas pequefias como el agua, mientras que en otras
regiones tienen una distribucion amorfa, que facilita su desintegracion en unidades menos complejas
(Carchi, 2014).

2.3. Metabolismo de microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica.

En la actualidad, el conocimiento sobre los microorganismos y su metabolismo ha crecido
exponencialmente, convergiendo integralmente con areas como la ingeniera quimica, la ingenieria
genética y la biotecnologia (Hernandez, 2003). La biotecnologia aplicada del presente siglo, ha
incursionado en el uso de microorganismos para dar solucion a distintas necesidades o problematicas
ambientales, entre ellas destaca su uso en la biodegradacion de biomasa vegetal residual. Esta
aplicacion se basa en el principio del flujo de la energia, el cual consiste en el equilibrio que existe
entre la fotosintesis llevada a cabo por plantas y algas, y la biodegradacion asistida por
microorganismos descomponedores que convierten la mayor parte de la materia organica en dioxido
de carbono y agua (Chen et al., 2016; Hernandez, 2003) (Figura 6).

Fotosintesis

[ CO2 + Ha0O + Minerales + Energia ] > L Materia organica + Oz ]

Biodegradacion

Figura 6. Esquema del flujo de energia en la naturaleza. Fuente: Hernandez, (2003).

Los microorganismos, como cualquier otro sistema celular, tienen un conjunto de reacciones
quimicas a las cuales se les denomina metabolismo y las sustancias que se producen durante dicho
evento se llaman metabolitos. Los metabolitos primarios estan directamente vinculados con el
crecimiento celular, contrario a los metabolitos secundarios, pues estos se sintetizan generalmente
cuando la velocidad de crecimiento es muy similar a la velocidad de muerte, es decir, en la etapa
estacionaria de su curva de crecimiento (Herndndez, 2003) (Figura 7).

Industrialmente, es de fundamental importancia conocer el metabolismo del microorganismo
de intereés, e identificar si lo que se requiere obtener es biomasa o algin metabolito, de esta manera se
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puede alterar la via natural por la que el microorganismo genera el compuesto en cuestion y estimular

o0 controlar su produccién a conveniencia (Hernandez, 2003).

--=- Metabolitos
g ___Crecimiento
s celular

Concentracion
Concentracién

 J
A J

Tiempo Tiempo

a) b)

Figura 7. Relacién entre la concentracion del crecimiento celular de microorganismos y la
concentracion de metabolitos a través del tiempo. a) Metabolitos primarios. b) Metabolitos

secundario. Fuente: Hernandez, (2003).

Los microorganismos se caracterizan por utilizar la materia organica en descomposiciéon como
su principal fuente de carbono, a partir de ella obtienen energia y sintetizan sus principales
biomoléculas: acidos nucleicos, sacaridos, lipidos, acidos grasos, proteinas y enzimas.
Metabolicamente los microorganismos tienen la capacidad de secretar enzimas que catalizan la
descomposicion de la materia organica, es decir la degradacion de grandes y complejos biopolimeros
en moléculas méas simples (Atlas & Bartha, 2002). La biodegradacién de polimeros como la celulosa
y la lignina, principales componentes de la pared celular vegetal de los residuos agricolas del cultivo
de banano, es un proceso estructurado que implica una sucesion bioldgica que inicia con la accion de
hongos y finaliza con la de bacterias aerobias y anaerobias (Dworkin et al., 2006).

Segun Gutierrez & Martinez (1996), la biodegradacion de la lignina implica tres aspectos
importantes: el primero es la naturaleza multienzimatica, pues este proceso implica tanto la actividad
de peroxidasas que oxidan este polimero, como la de enzimas que reducen los radicales libres que se
generan para evitar la repolimerizacion y los complejos enzimaticos que generan perdxido de
hidrogeno. En el segundo aspecto destacan algunos metabolitos aromaticos secretados por los hongos,
que actuan como intermediaros que catalizan la accion de las peroxidasas lignoliticas sobre
compuestos con elevado potencial redox, y por altimo, el tercer aspecto es la compartimentalizacion
del proceso, es decir, la demarcacion de secuencias coordinadas por enzimas intra- y extracelulares.

Algunas de estas enzimas son las peroxidasas, lacasas, endoglucanasas, exoglucanasas, -

13



glucosidasas, fucosidasas y xilanasas (de Lima Brossi et al., 2016). Histdricamente han sido los
hongos quienes se caracterizan por la capacidad de degradar lignina, sin embargo, de Lima Brossi et
al. (2016) indican que bacterias de los géneros Comamonas, Sanguibacter y Paenibacillus tienen
también esta capacidad.

La biodegradacion de la celulosa es catalizada después de la lignina por complejos enzimaticos
denominados celulosomas, macromoléculas extracelulares compuestas por subunidades con médulos
funcionales especificos. EI CBD (dominio enzimatico de union a la celulosa) es uno de los
celulosomas mas estudiados, se caracteriza por ser altamente especifico sobre su sitio de union al
sustrato, ademas por ser muy conservado filogenéticamente (Dworkin et al., 2006). Los dominios
cataliticos de cohesion y dockerin son otra familia de modulos, se especializan en la hidrolisis de la
celulosa y sirven de anclaje del celulosoma a la superficie celular (Dworkin et al., 2006). Aparte de
los celulosomas, las endoxilanasas y poligalacturonasas también catalizan la degradacion de la
celulosa y son cominmente encontradas en bacterias (Venegas & Suéarez, 2004).

Los microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica incluyen protozoos, bacterias,
micro-hongos y hongos, son en su mayoria ubicuos, es decir, se pueden encontrar en una gran variedad
de ambientes, como por ejemplo suelos, pantanos, rios, lagos y sedimentos de agua dulce y salada.
También en madera, fardos de algodon, material vegetal en descomposicion, lodos de depuradora,
lixiviados, aguas residuales y compostajes, asi como en ambientes extremos como manantiales
calientes y volcanicos, manantiales acidos y alcalinos, o bien, habitats simbiontes como el intestino
de gusanos, termitas y vertebrados como los rumiantes (Dworkin et al., 2006).

Venegas & Suarez (2004) esclarecen la estrecha relacion que existe entre la biotecnologia y la
biodiversidad de la naturaleza. EI aumento en el conocimiento y la investigacion de la biodiversidad
y la variedad de habitats que existen en el mundo, provee de herramientas y criterios para desarrollar
nuevas tecnologias, procesos y productos. El suelo es uno de los principales habitats de
microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica, por ello también es una de las méas destacadas
matrices de investigacion para analizar y evaluar el potencial biotecnologico que tienen estos
microorganismos, como por ejemplo la capacidad biodegradante de residuos agricolas que generan
los cultivos mas importantes del mundo. En el cuadro 2 se detallan algunos de los microorganismos
con capacidad celulolitica y lignolitica identificados en matrices de suelo (de Lima Brossi et al., 2016,
Jiménez et al., 2016, Jiménez et al., 2014, Lo et al., 2009).
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Cuadro 2. Principales géneros de microorganismos con actividad celulolitica y lignolitica

identificados en matrices de suelo.

Microorganismo

Bacterias Hongos
Acinetobacter Acremonium
Aeromonas Arthrobotrys
Arthrobacter Chaetomium
Bacillus Coniochaeta
Citrobacter Dactylaria
Clostridium Humicola
Enterobacter Penicillium
Escherichia Plectophaerella
Flavobacterium Scytalidiu
Kluyvera Thermomyces
Pseudomonas Trichocladium
Raoultella/Klebsiella Trichoderma
Ruminococcus Trichosporon
Serratia Trichosporon

Sphingobacterium
Fuente: de Lima Brossi et al. (2016), Jiménez et al. (2016), Jiménez et al. (2014) y Lo et al. (2009).

