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RESUMEN

Con el objetivo de caracterizar microorganismos benéficos presentes en la filésfera
de tres especies vegetales, Café (Coffea arabica), Banano (Mussa paradisiaca) y Limén
(Citrus limon), procedentes de tres regiones del Ecuador (Costa, Sierra y Amazonia), se
recolectaron muestras de cada una de las especies en las provincias de El Oro, Azuay
y Morona Santiago, para obtener un cultivo madre, el mismo que tras haber sido
activado se identifico los microrganismos benéficos con potencial agricola, econémico y
ambiental y se determinaron sus unidades formadoras de colonias (UFC.ml"). Se
identificaron microrganismos agrupados en seis géneros microbianos: Levaduras,
Bacillus, Lactobacillus, Actinomicetos, Pseudomonas y Enterobacterias. Las plantas de
café de las tres regiones presentaron una elevada poblacién de Levaduras con un
promedio de 1,0115978 log UFC.ml', mientras que en el banano el consorcio
microbiano predominante fue las bacterias acido lacticas con una poblacion promedio
de 1,9640 log UFC.ml"". A nivel de las tres regiones el limén presentd una elevada
poblacién de bacterias acido lacticas, particularmente de Lactobacillus Acidophilus, con
un promedio total de 0,66565387 log UFC.ml'. Se concluye que hay variacion de las
poblaciones de los consorcios microbianos de la filésfera dependiendo de las especies
vegetales y de las regiones, con mayor influencia de los factores fitoquimicos inherentes
al vegetal de donde son recolectados, frente a la Regién de donde proceden.

PALABRAS CLAVE: FILOSFERA, MICROORGANISMOS BENEFICOS, UNIDADES
FORMADORAS DE COLONIAS, REGION, COSTA, SIERRA, AMAZONIA.
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ABSTRACT

With the objective of characterize the benefic microorganism which are in the
phyllosphere of there vegetal specie, coffee (coffee Arabica), banana (mussa
paradisiaca) and Lemon V(Citrus limon), which come from three different regions of
Ecuador ( Coastal, H>highlands and Amazon region), it was collected samples from
each specie in Oro, Azuay and Morona Santiago provinces, to get a stock culture, which
when was activated, the microorganisms with Agricola, economic and environmental
potential were identified to determine the colony formers unit (CFUs). The coffee plants
in the three regions presented a high number of yeasts with an average of 1,0115978
log UFC.mlI", while in the banana plant the number of lactic acid bacteria was
predominant about 1,9640 log UFC.ml". Similar situation in the lemon was presented,
since the level in the three regions presented a high number lactic of acid bacteria
particularly the Lactobacillus Acidophilus, with an average of 0,66565387 log UFC.ml".
As conclusion there is a variation of the number of bacteria in the phyllosphere, it
depends of the vegetal specie and the regions with a grayter influence of the
phytochemical factors inherent to the vegetal where they are collected, in front o the

region where they come from.

KEY WORDS: PHYLLOSPHERE MICROORGANISMS, BENEFITS, COLONY
FORMERS UNIT, REGION, COASTAL, HIGHLANDS, AMAZON.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Entre los efectos del acelerado crecimiento poblacional tenemos la gran demanda de
alimentos, lo que ha generado el uso de un sistema de cultivo intensivo, afectando no
solo la fertilidad del suelo, sino también la calidad de los alimentos y la productividad,
debido al uso inadecuado de fertilizantes quimicos y pesticidas (Singh et al., 2017).

Los microorganismos estén distribuidos en diferentes habitats, siendo uno de estos
la filésfera, la cual representa el ambiente proporcionado por las partes aéreas de las
plantas (hojas, tallos, brotes, flores y frutos) (Whipps et al., 2008); las comunidades de
bacterias presentes en la filésfera pueden utilizarse eficazmente como biofertilizantes y
bioestimulantes (Wagi & Ahmed, 2017), por lo tanto es importante su estudio y

caracterizacion.

Para Whipss et al. (2017), existen numerosos factores que definen la riqueza de la
microbiota filosférica: como temperatura, humedad, disponibilidad de nutrientes y agua,
edad de las hojas, especie vegetal y fisiologia foliar, lo que nos da entender que
evidentemente la diversidad microbiana de la filésfera en un banano cultivado en la
Costa ecuatoriana no tendra la misma riqueza que la poblacion microbioldgica en las

hojas de un cultivo de papas proveniente de los Andes

Con la presente investigacion se pretende brindar una alternativa basada en el
empleo de microorganismos que pueden ser utilizados en diferentes campos en
beneficio de la humanidad, tal es el caso de la agricultura siendo utilizado inoculante
microbiano, mejorando asi las propiedades fisico—quimicas del suelo, aumentando la
produccion y proteccién de los cultivos, de igual manera pueden ser utilizados en
procesos de degradacion de la materia organica.

El objetivo este estudio fue caracterizar microorganismos benéficos presentes en la
filosfera de tres especies vegetales (Coffea arabica, Mussa paradisiaca y Citrus limon),
procedente de tres regiones del Ecuador (Costa, Sierra y Amazonia).

Los objetivos especificos fueron:

Determinar las unidades formadoras de colonias de microorganismos benéficos

presentes en la filosfera de limon, café y banano, empleando procesos microbiol6gicos.



Identificar los microorganismos benéficos presentes en la filésfera de limén, café y
banano, a través de pruebas de laboratorio, resaltando asi los microorganismos
benéficos filosféricos mas importantes.



CAPITULO I

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Microorganismos benéficos

2.1.1 ¢ Qué son los microorganismos benéficos?

No son mas que un nutrido grupo de microrganismos destinados a mejorar las
condiciones del suelo, beneficiando asi la germinacion, floracién, fructificacion y
maduracién vegetal, colaboran ademas en el crecimiento radicular de las plantas,
actuan como agentes primarios para la conduccién del ciclo de los nutrientes (N, P, K,
y micronutrientes), propiciando finalmente la regulacién dindmica de la materia organica,
el secuestro del carbono y las emisiones de gases de efecto invernadero. Muchos de
ellos son autétrofos (sintetizan su propio alimento) con capacidad de hacer fotosintesis,
otros tienen el potencial de obtener nutrientes de la atmoésfera y de ponerlos a
disposicion de plantas y animales (Singh et al., 2017).

2.1.2 Diversidad de los microorganismos benéficos.

Se sabe que los microorganismos benéficos desempefan un papel trascendental en
el medio ambiente ya que interaccionan con todas y cada una de las formas de vida que
se anteponen en su existencia, para cientificos tales como Villamar et al. (2004), es casi
imposible precisar un nimero exacto de esta variedad de microbiologia en vegetales ya
que se puede encontrar desde Micorrizas, Pseudomonas, Rhizobium, Trichoderma,
géneros considerados de amplio interés en el mundo agropecuario. En tanto que gracias
a mecanismos como la solubilizacion del acido férmico, acético, glicélico, fumarico, etc.,
géneros emblematicos tales como Penicillium aumentan hasta en un 36% la absorcion

de nutrientes en la filésfera vegetal (Souza et al., 2015).
2.1.3 Principales tipos de microorganismos benéficos.
Entre los principales grupos de microorganismos benéficos destacan:
2.1.3.1 Bacterias fototrdpicas.

La radiacién ultra violeta proveniente de la luz solar es su principal fuente de energia
a partir de la cual pueden sintetizar sustancias utiles entre las que sobresalen: acidos
nucleicos, aminoacidos y en general sustancias bio-activas que por si solas
desencadenan el crecimiento vegetativo. Generalmente las bacterias fototrépicas se
valen de sustancias precursoras presentes en los sistemas radicales de los vegetales
ademas de la emision de ciertos gases toxicos (hidrogeno sulfurado) para generar los
metabolitos anteriormente expuestos, mismos que aumentan la cantidad de

microorganismos benéficos en el tejido vegetal (Whipps et al, 2008).