2.4. Biodegradacion de residuos agricolas mediada por microorganismaos.

La biodegradacién es un proceso complejo que es llevado a cabo por una gran gama de
organismos, esta constituido por una serie de etapas que incluyen la lixiviacion, fragmentacion,
cambios en la estructura fisica y quimica e incluso la ingesta o excrecion de productos de desecho
(Julio et al., 2018). La descomposicion de materia organica supone la desintegracién de los tejidos
vegetales y animales que originalmente fueron construidos por la fotosintesis y las demas sucesiones
troficas, por ello es un proceso clave en el reciclado de los nutrientes y minerales de interés bioldgico,
es decir, es responsable de la mineralizacion de los ecosistemas (Chen et al., 2016).

Todos los heterétrofos son descomponedores de cierta manera, sin embargo, los principales
organismos responsables de la biodegradacion de la materia organica muerta o de desecho son las
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bacterias, los hongos y los detritivoros (Smith & Smith, 2007). Estos microorganismos tienen la
capacidad de biodegradar los biopolimeros que componen la biomasa vegetal residual de los
principales cultivos del mundo (de Lima Brossi et al., 2016).

El apilamiento y acumulacion de residuos agricolas sin tratamiento, es un desperdicio de
biomasa vegetal y recursos naturales que pueden ser aprovechados para beneficiar al cultivo de
interés. Los residuos agricolas tienen un alto contenido de nutrientes y almacenan carbono que puede
ser asimilado por microorganismos celuloliticos y lignoliticos, de modo que podrian ser utilizados
para fertilizar el suelo y promover la microbiota benéfica para el cultivo (Mahalakshmi & Naveena,
2016).

En la actualidad, la investigacion en materia de tecnologias amigables con el ambiente, ha
promovido la utilizacion de los residuos agricolas de cultivos como el maiz y la cafia de azicar como
fuente de carbono para que microorganismos celuloliticos y lignoliticos produzcan biocombustible
(Martinez-Anaya, Balcazar-Lopez, Dantan-Gonzélez & Folch-Mallol, 2008). Precisamente, la
creciente demanda y los elevados precios de los combustibles fésiles, que son a su vez un agente de
contaminacion ambiental y de controversia politica mundial, han impulsado la busqueda de nuevos
recursos renovables que sean fuente de biocombustibles (Martinez-Anaya et al., 2008).

Los residuos agricolas de la industria de palma aceitera pueden ser aprovechados por su alto
contenido energético para producir concentrados para aves de corral y, mediante la fermentacién con
los hongos Lentinula edodes, Pleorotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium, se puede reducir
considerablemente su contenido de lignina y celulosa (Nuraini & Trisna, 2017).

Los microorganismos con la capacidad de biodegradar los principales biopolimeros de las
células vegetales, también tienen un rol importante en el area de la biorremedacién, pues se han
identificado microorganismos del genero Bacillus con capacidad de crecer en suelos irrigados con
efluentes de aguas residuales de industrias papeleras, altamente alcalinizados y con gran cantidad de
lignina (Pandey et al., 2014).

En la India, muy similar al panorama en Costa Rica, el cultivo de banano es la segunda
actividad agricola mas importante y su economia depende directamente de esta industria. En este pais
se ha investigado el potencial que tienen las bacterias celuloliticas para biodegradar el pseudotallo
residual del cultivo de banano y posteriormente producir un biofertilizante (Mahalakshmi & Naveena,
2016).

Los microorganismos asisten a la biodegradacion de la materia organica en consorcios

microbianos, es decir, acompafiados por una gran diversidad de individuos, este método les facilita el
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acceso a los complejos componentes de la biomasa y asi la actividad enzimatica actla sinérgicamente
(Dworkin et al., 2006). Los consorcios de microorganismos derivados de suelo han sido investigados
por su alto potencial en la biodegradacion de residuos agricolas. El desarrollo de este tipo de
tratamientos implica caracterizar bioquimicamente al residuo agricola, optimizar las caracteristicas
metabolicas del consorcio e identificar las principales comunidades bacterianas y flngicas que estan
implicadas en el proceso de biodegradacion (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al., 2016, Jiménez
etal., 2014).

El tratamiento o aprovechamiento de los residuos agricolas del cultivo de banano ha sido
abordado en distintas investigaciones cientificas que han desarrollado alternativas novedosas para su
aprovechamiento (Carchi, 2014) (Cuadro 3). Pese a ello, la biomasa residual que genera la produccion

bananera carece de un manejo o uso integral apropiado y consolidado (Blanco, 2008).

Cuadro 3. Principales alternativas para el aprovechamiento del residuo agricola del cultivo de

banano.

Aprovechamiento del residuo agricola

Harina de raquis.
Papel.
Fibra de refuerzo en resina poliéster.
Fibra de refuerzo en fenol formaldehido.
Fibras, papel y filmes.
Obtencion de alcohol carburante.
Produccion de carbén activado a partir de raquis.

Produccion de metabolitos secundarios por
fermentacidn con el hongo Lentinus crinitus.
Whiskers de celulosa para refuerzo de
nanocompuestos.
Nanocompuestos reforzados con microfibrillas
de celulosa.

Sustrato para la obtencion de enzimas celulasas.

Fuente: Carchi, (2014).
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3. Marco Metodoldgico

3.1. Preparacion del sustrato de residuos agricolas: se recolectaron 5 kg de pseudotallo, 5
kg de hojas y 5 kg de raquis de cultivo de banano (Musa AAA) del Jardin de Musaceas de CORBANA.
El material se lavo con agua potable, se fragmentd en trozos de aproximadamente 5 cm, se secé a 70
°C hasta obtener un peso constante y se triturd en trozos de aproximadamente 1 mm. Seguidamente,
se preparO el sustrato de los residuos agricolas (RA), segun Oliveira et al. (2007) (proporcion
pseudotallo, hojas y raquis: 1.5:1.5:1), para ser utilizado como unica fuente de carbono en los medios
de cultivo de los ensayos de biodegradacion (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al., 2016, Jiménez
etal., 2014) (Anexo 1).

3.2. Recolecta de las muestras: las muestras de suelo se recolectaron en tres fincas bananeras
localizadas en el Caribe de Costa Rica: Finca La Rebusca del Grupo Acén (FR) Finca Balatana del
Grupo Suréd Green (FB) y Finca San Pablo de la Compafiia Internacional de Banano S.A (FSP) (Figura
9), las cuales se caracterizan por presentar el sistema de siembra en hexagono, en el cual la materia
organica residual (pseudotallo, hojas y raquis) se coloca en el centro del mismo. Cada una de las fincas
correspondio a un tratamiento. En cada tratamiento se seleccionaron tres hexagonos representativos
de la plantacion y de éstos se recolectaron, asépticamente utilizando bolsas estériles, cinco
submuestras de 10 g del suelo adyacente al material orgéanico residual colonizado del centro del
hexagono. Las submuestras de cada hexagono se homogeneizaron para obtener una muestra
compuesta de cada tratamiento, a partir de la cual se realizé el aislamiento de microorganismos con
potencial para la biodegradacion de los residuos agricolas. Las muestras se transportaron en frio (<4
°C) al Laboratorio de Control Bioldgico de la Direccién de Investigaciones de CORBANA, La Rita,
Pococi, Costa Rica y se procesaron en menos de 12 h (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al.,
2016, Jiménez et al., 2014) (Anexo 2).
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Figura 8. Sitios de muestreo, a) Finca La Rebusca del Grupo Acén, b) Finca Balatana del

Grupo Sura Green y c) Finca San Pablo de la Compafiia Internacional de Banano S.A.

19



3.3. Enriquecimiento: diez gramos de cada una de las muestras de suelo se suspendieron en
90 mL de solucién salina (0.9 % p/v NaCl) y se agitaron por 20 min a 250 rpm. Seguidamente, se
inoculo de la solucion de suspension, por triplicado, 300 uL en un matraz de 125 mL con 30 mL de
medio de cultivo de enriquecimiento Bushnell Haas (BH) (Cuadro 4) (Jiménez et al., 2016; Jiménez
etal., 2013; de Lima Brossi et al., 2016; Lo et al., 2009). El medio de cultivo se suplement6 con 1 %
de RA y, ademas, se le afiadié a cada matraz 30 pL de solucién vitaminica (Cuadro 5). Los cultivos
de enriquecimiento se incubaron a aproximadamente 28 °C durante 7 dias a 150 rpm. Como control
negativo se utilizd medio de cultivo sin inocular (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al., 2016,
Jiménez et al., 2014).