De acuerdo a Trabelsi et al. (2013), veremos que Rhodospirillaceae quiza es uno de
los géneros mas representativos de bacterias fotosintéticas en cuanto a morfologia ya
que puede verse reflejada claramente su membrana interna, su bacterioclorofila bien
sea esta A o B como sus unicos pigmentos fotosintéticos y por supuesto su membrana

interna.
2.1.3.2 Bacterias Acido Lacticas.

Las bacterias fototropicas y levaduras generan sustancias precursoras de tipo
azucares y carbohidratos a partir del cual se valen las bacterias acido lacticas para la
fabricacion de acido lactico y otros acidos organicos. La presencia de bacterias acido
lacticas es altamente beneficiosa por su condicidn en la supresién de patdégenos,
mecanismo de supresién mediado por la fermentacidén de ciertos biopolimeros ejemplo
la celulosa (Ngah & Hanafiah, 2007).

El género Lactobacillus, tienden a ser bacterias Gram positivas, anaerobias
facultativas, anaerobias estrictas, con movilidad flagelada o sin movilidad, generalmente
van a trabajar a un pH 6ptimo de 5.5 a 6 y a una temperatura que no supere los 38.5 °C
de manera que les permita dar como producto final acido lactico a través de la
metabolizacion de carbohidratos. Ademas nos debe quedar muy claro que este género
bacteriano promueve el desdoblamiento y la fermentacion de lignina y celulosa, lo que
provoca que los materiales celulares se descompongan con rapidez (Barakat, 2011).

2.1.3.3 Levaduras.

S. cerevisiciae es el género de levadura mas famosa de la historia por su empleo
global en la fabricacion de cerveza y panes. Estas mismas levaduras como
microorganismos benéficos en tejidos vegetales, logran acelerar su division celular
gracias a potentes hormonas y enzimas que trabajan coactivamente con las bacterias
acido lacticas y los actinomicetos. La division celular propiciada por levaduras (Figura
1) tiende a ser mayormente marcada en las zonas radicales (Gupta & Babu, 2009).

S. cerevisiae son levarudaras, con un reticulo endoplasmatico, un nucleo rodeado de
membrana y algunos destacados organulos como vacuolas, mitocondrias y por
supuesto el aparato de Golgi. Su reproduccion es asexual y por gemacion, pero existen
casos por ejemplo el de S. cerevisiae donde se incluyen dos fases de reproduccion
sexual: una haploide y otra diploide. Los tipos celulares opuestos de orden sexual; a 'y
a que van a codificar un par de alelos heterocigotos conocidos como MATa y MATa
(Chaudhary et al., 2017).



En caso de que haya los suficientes nutrientes y todas las condiciones adecuadas

este conglomerado celular podra reproducirse sin ningun problema por vias alternas

como la gemacién (Cuervo et al., 2009).
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Figura 1: Mecanismos de divisidn celular en vegetales propiciados por levaduras.

Fuente: Singh et al. (2017)

2.2 Funciones de los microorganismos benéficos

Para Reisberg et al. (2012), las principales funciones de los microorganismos

benéficos se pueden resumir en los siguientes puntos:

Eliminacién de residuos toxicos agricolas en cultivos: propiedad que se
basa en la capacidad propia del metabolismo que tienen ciertos
microorganismos de transformar moléculas organicas contaminantes en
sustancias mas pequenas que resultan menos toxicas y mucho menos
contaminantes. Compuestos tales como derivados del petréleo; benceno,
tolueno, acetona, pesticidas, herbicidas, éteres pueden ser faciimente
degradados por ciertas levaduras y hongos benéficos, en tanto que los
metales pesados como el cadmio y el uranio no son degradables pero ciertas
bacterias como las Pseudomonas se cree podrian concentrarlos para facilitar
su posterior remocion (Yadav et al., 2017).

Multiplican la disponibilidad de nutrimentos en el vegetal a través de
mecanismos de reciclaje: en base a lo enunciado por Souza et al. (2015),
sabemos que sulfatos, molibdatos, hierro, manganeso, fosfatos, cobre y zinc
son algunos de los nutrimentos que facilmente pueden ser reciclados por el
metabolismo microbiano. lones hidroxilo (OH °), hidrogeno (H*) y aluminio
(AB*) condicionan la solubilidad y disponibilidad de los nutrimentos



anteriormente reciclados en el suelo, que esta directamente vinculado al pH

optimo en el que puede desarrollarse el microorganismo.

e Facilitan la fijacion del nitrogeno en su forma atmosférica: gracias al
complejo proteico nitrogenasa integrado por dos métaloproteinas:
molidbdoferroproteina y la ferroproteina, las bacterias fijadoras del nitrégeno
(organismos diazo6trofos) catalizan la transformacion en amoniaco del
nitrégeno presente en el medio atmosférico. Una efectiva actividad de la
nitrogenasa requiere un moderado gasto de ATP que a su vez sera inhibido
por ADP, es obligatoria la presencia de un filtro de oxigeno; la leghemoglobina
que ademas debe equiparar la tension de oxigeno presente en el nédulo
radicular (Mazinani et al., 2017b).

e Descomposicion de moléculas inorganicas complejas a moléculas
organicas simples, que seran facilmente aprovechadas por el vegetal: la
descomposicion de la materia organica es util para los microorganismos por
dos razones: como suministro de energia para el crecimiento de los mismos,
y como fuente de carbono para la formacion del nuevo material celular. El
diéxido de carbono, metano, acidos organicos, y alcoholes son productos de
desecho liberados en la adquisicién de energia. El rasgo esencial para los
propios microorganismos es la captura de energia y carbono para la sintesis
celular (Chaudhary et al., 2017).

e Sintesis de complejos polisacaridos cuyo unico objetivo es potenciar la
agregacion edafica: segun Reisberg et al. (2012) entre los complejos
polisacaridos mayoritarios destacan la celulosa, el constituyente quimico mas
abundante, que varia en concentracion entre el 15 y el 60% del peso seco
vegetal, hemicelulosa que generalmente alcanza del 10 al 30% del peso
lignina, comunmente es del 5 al 30% de la planta y finalmente la fraccién
soluble en agua, en la que se incluye azucares simples como la glucosa,

fructosa y galactosa.
2.2.1 Regulacion del crecimiento vegetativo.

Funcién de crecimiento regulada principalmente por fitohormonas tales como
citoquininas (CK), giberalinas, auxinas, acido abscisico. Para Cervantes & Sanchez
Moreno (1999), dichas fitohormonas son secretadas por rizobacterias, el cometido
principal es elevar el crecimiento radicular, sobre todo de la raiz secundaria del vegetal,
para el aumento en la proliferacion de la radicula secundaria que trae consigo mayor
captacion hidrica y nutritiva.



Pseudomonas, Agrobacterium, Enterobacter, Rhizobium y Klebsiella biosintetizan
indol-3—acido acético sumado al efecto indol-3-acido pirdvico, auxinas naturales
precursoras del &cido indol acético (IAA) (Figura 2), reguladoras de crecimiento radicular

en los vegetales (Whipps et al., 2008).

Los hongos micorrizogenos arbusculares pueden mejorar el estado de crecimiento
vegetativo, asi como defender al vegetal de condiciones adversas como salinidad y
sequia extrema sumado al ataque de agentes patégenos agresivos (Wang & Chen,
2009). Se puede ver el esquema la promocion del crecimiento vegetativo mediado por

hongos micorrizégenos arbusculares en la (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de la promocion del crecimiento
vegetativo mediada por hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA).

Figura 2: Via de regulacién de crecimiento
radicular mediado por acido indol acético (l1A) a
nivel de citosol celular.