Cuadro 4. Composicion del medio de cultivo Bushnell Haas (Lo et al., 2009).

Componente g/L
Sulfato de magnesio hepta-hidratado (MgSOs-7H20) 0.2
Cloruro de calcio (CaCly) 0.02
Fosfato monopotasico (KH2POa4) 1
Fosfato dipotasico (KaHPO4) 1
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1
Cloruro de hierro hexa-hidratado (FeClz-6H20). 0.05
Fuente de carbono (1 %) 10

pH final a25°C 7.0 £ 0.2.

Cuadro 5. Composicion de la solucién vitaminica (Fuente: Laboratorio de Control Biologico
de CORBANA).

Componente mg/100 mL
Biotina (vitamina B7, B8 o H) 10 mg
Pyridoxol-HCL (vitamina B6) 20 mg

Disolver a 100 °C

Posterior al periodo de incubacidn, se reinocularon 30 pL de cada cultivo en medio BH fresco
(suplementado con 1 % R.A y 30 pL de solucién vitaminica) y se incubaron bajo las mismas

condiciones, este procedimiento se repitid una vez mas, para un total de tres periodos de incubacion.
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Al final de cada periodo de incubacion se recolectd de cada uno de los tratamientos 1 mL para
determinar la actividad hidrolitica, 1 mL para realizar una Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en ingles) y 1 mL fue criopreservado con 20 % de glicerol a
-80 °C (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al., 2016, Jiménez et al., 2014).

3.4. Determinacion de la tasa de biodegradacién: los cultivos de enriquecimiento se
utilizaron para determinar las tasas de biodegradacion respecto a la pérdida de peso y a la relacion de
la concentracion de carbono y nitrégeno de los residuos agricolas utilizados como fuente de carbono
en el medio BH, mediada por los consorcios de los microorganismos desarrollados. El contenido total
de los cultivos de cada tratamiento, luego de cada periodo de incubacidn, se filtr6 a través de papel
Fisherbrand P8. EIl material retenido en el papel filtro se lavd tres veces con agua destilada estéril, se
secd a 70 °C hasta obtener un peso constante y se registro el peso final. Antes y después del
enriquecimiento, se recolectd de cada tratamiento aproximadamente 500 mg de los residuos agricolas
triturados y secos para determinar la concentracion de carbono y nitrégeno (Anexo 3). La
determinacion de la concentracion de estos elementos se realizé con un analizador de carbono, segun
los protocolos del Laboratorio de Quimica de la Direccion de Investigaciones de CORBANA (Anexo
3), y la relacion carbono/nitrégeno (C/N) se obtuvo a partir del célculo de la proporcion de la
concentracion del carbono entre la del nitrégeno.

La tasa de biodegradacion fue definida como la proporcion de peso y la relaciéon de las
concentraciones de carbono/nitrégeno final, comparada con el valor inicial de cada variable, segln la
férmula (Jiménez et al. 2016 y de Lima Brossi et al. 2016):

Tasa de biodegradacion (%) = [(a-b)/c] x 100, donde a = valor del tratamiento control negativo,
b = valor final del ensayo y ¢ = valor inicial del ensayo.

3.5. Determinacion de la actividad hidrolitica: a partir de la alicuota de 1 mL almacenada
en cada incubacion para determinar la actividad hidrolitica, se realizaron diluciones seriadas hasta 10
5en solucion salina 0.9 %. De las diluciones 10, 102 y 107, se inocularon por esparcido 100 pL en
medio BH suplementado, por separado, con 0.5 % de carboximetilcelulosa y con 0.5 % de lignina -
guaiacol 0,2 % (v/v). Las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias (Paillie, 2012; Gaitan & Pérez,
2007). Luego del periodo de incubacion, cada aislamiento se purifico y se corroboro la capacidad de
estos para degradar los respectivos polimeros.

La caracterizacion de las actividades hidroliticas se realizd de acuerdo con Paillie (2012).
Como control positivo de la actividad celulolitica se utilizé Chitinophaga spp. aislada del Jardin de

Musaceas de CORBANA, y para la actividad lignolitica se utilizé Pleorotus ostreatus facilitado por
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el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional (Figura 9). El diametro de los halos de
degradacion, areas claras alrededor de la colonia, se registr6 en mm y se evidenciaron luego del
periodo de incubacién segun cada polimero.

Los halos de hidrolisis de la actividad celulolitica se revelé al agregar a la placa de cultivo 3
mL de Rojo Congo al 0.1 % por 15 min, se descarto6 el exceso y seguidamente se agregé 3 mL NaCl
0.1 M por 15 min y se descartd el exceso. Posteriormente, las placas se refrigeraron a 4 °C durante 24
h para luego registrar el didmetro de los halos (Figura 9a). Para la actividad ligninolitica, el medio de
cultivo se prepar6 con el indicador guaiacol 0.2 % (v/v), el cual se oxida por accion de las enzimas
ligninoliticas dando una coloracion oscura diferente al color &mbar del medio de cultivo (Figura 9b)
(Batista-Garcia et al., 2017).

Los aislamientos que presentaron actividad hidrolitica con halos de hidrdlisis alrededor de la
colonia superior a 2 mm, segun de Lima Brossi et al. (2016), fueron re-aislados en Agar Nutritivo
(AN) con propiconazol (ingrediente activo funguicida) y Papa Dextrosa Agar (PDA) con Agri-
Mycin® (bactericida), para verificar el tipo de microorganismo aislado (hongo o bacteria). Las placas
de AN se incubaron por 48 h a 30 °C y las de PDA por 48 h a 26 °C. Los aislamientos se

criopreservaron con 20 % de glicerol a -80 °C y ADE a temperatura ambiente.

10 mm ¥ 10 mm

Figura 9. Controles positivos utilizados en el presente estudio. a) Control positivo de actividad

celulolitica: Chitinophaga spp. b) Control positivo de actividad lignolitica: Pleorotus ostreatus.

22



3.6. Analisis molecular: tanto el analisis DGGE como la identificacion molecular de los
microorganismos aislados con actividad celulolitica y lignolitica, se realizaron de acuerdo con los
protocolos confidenciales del Laboratorio de Biologia Molecular de la Direccion de Investigaciones
de CORBANA, por esta razon la metodologia de este apartado es descriptiva y no revela ninguna
informacion en particular, no obstante, los métodos son en principio los cominmente usados en
Biologia Molecular.

La linea del andlisis molecular fue la siguiente: 1) extraccion del ADN total del consorcio
microbiano de la alicuota de 1 mL colectada de cada matraz posterior a cada incubacion y de cada
uno de los aislamientos obtenidos con actividad celulolitica y lignolitica, mediante protocolos
optimizados para microorganismos de rizosfera de plantaciones bananeras. 2) PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés), 3) Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés) de los productos PCR obtenidos, 4) PCR especifica
para obtener secuencias genéticas por el método Sanger ddNTPs. 5) andlisis bioinformatico.

A partir de la alicuota de 1 mL tomada de cada matraz posterior a cada incubacién, se realizo
la extraccion del ADN total del consorcio microbiano de cada muestra. Seguidamente, se realiz6 una
PCR dirigida a la amplificacion del gen 16S rARN de bacterias y 18S rARN de hongos, y los
productos de esta se utilizaron para el analisis DGGE. En cuanto a la extraccién del ADN de los
aislamientos con actividad celulolitica y lignolitica obtenidos, este se realiz6 a partir de placas con
medio de cultivo AN o PDA, posterior a 24h de inoculadas, segun preferencia de cada cepa.

Se afiadi6 una alicuota determinada del buffer de extraccion a la muestra de 1 mL del consorcio
microbiano y se coloco6 un balin dentro del tubo. En el caso de las placas inoculadas, se impregno la
superficie del crecimiento, se barri6 del agar con una espéatula para recuperar el buffer con la muestra
de interés y se coloco en el macerador mecanico con balines El buffer de extraccion se compone de
detergentes que facilitan la lisis celular e inactivadores de nucleasas, ademas se caracteriza por
presentar una alta viscosidad, por ello se debe trabajar caliente para facilitar su manipulacion.