Fuente: Rafatullah et al. (2010) Fuente: Alvarez (2018)

2.2.2 Fijacion de nitrégeno.

Existen dos categorias bacterianas encargadas de la fijaciébn del nitrégeno
involucrado directamente en el desarrollo radicular del vegetal. Bacterias fijadoras del
nitrégeno en vida libre, aquellas que no tienen preferencia por ningun vegetal en
particular donde destacan géneros como Azobacter y Bacillus por contraparte se tiene
a las rizobacterias es decir aquellos géneros bacterianos, destacados por los
manuscritos de Raize et al. (2004) como Rhizobium que poseen predileccién exclusiva

para infestar nédulos en las raices de las leguminosas.
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Figura 4: Mecanismo de fijacion del nitrégeno atmosférico mediado por rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).

Fuente: Alvarez (2018)

La enzima nitrogenasa es la enzima central que permite la fijacién del nitrégeno
atmosférico a través de organismos diazétrofos, esta enzima estd compuesta
basicamente de dos componentes metaloenzimaticos: a) un cofactor metalico
compuesto mayoritariamente de dinitrogenasa y b) un dimero doble hidrolizable que
permite un doble enlace al magnesio ATP estamos hablando de la dinitrogenasa
reductasa.

2.2.3 Sintesis y promocion de reguladores del crecimiento vegetativo.

Sustancias supremamente Utiles en la agricultura generalmente sintetizados como
metabolitos secundarios que ayudan a acelerar el crecimiento de los vegetales,
frecuentemente son promovidos por la microbiologia que habita la rizésfera vegetal
(Cuervo et al., 2009). Entre los promotores del crecimiento bacteriano mas destacados
se hallan el &cido giberalinico, el etileno, las auxinas y las giberalinas (figura 5).
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Figura 5: Ruta de sintesis de diversas hormonas vegetales responsables de acelerar el
crecimiento vegetativo

Fuente: Jordan & Casaretto (2006)

Para (Arias, 2010) las bacterias que pueblan las raices llamadas también
rizobacterias son capaces de liberar hasta un 90% del total de las auxinas que seran las
responsables del crecimiento en el sistema radicular vegetal; dichos efectos son
notables ya que se basan en un aumento en la ramificacion de la estructura radicular
del vegetal lo cual permite incrementar la superficie de contacto con el suelo, viéndose

visiblemente mejorada su nutricion (Zhou et al., 2009).
2.2.4 Produccion de sideroéforos.

Bacillus, Serratia, Pseudomonas, Rhizobium, Azobacter son algunas de las
rizobacterias que promueven un acelerado crecimiento del tejido vegetal empleando
como unica fuente de hierro, nada méas y nada menos que ferrosidéforos radiomarcados
(Figura 6); la caracteristica central de estas bacterias es su crecimiento a bajas
concentraciones de Fe3* (Souza et al., 2015).
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Fuente: Alvarez (2018)

2.2.5 Importancia fisica de los microorganismos benéficos.

e Transportan fragmentos organicos y minerales, mezclandolos, facilitando la

formacién del complejo arcillo-humico (Garcia-Fraile et al., 2015)

e Los microorganismos del suelo, especialmente los hongos, favorecen una
buena estructura pues estabilizan los agregados envolviéndoles con sus
redes de micelios y evitando que sean arrastrados por el agua de lluvia u otros
agentes responsables de la erosion (Yadav et al., 2017).

2.3 Medios de cultivos para microorganismos benéficos
2.3.1 Medios de cultivos para bacterias fotosintéticas.

Las bacterias fotosintéticas necesitan de un medio enriquecido (CO + Hy) para su
deteccidn en tanto que para su aislamiento un agar semisélido con bajo contenido de
(H2S) sera suficiente. Esto debido al exceso de pigmentos carotenoides y otras
fitohormonas promotoras del crecimiento vegetativo que sirven a este género como un
protector natural de la fotoxidacion sirviendo al mismo tiempo como accesorio para la

fotosintesis, en base a los apuntes de (Fu & Wang, 2011).
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2.3.2 Medios de cultivos para levaduras.

Hay que tener en cuenta que se requiere una fuente de carbono organico y de
nitrégeno continua para el cultivo adecuado de levaduras, ademas que la presion es un
factor crucial donde a presiones superiores de 1 atm de oxigeno y un pH alcalino, se
inhibiria el crecimiento de dichos organismos, en base a las referencias proporcionadas
por (Madigan et al, 2004). El extracto de levaduras es el medio perfecto para la
identificacion y aislamiento de los diferentes géneros de mohos y levaduras sumado a
los agares y extractos con base de malta (Yadav et al., 2017).

Para Trabelsi et al. (2013), el agar de Sabouraud es un medio no diferencial que
protege el desarrollo de las levaduras de todo tipo de crecimiento bacteriano y con un
pH inferior a 6. Existe un problema vinculado al uso de este medio, dado su poca
selectividad un gran numero de colonias de levaduras patdgenas podrian crecer en
medio de levaduras benéficas como S. cerevisiae sin que pueda haber mayor distincion
entre ellas, el crecimiento bacteriano puede ser facilmente frenado con el uso de

antibiéticos como: estreptomicina y penicilina (Cortés, 2004).
2.3.3 Medios de cultivos para bacterias acido lacticas.

Segun (Trabelsi et al., 2013), vitaminas, carbohidratos hidrosolubles, aminoacidos
peptidicos, vitaminas, sales, acidos grasos de cadenas insaturadas son solo algunos de
los requerimientos necesarios por las bacterias acido lacticas; de tal suerte que medios
importantes como el Rogosa Agar (LBS) y el Man Rogosa Sharpe (MRS) posibiliten el
crecimiento de especies tan exéticas entre las que se incluyen Lactobacillus casei (Wagi
& Ahmed, 2017).

El agar M.R.S es un medio de cultivo sumamente enriquecido en cofactores como
acetato, manganeso, magnesio y monoleato de sorbitdn que ayudan a favorecer el
correcto desarrollo de las bacterias del acido lactico (V. M. Singh et al., 2016). De
acuerdo a (Mazinani et al., 2017b) se necesita una fuente constante de carbono,
nitrégeno; misma que es suministrada por peptona y glucosa. Si se desea inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas el agente inhibitorio por excelencia es el citrato
de amonio acorde a la referencia de Trabelsi et al. (2013). Hay que tener muy presente
que en el caso de caracterizacion fenotipica de bacterias productoras del acido lactico
este medio tendra que ser preparado a partir de glucosa al 2% para posteriores pruebas
de gas que no deberan superar las 48 horas a temperaturas de 38 °C (Aquiahuatl et al,
2012).
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2.4 Aislamiento y cultivo de microorganismos benéficos
2.4.1 Aislamiento de microorganismos benéficos.

Para Arias (2010), la siembra en profundidad (agitacién de agar) y la siembra por
estria en superficie (placas de Petri) son dos de los métodos mas usuales para el
aislamiento de cultivos en estado puro (axénicos) de microorganismos benéficos. De
acuerdo a Reisberg et al. (2012) la siembra en profundidad aprovecha el desarrollo de
colonias sumergidas en lo profundo de un tubo con agar caso contrario a lo que sucede
en la siembra de superficie con placas de Petri.

2.5 Técnicas de siembra de bacterias y levaduras.

El uso de medios de cultivo selectivos y/o diferenciales es decir aquellos medios
enriquecidos con: indicadores, colorantes incluso sangre, mismos que facilitan la
caracterizacion e identificacién bacteriana, la técnica por defecto a emplear sera de
estria cruzada simplificada con la consecuente obtencién de bacterias dominantes
(Tejada Tovar et al., 2014) .

Hay que tener muy en claro que los métodos de siembra son diversos y responden a
la necesidad de la obtencion de informacién basica o aplicada del microorganismo en
estudio. Entre las técnicas mas comunes se tienen: extension de diluciones de un cultivo
en superficie de medios en caja de Petri, por estria en caja de Petri y tubos con medios
solidificados inclinado (Tchobanoglous et al., 2003).