Posteriormente, se recuperd un volumen determinado del macerado y se coloco en un tubo de
1.5 mL, se realizd una pequefia incubacion a altas temperaturas y se centrifugd. Seguidamente, se
procedio en la cdmara de extraccion, a tomar el sobrenadante y colocarlo en un nuevo tubo al cual se
le agregd agentes reductores y enzimas. Los anteriores favorecen la extraccion al actuar como
desnaturalizantes e inhibir la actividad de nucleasas. Las enzimas se mezclaron con el sobrenadante

en un vortex, para una posterior incubacion a altas temperaturas.
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Después de incubar, se agregd un compuesto orgdnico que favorece la division de fases
(acuosa y organica), de esta manera se separa el ADN de interés del resto del material celular. Las
muestras se debieron mezclar con este compuesto organico e incubarse a bajas temperaturas. Luego
se centrifugd y recuper6 el sobrenadante, al cual se le afadidé dos reactivos que favorecen la
precipitacion del ADN, y se incubd a bajas temperaturas. Seguidamente, se centrifugaron las muestras
y a cada una se le decant6 el sobrenadante, después de ello se observo el boton que corresponde al
ADN, al cual se le afiadio alcohol para lavarlo y se mezcld6 manualmente invirtiendo el tubo.
Finalmente, se centrifugé y el sobrenadante se decantd, secando los tubos por inversion sobre una
toalla de papel.

Una vez que el boton se seco, se evaluo la cantidad y calidad del ADN, para ello se diluy6 con
agua desionizada estéril de acuerdo al tamafio del botén. Cuando se obtuvo la dilucion apropiada, se
procedio a realizar la cuantificacion y el analisis de pureza en el espectrofotometro marca NanoDrop®
2000c (Thermo Scientific), segun los parametros de manufactura.

Cuando se corrobord la cantidad y calidad del ADN extraido, se procedio a realizar el analisis
DGGE en el caso del ADN extraido a partir de la alicuota de 1 mL de cada matraz posterior a cada
incubacion, y en el caso de las muestras de ADN extraido de los asilamientos con actividad celulitica
y lignolitica, se procedidé con la técnica PCR punto final en un termociclador marca Applied
Biosystems® Gen Amp® empleando los cebadores 8/1492 en el caso de bacterias e 1TS1/4 para
hongos, para el gen 16S rARN y 18S rARN, respectivamente. Los productos PCR resultantes se
enviaron a Macrogen Inc (Corea de Sur) para proceder con la secuenciaciéon Sanger.

El analisis DGGE se realiz6 para conocer diversidad bacteriana y fangica de las comunidades
presentes en las muestras. EI DGGE consiste en separar fragmentos de ADN con el mismo tamafio,
pero con distinta composicion nucleotidica, esta separacion se debe al movimiento electroforético de
los fragmentos a través del gradiente desnaturalizante del gel de poliacrilamida. Los fragmentos de
ADN corresponden a productos de PCR de la amplificacion del gen 16S rARN de bacterias (cebadores
357/518) y 18S rARN de hongos (cebadores ITS1/4 y ITS1/2).

Inicialmente se prepararon las soluciones para elaborar el gel, las cuales varian en la cantidad
del agente desnaturalizante y deben ser agitadas constantemente durante su preparacion. Paralelo a
ello, se limpiaron meticulosamente los vidrios en donde se colocaron las soluciones para elaborar el
gel, los mismos deben estar separados con espaciadores de aproximadamente 3 mm de ancho,
colocados sobre una capa de grasa para que el vidrio quede debidamente adherido al separador y se

evite la fuga de la mezcla. Posteriormente, se procedid a vertir el gel y una vez que este haya
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polimerizado se vertio el gel sin gradiente que amortigua el ingreso de la muestra, luego se inserto el
peine, y hasta que el gel polimeriz6 se sumergio dentro de la cdmara llena del buffer correspondiente
(Pérez, 2000).

Seguidamente se colocaron las muestras, las cuales se debieron desnaturalizar previamente en
un termociclador, y por ultimo se procedié a programar el voltaje determinado en la fuente de poder
y se mantuvo encendida durante 24 h. Después de este periodo de tiempo, el gel se tifio mediante una
solucion del buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) mas Gel Red, la cual se colocé sobre el gel y se debid
dejar en reposo y oscuridad por un periodo corto de tiempo, luego de la tincién se procedié a
fotografiar el gel.

Las fotografias del DGGE brindan perfiles o patrones de bandas que fueron analizados
mediante el software UVI-1D de UVI-TEC. Se consider6 a cada banda como una especie diferente,
para posteriormente calcular el indices de diversidad de especies de bacterias y hongos de Shannon
con el programa R v3.4.1 (Cedefio, 2005).

Las secuencias en dos direcciones obtenidas tras la secuenciacion Sanger, se editaron
manualmente con el programa Geneious (version 8.0; Biomatters Inc) y se obtuvieron secuencias
consenso para proceder con el alineamiento multiple con el programa on line MAFFT a través del
método iterativo de refinamiento FFT-NS-i x 1000. Para el alineamiento maultiple, se incluyeron
secuencias obtenidas del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, consultado en agosto del
2018), correspondientes al gen 16S de géneros bacterianos. Mediante el programa Gblocks Server
v0.91b se eliminaron las regiones mas divergentes, no obstante se us6 el método menos astringente
posible, de forma tal que se conservo el 86% de las secuencias originales, lo que correspondié a 1245
pb de 1499 pb.

El programa jModelTest v2.1.10 se utilizé para determinar el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica, bajo el criterio de informacion de Akaike con 96% de confianza (AIC, por sus siglas en
inglés), el programa arrojo los cinco mejores modelos: TIN+I+G, TIM2+1+G, TIM1+I+G, TIM3+I+G
y GTR+I+G, sin embargo se aplicé el modelo de sustitucion GTR+I+G, el cual es homologo a
TrN+1+G en la ejecucion de inferencia bayesiana. La elaboracion de los arboles filogenéticos se baso
en un analisis bayesiano mediante el programa MrBayes v.3.2.6 (Antony et al., 2010), con los
siguientes parametros: ngen= 1500000, samplefreqg= 100, nchains= 4, nst= 6, rates= invgamma y el
algoritmo de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) a través del programa raxmIGUI.3
v.7.4.2 empleando 2000 permutaciones y un bootstrap rapido (Jones & Hallin, 2010). Los arboles

obtenidos se visualizaron y editaron con el programa FigTree v1.4 (Campos et al., 2013).
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3.7. Analisis estadisticos: la normalidad de cada variable se determiné mediante la prueba de
Shapiro Wilk. La significancia de la diferencia de cada variable respecto a los tratamientos y a los
periodos de incubacidn se determind mediante un Analisis de Varianza y la prueba de Tukey para las
variables con distribucion normal y la prueba de Kruscal Wallis para las variables con distribucion no
normal (de Lima Brossi et al., 2016, Jiménez et al., 2016, Jiménez et al., 2014). Para realizar los
analisis estadisticos y para graficar los resultados obtenidos se utilizo el lenguaje de programacion R
(R Core Team, 2018).
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4. Resultados

La tasa de biodegradacion promedio de los residuos agricolas del cultivo de banano, mediada
por los consorcios de los microorganismos aislados del suelo de cada uno de los tratamientos, varid
entre el 21.41 y 50.52 % segun la relacion C/N. Por su parte, la tasa de biodegradacion segun el peso
mantuvo valores promedio menores al 20 % y, de acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis, no hubo
diferencias significativas respecto a los tratamientos y a las incubaciones (Figura 10).
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Figura 10. Promedio + IC 95 % del porcentaje de tasa de degradacion segun la relacion C/N
y peso respecto a cada tratamiento e incubacion. FR= Finca la Rebusca, FB = Finca Balatana, FSP=

Finca San Pablo, 11= Incubacién N°1, 12= Incubacién N°2 e 13= Incubacion N°3.

El tratamiento que presentd mayor tasa de biodegradacion segun la relacion C/N fue la Finca
San Pablo durante el segundo periodo de incubacion. De acuerdo con el Analisis de Varianza y la
prueba de Tukey, la tasa de biodegradacion segun la relacion C/N de cada tratamiento no presento
diferencias significativas respecto a los periodos de incubacion. La Finca San Pablo present6 valores
de biodegradacion segun la relacion C/N significativamente mayor (48.78 + 2.94 %) que la Finca La

Rebusca (25.84 + 6.62 %). La tasa de aumento de la concentracion de carbono fue estable respecto al
27



control, sin embargo, la de nitrdgeno aumento al transcurrir las incubaciones en cada uno de los
tratamientos (Figura 11).
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Figura 11. Tasa de aumento de la concentracion de carbono y nitrogeno segun cada tratamiento
después de cada periodo de incubacién. FR= Finca la Rebusca, FB = Finca Balatana, FSP= Finca San
Pablo, 11= Incubacion N°1, 12= Incubacion N°2, 13= Incubacion N°3, CI1= Control de la 11, ClI2=
Control de la 12 y CI3= Control de la 13.

En cuanto al indice de diversidad de Shannon para bacterias y hongos, determinado a través
del andlisis del DGGE (Anexo 4 y 5), no indico diferencias significativas respecto al tratamiento ni la
incubacion segun la prueba de Kruskal Wallis (Figura 12). Cualitativamente, los matraces que
contenian el ensayo con el inoculo del consorcio presentaron una tenue biopelicula blancuzca, ausente
en los matraces control (Anexo 6). Ademas, el volumen de los residuos agricolas disminuyé
sustancialmente y la coloracion era un verde mas oscuro en comparacion con el ensayo control, en el

cual los residuos eran de un tono verde mas claro y las fibras parecian mas conservadas (Anexo 7).
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San Pablo, 11= Incubacion N°1, 12= Incubacién N°2 e 13= Incubacién N°3.

De los consorcios de microorganismos desarrollados en cada tratamiento, se aislaron 19 cepas
con actividad celulolitica. Dos cepas se aislaron de la Finca La Rebusca, 2 de la Finca Balatana y 15
de la Finca San Pablo. Las cepas aisladas presentaron halos de hidrolisis promedio entre 2.09 y 14.3
mm. La cepa que presentdé mayor capacidad de degradacién fue la FSP-12. No se aislaron cepas con
actividad lignolitica (Cuadro 6).

El posicionamiento filogenético mediante el analisis bayesiano y el de maxima verosimilitud
presentaron aproximaciones muy similares, por ello se realiz6 una integracion de ambos modelos. Las
cepas identificadas se ubicaron en clados correspondientes a 11 géneros diferentes. Los géneros con
mayor abundancia fueron Burkholderia spp. y Aeromonas spp., con cuatro cepas cada uno, seguido
por el género Flavobacterium spp. con dos cepas (Figura 13).

El género Burkholderia spp. se presentd en las tres fincas y el género Paenibacillus spp. se
presentd solo en la Finca Balatana, sin embargo la cepa del género Streptomyces spp., aislada
solamente de la Finca San Pablo, fue la que presento el mayor halo de degradacion (14.30 + 1.01 mm)
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Cepas identificadas molecularmente a través del gen 16S rARN para bacterias,

segun finca de procedencia (confiabilidad 95 %).

Cadigo Clase/Género FR FB FSP Promedio del Halo
de Hidrolisis (mm)
+SD
FR-01 Burkholderia spp. X 4,70 £0.88
FR-02 Burkholderia spp. X 2.96 + 0.64
FB-01 Paenibacillus spp. X 11.94 £6.09
FB-02 Burkholderia spp. X 455+ 1.48
FSP-01 Burkholderia spp. X 3.72+1.59
FSP-02 Aeromonas spp. X 2.71+£1.00
FSP-03 Gamaproteobacteria X 2.09 £ 0.67
FSP-04 Aeromonas spp. X 3.74£1.04
FSP-05 Aeromonas spp. X 4,87 £0.97
FSP-06 Ralstonia spp. X 8.89+1.41
FSP-07 Pseudomonas spp. X 9.45 +0.58
FSP-08 Cellvibrio spp. X 10.33+1.00
FSP-09 Bacillus spp. X 10.77 £ 1.07
FSP-10 Flavobacterium spp. X 8.69 £ 0.85
FSP-11 Gordonia spp. X 2.23+£0.43
FSP-12 Streptomyces spp. X 14.30+1.01
FSP-13 Flavobacterium spp. X 3.80 £0.58
FSP-14 Microbacterium spp. X 7.23+151
FSP-15 Bacillus spp.) X 13.94 + 0.92
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Figura 13. Aproximacion filogenética de los aislamiento obtenidos identificadas a través de
la integracion del analisis bayesiano (IB) y el de maxima verosimilitud (ML) del gen ADNr 16S
bacteriano. Los nimeros de soporte se indican sobre la linea de cada una de las ramas (IB/ML, siendo
1 =100 %), asi como los cddigos de accesion de las secuencias tomadas del NCBI. sppl= control
positivo de actividad celulolitica.
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5. Discusioén

La degradacion de la materia organica es un proceso integrado por la accion de consorcios
microbianos especializados en metabolizar biopolimeros complejos como los que componen la pared
celular vegetal (Lenoir et al., 2007). Los residuos agricolas son biomasa con alto potencial de
aprovechamiento para reincorporar materia organica, biofertilizar y agregar complejidad bioldgica al
agroecosistema (Kadir, Jamaludin & Azhari, 2016). La mineralizacién de elementos como el carbono
y el nitrogeno en los suelos, estimula la fertilizacion, las rutas metabolicas de fijacion de otros
elementos como el fésforo y el control de variables ambientales como temperatura, pH y humedad
(Jalio et al., 2018).

La biodegradacion de los residuos agricolas, utilizados como Unica fuente de carbono en los
ensayos, se refleja por la disminucion de la concentracion del carbono y el aumento de la
concentracion del nitrégeno, posterior a la incubacion. La relacion C/N se obtiene a partir de la
concentracion de carbono y nitrégeno, dos de los principales elementos de la materia organica y la
mineralizacion bioldgica (Chen et al., 2016). Una alta concentracion de carbono indica alto contenido
de materia organica, mientras que un alto contenido de nitrégeno indica la mineralizacion nitrogenada
y la produccion de biomoléculas (Jiang, Liu, Huang & Huang, 2015). Pese a que la concentracion de
carbono siempre fue mayor que la del nitrégeno en los tratamientos, la tasa de aumento de la
concentracion del nitrégeno fue mayor, lo cual indica la presencia de microorganismos con la
capacidad de degradar biomasa vegetal residual y obtener de esta forma la energia metabdlica para
producir biomoléculas (Jiang et al., 2015).

El proceso de reinoculacion realizado en cada periodo de incubacion, tenia por objetivo
especializar al consorcio microbiano en la biodegradacion de los residuos agricolas del cultivo de
banano (de Lima Brossi et al., 2016; Jiménez et al., 2016). Sin embargo, es importante considerar que
en este estudio la reinoculacion se realiz6 en matraces con medio de cultivo fresco y con residuos
agricolas sin previa digestion, por lo tanto, los consorcios microbianos desarrollados debieron
comenzar la biodegradacion de los residuos agricolas en cada una de las incubaciones y posiblemente
por ello la tasa de biodegradacion segun la relacion C/N no presento diferencias significativas durante
los periodos de incubacion, manteniendose estable en cada tratamiento.

En otros estudios como los realizados por de Lima Brossi et al. (2016) y Jiménez et al. (2016),
los residuos agricolas eran inoculados al inicio del ensayo, se volvian a inocular tras cada incubacion
y eran los mismos durante todo el tratamiento, presentando de esta forma una digestion previa al inicio
de cada periodo de incubacion. El suelo matriz de los microorganismos que utilizaron estos estudios
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provenia de bosques sin perturbacién antropogénica o demanda agricola, mientras que los consorcios
desarrollados y cepas aisladas en esta investigacion provenian de muestras de suelo dedicado al
cultivo de banano. de Lima Brossi et al. (2016), Haque, Khan & Ahamad (2018) y Jiménez et al.
(2016) concluyeron que el origen de los microorganismos es una caracteristica determinante en la
especializacion del consorcio para la biodegradacion de una fuente de carbono especifica y
recomiendan gque los microorganismos utilizados en estos experimentos deben estar aclimatados a las
condiciones agroecosistematicas y fisico-quimicas del suelo en cuestion.

La descomposicién de la materia organica es un proceso colaborativo de microorganismos
vinculados entre si a través de biopeliculas, esta se caracteriza por que algunos de sus miembros
secretan sustancias para sostener la matriz o biopelicula, mientras que otros se enfatizan en desintegrar
las fuentes de energia disponibles en el medio (Rinland, 2016). El término “biopelicula” alude a una
forma de vida de los microrganismos en la que pueden vivir y proliferar individualmente en el medio
u organizarse en comunidades multicelulares secretando una matriz asociada a superficies o interfaces
(Lasa, 2006). La biopelicula presente en los matraces correspondientes a los ensayos con el inoculo,
podria explicar la diferencia cualitativa en el volumen de los residuos agricolas obtenidos post-
incubacion, asi como la coloracion y descomposicion de las fibras vegetales.

La tasa de biodegradacion segin peso no fue un buen descriptor del proceso de
biodegradacion, esto posiblemente se debi6 a que la cantidad de residuos agricolas en cada ensayo
era muy pequefia. El aumento de la cantidad de gramos por ensayo y el acceso a instrumentacién con
mayor sensibilidad de deteccidn, asi como prolongar los periodos de incubacién y aumentar la alicuota
y concentracion celular del inoculo, podria favorecer la determinacion de algun cambio significativo
en cuanto a la tasa de biodegradacion segun peso de los residuos agricolas del cultivo de banano (de
Lima Brossi et al., 2016; Jiménez et al., 2016).

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) es una técnica de la biologia
molecular introducida en la ecologia microbiana por Muyzer (1993). En la actualidad, DGGE es una
herramienta Util para determinar la diversidad y riqueza microbiana de muestras ambientales, como
por ejemplo el indice de diversidad de Shannon. El indice de diversidad de Shannon para bacterias y
hongos determinado en este estudio no present6 ninguna relacion respecto al tratamiento u incubacion.
Lo cual podria deberse, segin Cedefio (2005), a que el DGGE es una técnica que detecta
microorganismos cultivables, no cultivables, activos e inactivos (endospora), es decir, genera
informacion valiosa sobre la diversidad de la comunidad microbiana sin distinguir grupos funcionales

0 géneros especificos asociados. No obstante, a partir de este andlisis se pueden identificar patrones
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de bandas que pueden ser posteriormente purificadas y secuenciadas a partir del gel, con lo cual se
puede generar informacion mas meticulosa sobre la comunidad microbiana en cuestion (de Lima
Brossi et al., 2016; Jiménez et al., 2016).

La Finca San Pablo fue el tratamiento que presentd mayores tasas de biodegradacion segin la
relacion C/N. De acuerdo con de Lima Brossi et al. (2016) y Jiménez et al. (2016), este resultado
indica que el consorcio microbiano desarrollado a partir de las muestras de suelo de la Finca San
Pablo tienen un alto potencial para la degradacion y produccion de metabolitos tomando como fuente
de carbono los residuos agricolas del cultivo de banano. La Finca San Pablo de la Compaiiia
Internacional de Banano S.A es la finca comercial de la Corporacion Bananera Nacional
(CORBANA), donde es posible implementar y corroborar las tecnologias desarrolladas por la
Direccion de Investigaciones de CORBANA en funcion del mejoramiento de las condiciones del
cultivo de banano (CORBANA, 2011). La implementacion de buenas préacticas agricolas, la siembra
en red hexagonal y el apilamiento de los residuos agricolas de practicas culturales normales como
deshoja o desburille, dentro del mismo, son algunas de las condiciones que favorecen la proliferacion
de microorganismos benéficos que promuevan una Optima degradacion de la materia organica, lo cual
se puede ver reflejado en la tasa de biodegradacién segun la relacion C/N y la cantidad de cepas
aisladas de esta finca (CORBANA, 2011; Araya et al., 2014).

La Finca La Rebusca fue una de las fincas pioneras en la implementacion de la siembra en red
hexagonal, sin embargo, en la actualidad la falta de restitucion y mantenimiento a desfavorecido dicho
sistema de siembra, y en su lugar, la finca suplementa el suelo con pinzote en trozos. Este manejo
podria explicar que esta finca fue la que presento la tasa de biodegradacion mas baja. Por su parte, la
Finca Balatana implementa la siembra en red hexagonal y coberturas para evitar la erosion del suelo.
No obstante, al igual que en la Finca La Rebusca, la tasa de biodegradacion y la cantidad de
aislamientos obtenidos de esta finca fueron menor respecto a la Finca San Pablo.

Investigaciones realizadas por el Departamento de Agrofisiologia de CORBANA, destacan la
importancia que tiene el manejo de los residuos de cosecha como fuente potencial de nutrientes y
materia organica necesarios en el cultivo, tales como nitrégeno y potasio. De acuerdo con Vargas,
Rodriguez, Gonzalez & Blanco (2012), el arreglo en forma de red hexagonal es un acomodo en donde
se aprovecha la disponibilidad de luz y espacio, sin perjudicar la densidad poblacional ni la
productividad. Ademas, el apilamiento de los residuos agricolas de cada hexagono en el interior del
mismo, podria favorecer la proliferacion de microorganismos benéficos, la biodisponibilidad de

nutrientes almacenados en la materia organica y mitigar la esporulacion del hongo causal de la
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Sigatoka negra (Pseudocercospora fijiensis). La implementacion, restitucion y mantenimiento del
sistema de siembra en hexagonos, el apilamiento de los residuos agricolas dentro del hexagono y el
uso de coberturas para evitar la erosion y favorecer la fijacion de nitrogeno, son entre otras, buenas
practicas agricolas que promueven el manejo de los residuos agricolas, la biofertilizaciéon y la
conservacion de los recursos naturales asociados al cultivo de banano (Vargas et al., 2012; FAO,
2015).

El aprovechamiento de los residuos agricolas como fuente de materia orgénica es una practica
agricola amigable con el ambiente que promueve la mineralizacion de nutrientes dentro de los
ecosistemas agricolas. La mineralizacion es un proceso determinante en la biodisponibilidad de
nutrientes tales como nitrégeno, potasio y fésforo, elementos indispensables para la nutricién mineral
del cultivo (Chen et al., 2016). La disposicion de los residuos agricolas como fuente de potasio y
fésforo es una forma indirecta de promover la biodisponibilidad de nitrégeno, y esta adicion de fosforo
a los agroecosistemas podria estimular rutas enzimaticas de microrganismos nitrificadores,
favoreciendo de esta forma procesos de biodegradacion y biofertilizacion (Chen et al., 2016; Vargas
etal., 2012).

La lignina es un biopolimero vegetal que se caracteriza por su complejidad estructural,
requiere de un proceso gradual y multienzimatico para biodegradarse y mantener la biodisponibilidad
de fuentes de carbono mas sencillas estructuralmente en la naturaleza (Chong et al., 2018). Segun se
ha descrito, los hongos son los principales descomponedores de la lignina, sin embargo de Lima
Brossi et al. (2016) y Chong et al. (2018) indican que géneros bacterianos como Comamonas,
Sanguibacter, Paenibacillus y Bacillus poseen esta capacidad. No obstante, en la presente
investigacion no se lograron obtener aislamientos con actividad lignolitica, posiblemente debido a la
rapida colonizacion y especializacion de los microorganismos con actividad celulolitica tras el método
de reinoculacion, puede ademas que por ello se haya obtenido mayor cantidad de cepas con capacidad
celulolitica que lignolitica (de Lima Brossi et al., 2016; Chong et al., 2018).

En cuanto a la biodegradacion de la celulosa, este es un proceso que es llevado a cabo por
complejos enzimaticos denominados celulosomas (CBD) asociados con otras enzimas que catalizan
la degradacion de la celulosa y son cominmente encontradas en bacterias (Venegas & Suarez, 2004).
Las 19 cepas asiladas con actividad celulolitica se identificaron en 11 géneros que tienen en comun
su presencia en la rizosfera, su rol en los procesos de biodegradacion de la materia organica y en el

ciclaje de nutrientes en los agroecosistemas, y su potencial para biodegradar biomasa residual de
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origen agropecuario (Akhtar, Akhtar & Ghauri, 2017; de Lima Brossi et al., 2016; Jiménez et al.,
2016; Rossmann et al. 2012; Zhao & Kuipers, 2016).

De acuerdo con Rossmann et al. (2012), existe un grupo funcional de bacterias denominado
“promotoras del crecimiento de plantas” o PGP (por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting) en
ecosistemas y agroecosistemas. En este ultimo, brinda una serie de beneficios para el cultivo tales
como: fijacion de nitrégeno, solubilizacidn de fosforo, produccion de fitohormonas, proteccion contra
patdgenos, entre otras particularidades de acuerdo al género de la bacteria. Segin, Rossmann et al.
(2012), en el cultivo del banano, el género Flavobacterium al cual se asocian las cepas FSP-10 y FSP-
13 (Figura 13), puede proveer de proteccion contra la enfermedad “Marchitez por Fusarium” y reducir
la esporulacién del hongo Pseudocercospora fijiensis, agente causal de la Sigatoka negra.

Las cepas FSP-02, FSP-03, FSP-04 y FSP-05 se agruparon en el clado del género Aeromonas
(Figura 13), el cual se caracteriza por ser bacterias Gram-negativas, rigidas, sin esporas y anaerobias
facultativas, asociadas con procesos fermentativos y de reduccion de nitratos, ademas, algunas
especies tienen la capacidad de degradar quitina (Martin-Carnahan & Joseph, 2005). de Lima Brossi
etal. (2016) y Jiménez et al. (2016) han descrito los géneros Aeromonas y Flavobacterium en matrices
de sistemas de biodegradacion analogos a los de este estudio, utilizando residuos agricolas de cultivos
de trigo y maiz. Ellos identifican a estos dos géneros en las primeras etapas de la biodegradacion de
la biomasa residual y les caracterizan como estrategas r de rapida colonizacién, desplazando a los
microorganismos del orden Actinomycetales, los cuales realizan la digestion primaria de la biomasa
vegetal residual.

Del orden Actinomycetales se aislaron cepas de los géneros Gordonia, Streptomyces y
Microbacterium, las cuales corresponden a FSP-11, FSP-12 y FSP-14 respectivamente (Figura 13).
de Lima Brossi et al. (2016) y Jiménez et al. (2016) han descrito a Gordonia y Streptomyces en las
etapas correspondientes a la digestién primaria de los residuos agricolas. Gordonia es un género de
bacterias Gram-positivas, aerdbicas y nocardioférmicas, es decir, forman un micelio basal
fragmentado dando formas de cocos y bacilos, esta disposicion espacial es caracteristica de cepas con
capacidad de degradar ceras, polimeros de carbono e hidrocarburos (Arenskotter, Broker &
Steinbtichel, 2004). De acuerdo Arenskatter, Broker & Steinbiichel (2004), Akhtar, Akhtar & Ghauri
(2017) y Hong et al. (2011), Gordonia es considerado un género de bacterias PGP y se caracteriza
por su capacidad de degradar xenobioticos, contaminantes ambientales, metales pesados y polimeros
complejos. En la actualidad son empleadas como agentes bioacumuladores a traveés de la

rizorremedacion para recuperar areas degradadas ambientalmente.
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Por su parte Streptomyces es un género de bacterias filamentosas Gram-positivas, su
crecimiento se caracteriza por formar una especie de micelio del cual emergen filamentos con esporas
(Chater, 2016). Este genero produce mas del 80% de los antibidticos que se conocen en la actualidad
y es de fundamental importancia en la sucesion bioldgica por ser responsable de la degradacién
preliminar de la materia orgénica y de biopolimeros complejos como la quitina, la lignina y la
celulosa, asi como contaminantes ambientales como organoclorados, carbamatos y triazinonas
(Chater, 2016; Spasic, Mandic, Djokic & Nikodinovic-Runic, 2018). La biocatalisis de celulasa,
peroxidasas, xilanasas, lipasas, lacasas, tirosinasas, entre otras enzimas, son algunas de las que
produce este género, las cuales sobresalen por su termo estabilidad, acido resistencia, alcalino
estabilidad y estabilidad ante detergentes (Spasic et al., 2018).

El género de actinobacterias Microbacterium también es asociado con la digestion primaria de
la materia organica (de Lima Brossi et al., 2016; Jiménez et al., 2016) y corresponde a bacterias Gram-
positivas, aerobias y endofitas (Evtushenko & Takeuchi, 2006). Segun Evtushenko & Takeuchi
(2006), algunas especies como M. trichothecenolyticum tienen la capacidad de degradar micotoxinas,
destacando por su potencial para el control bioldgico de hongos patégenos en distintos cultivos.

Los géneros Streptomyces, Pseudomonas, Paenibacillus y Bacillus, son bacterias ampliamente
estudiadas y destacadas por su alto potencial como agentes de control biolégico y manejo integrado
de diferentes cultivos como el banano (Rossmann et al., 2012). Generan metabolitos y enzimas que
inciden en la degradacion de la materia organica y polimeros complejos, son bacterias PGP, presentan
asociaciones colaborativas con plantas y secretan antibiéticos y sustancias con actividad funguicida
(Gnanamanickam, 2006). El género Pseudomonas, del cual solo se aisl6 la cepa FSP-07 en la Finca
San Pablo (Figura 13), corresponde a bacterias Gram-negativas, aerobias, generalmente presentan
forma de baston, no forman esporas y estan emparentadas filogenéticamente con el género
Flavobacterium, al formar parte de la misma familia Sphingobacteriaceae (Gnanamanickam, 2006).
Especies como Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida tienen la capacidad de actuar como
agentes biocontroladores ante nematodos mediante la antibiosis, la induccion de resistencia en el
huesped y la produccién de sideroforos (agentes quelantes), y lipodepsipéptidos que inhiben la
infeccion que causan en distintos cultivos a nivel radicular (Hague, Khan & Ahamad, 2018).

La produccién de autotoxinas en plantas y su efecto en las comunidades microbianas de la
rizosfera, es un fendmeno que recientemente se comienza a estudiar y que tiene un impacto directo
sobre el efecto de dichas toxinas en los monocultivos, los cuales se caracterizan por mantener una

constante demanda del uso del suelo y sus nutrimentos (Zhou & Wu, 2018). Estos autores indican que
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los generos Pseudomonas y Bacillus destacan de las comunidades microbianas de la rizésfera por su
susceptibilidad ante autotoxinas de origen vegetal. De acuerdo con su investigacion, estas bacterias
en colaboracion con el resto del consorcio microbiano y las condiciones fisico-quimicas de la
rizésfera, funcionan como un agente buferizante que retiene el impacto de estas sustancias en los
agroecosistemas.

Los géneros Bacillus y Paenibacillus, el primero identificado en la Finca San Pablo con las
cepas FSP 09 y FSP-15, y el segundo en la Finca Balatana con la cepa FB-01 (Figura 13), son bacterias
Gram-positivas, aerobias, formadoras de endosporas, con forma de bastones en el caso de Bacillus y
con formas variables y complejas, analogas a diamantes, en Paenibacillus (Deng et al., 2012, Yousten,
2008). Son generos ampliamente estudiados por su capacidad de secretar gran variedad de enzimas,
tales como proteasas, amilasas, Xilanasas, celulasas, lipasas, metabolitos biocontroladores; con
aplicabilidad en sectores como la medicina, la agricultura y la industria (Zhao & Kuipers, 2016).
Varias de las especies pertenecientes a estos géneros, como por ejemplo B. subtilis y P.polymyxa, son
clasificadas como bacterias PGP (Finch, Caruso & Engl, 2018; Haque, Khan & Ahamad, 2018; Zhou
& Wu, 2018; Rossmann et al., 2012).

El género Burkholderia, el Unico aislado en las tres fincas con las cepas FR-01, FR-02, FB-02
y FSP-01 (Figura 13), al igual que Bacillus y Paenibacillus, proveen de resistencia a la rizosfera ante
la presencia de autotoxinas secretadas por plantas (Zhou & Wu, 2018). Son bacterias Gram-negativas,
aerobias y con forma de bacilo, caracterizadas por su amplia aplicabilidad en la agricultura,
clasificadas como bacterias PGP y se les ha identificado en cultivos de arroz, maiz, café, banano, cafia
de azUcar, pifia, sorgo y pastos, actuando como supresores de patdgenos (Bolivar-Anillo, Contreras-
Zentella & Teherén-Sierra, 2016; Gnanamanickam, 2006; Rossmann et al., 2012).

Los géneros Cellvibrio y Ralstonia sélo fueron identificados en la Finca San Pablo con las
cepas FSP-02 y FSP-06 respectivamente (Figura 13), al igual que Aeromonas, Flavobacterium,
Gordonia, Streptomyces, Microbacterium y Pseudomonas. ElI género Cellvibrio corresponde a
bacterias Gram-negativas, aerobias y con forma de bastones (Mergaert et al., 2003). Cellvibrio esta
emparentado filogenéticamente con el género Pseudomonas, caracterizandose por presentar
especimenes enddéfitos involucrados con la sacarificacién de xiloglucano, lo cual evita que la planta
tenga quemaduras solares e incide en el desarrollo, el metabolismo y la regulacién de la actividad
inmune de las plantas (Li et al., 2017). Segun Mergaert et al. (2003), Gao et al. (2016) y Wu & He
(2015), especies como C. japonicus y C. mixtus, destacan por su capacidad de degradar polimeros de

carbono complejos como la celulosa, dextrano, xilano, quitina y almidén, con potencial para usarse
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como tratamiento bioldgico para aprovechar los residuos agricolas de distintos cultivos y actividades
pecuarias.

Ralstonia corresponde a un género de bacterias Gram-negativas, aerobias, caracterizadas por
ser patogenas de humanos, animales y plantas, por ejemplo en el cultivo del tomate es responsable de
la enfermedad denominada “Marchitez de Ralstonia” (Ryan & Adley, 2014; Yang et al., 2018) y en
el de banano es causante de la enfermedad conocida con el nombre de “Moko” (Martinez y Guzman,
2011). Sin embargo, en el estudio realizado por Moreira et al. (2019), indican que la especie R.
eutropha 1C2, asilada de suelo contaminado con metales pesados, tiene la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas y la bioacumulacién de zinc en cultivos de maiz, por lo tanto, en dicha
investigacion la clasifican como una bacteria PGP.

El aprovechamiento o tratamiento de los residuos agricolas es una practica agronémica que
recientemente se comienza a implementar como una medida de manejo de la biomasa residual. Sun
et al. (2017) destacan que la aplicacion de la materia organica es también una medida para promover
la conservacion y fertilidad de los suelos, aumenta la diversidad microbiana y la actividad de enzimas
extracelulares, mejora la capacidad de retencion, porosidad e infiltracién del agua del suelo, y tiene
efectos positivos en la agregacion del mismo. La implementacion del aprovechamiento de los residuos
agricolas en los agroecosistemas mitiga y adapta los suelos agricolas ante el cambio climético. La
aplicacién de la biomasa residual provee al suelo de caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas que
funcionan como amortiguamiento ante las variabilidades climaticas que tiene implicito este fenémeno
(Sunetal., 2017).

Las investigaciones sobre la linea del control biolégico y el manejo de los recursos naturales
en los agroecosistemas, destacan la biodegradacion asistida por microorganismos como una
alternativa biotecnologica para el manejo de los residuos agricolas, la reincorporacion de nutrientes y
materia organica al agroecosistema, y la reduccion del alto costo del uso de fertilizantes dentro de la
produccién comercial. La biofertilizacidn de los cultivos es una practica sana que procura conservar
o mitigar el impacto ambiental de la produccion agricola y ademas es una fuente de nutrientes que
puede suplementar los requerimientos convenciones de fertilizantes quimicos, reflejandose en una

reduccion del insumo econdémico correspondiente a agroquimicos.
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6. Conclusiones

Los consorcios de los microorganismos aislados del suelo de plantaciones bananeras
alcanzaron tasas de biodegradacion promedio de los residuos agricolas entre el 21.41 y 50.52
%, siendo la relacion C/N la variable que mejor describi0 este proceso.

Con la metodologia desarrollada fue posible aislar microorganismos con capacidad de
degradar celulosa, con potencial para asistir en la biodegradacién de los residuos agricolas del
cultivo de banano.

Las bacterias celuloliticas identificadas se clasificaron en 11 géneros, los que presentaron
mayor abundancia fueron Burkholderia spp., Aeromonas spp., y Flavobacterium spp. Estas
bacterias han sido reportadas como PGP, las cuales se caracterizan por ubicarse en la rizosfera
del suelo, promover el crecimiento y la vigorosidad de las plantas, proteger ante patdgenos,
secretar metabolitos benéficos y funcionar como agentes buferizantes ante cambios biol6gicos
y fisico-quimicos del suelo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Finca San Pablo, la implementacién de buenas
practicas agricolas y el sistema de siembra hexagonal repercute positivamente en la tasa de
biodegradacion de los residuos agricolas a través de la proliferacién de microorganismos
benéficos.

La biodegradacion asistida por microorganismos es una alternativa biotecnologica para el
manejo de los residuos agricolas, la reincorporacion de nutrientes y materia organica al
agroecosistema y la reduccion del consumo de fertilizantes quimicos dentro de la produccion

comercial.
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7. Recomendaciones

Para especializar al consorcio microbiano en la biodegradacion de los residuos agricolas se
podria considerar aumentar los periodos de incubacion, monitorear las condiciones fisico-
quimicas y la concentracion celular del ensayo.

Reducir la concentracion de lignina en el medio de aislamiento y aumentar el periodo de
incubacién de las placas inoculadas, para aumentar la posibilidad de asilar microorganismos
con la capacidad de degradar este biopolimero.

Realizar un ensayo paralelo en donde se afiada algin bactericida a las matrices inoculadas,
para determinar el posible efecto de la rapida colonizacion de las bacterias sobre las
poblaciones de hongos.

Realizar pruebas a nivel colectivo e individual de los aislamientos obtenidos, para determinar
su potencial en la biodegradacion de los residuos agricolas del cultivo de banano en
condiciones controladas y en campos experimentales.

Los microorganismos que se utilicen para la biodegradacion de los residuos agricolas deben
ser originarios del mismo nicho ecoldgico del que provenga la fuente de carbono.
Implementar buenas practicas agricolas y el sistema de siembra hexagonal para la
proliferacion de microorganismos benéficos que favorezcan la tasa de biodegradacion de los
residuos agricolas del cultivo de banano.

Promover la investigacion de biotecnologias que implementen buenas précticas agricolas en
funcion del mejoramiento de las condiciones de produccién del cultivo de banano, de la

reduccion del consumo de agroquimicos y el manejo de los recursos naturales.
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9. Anexos

2 GPS 3. L|mieza del 4. Desinfeccion de
hexagono : area de muestreo los instrumentos

= 5. Recoleccio
de las muestras

8. Conserva (< 4
compuesta °C)

6. Submuestra

Anexo 2. Esquema de la recolecta de muestras de suelo de plantaciones bananeras con el
sistema de siembra en hexagonos.
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Anexo 3. Esquema del proceso de enriquecimiento, incubacion y colecta de los residuos

agricolas filtrados post-incubacién.
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Anexo 4. Andlisis de diversidad de bacterias mediante el método DGGE.
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Anexo 5. Andlisis de diversidad de hongos mediante el método DGGE.

57



Anexo 6. Matraces posteriores a la incubacidon, ensayo con inoculo (izquierda) y ensayo control
(derecha).

B g

Anexo 7. Residuos agricoias posteriores al filtrado y secado, ensayo con inoculo (derecha) y ensayo
control (izquierda).
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