2.5.1 Técnica simplificada de estria cruzada.

En base a lo descrito por Aquiahuatl et al. (2012), se describe el procedimiento

siguiente:
e Se sugiere flamear el asa bacteriol6gica hasta el rojo vivo.
e Se enfria el asa.

e Obligatoriamente se divide las cajas Petri en cuatro cuadrantes por la parte
de atras.

e Como su nombre lo sugiere la inoculacion ocurre a manera de estrias, en un
total de 5 pero solo en el primer cuadrante. Nuevamente se flamea el asa

bacterioldgica y la placa se la gira un cuarto.

e La incubacion debera durar un maximo de 48 horas a una temperatura que

no supere los 35 °C.
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2.6 Siembra de hongos filamentosos

De igual manera Aquiahuatl et al. (2012) enlista los pasos fundamentales a seguir en
la siembra de hongos filamentosos:

e El primer paso consiste en la separacion del micelio de los hongos gracias a
un asa de siembra bacteriologica.

e Una vez que se ha producido la separacién del micelio gracias a una técnica

de inoculacién por piquete.

e Se incuban las placas Petri por periodos que no superen los 5 dias y a
temperaturas maximas de 30 °C.

2.7 Caracterizacion de microorganismos

2.7.1 Métodos basados en criterios morfologicos.

Mientras menor sea el tamano y mas sencillo sea un microorganismo se dificulta su
clasificacién por la amplia gama de criterios bioquimicos, seroldgicos, fisiolégicos Esto
es lo que diferencia a un microorganismo de un organismo superior, sus rasgos
anatomicos que lo hacen facilmente clasificables. Por otro lado para Trabelsi et al.
(2013), una herramienta clave en la identificacion bacteriana basada en criterios
morfologicos es sin duda las relaciones filogenéticas (Tabla 1).

Tabla 1: Tabla resumen con las principales propiedades diferenciadoras entre bacterias Gram
positivas y bacterias Gram negativas.

Propiedades de las bacterias Gram Positivas  Gram Negativas
Tincion de la pared 20 — 80 nm 10 nm
Numero de capas en la pared 1 2
Contenidos de peptidoglicanos 45- 55% 12 -18%
Acido tectéico en la pared + -
Contenido de lipidos y lipoproteinas 0-3% 58%
Contenido de proteinas 0% 9%
Lipopolisacaridos 0 13%
Digestibilidad mediada por lisozimas Si A penas

Fuente: Mazinani et al. (2017a).
2.7.2 Métodos basados en tincion diferencial.

La tincién diferencial encabeza el mayor criterio morfolégico al catalogar a las
bacterias como Gram positiva 0 Gram negativa. Las micobacterias se engloban dentro
de una categoria de tincion diferencial especial denominada &cido resistentes (Garcia-
Fraile et al., 2015).
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Para Garcia-Fraile et al. (2015) la tincién de Gram es un método basado en la
precipitacién del complejo yodo-cristal violeta al interior de la matriz celular que en el
caso de las bacterias Gram negativas puede extraerse facilmente con alcohol etilico,
pero su remocion se ve imposibilitada en las bacterias Gram positivas.

2.8 Ubicacion de los microorganismos benéficos en los vegetales

Para Marcel (2007) el microbioma vegetal estd condicionado por una serie de
factores bidticos y abibticos que encajan perfectamente dentro del nicho ecolbgico del
que forman parte. Al ser un hecho extremadamente inusual que una comunidad
microbiana viva aislada siempre se asociaran con otras poblaciones formando asi
comunidades microbianas (Whipps et al., 2008) . La planta es capaz de proporcionar
diferentes habitats donde se pueden albergar diversos tipos de microorganismos, dentro
de estos habitats tenemos:

e Rizosfera

o Filésfera

e Endosfera
2.8.1 Filosfera.

Los microorganismos estan distribuidos en diferentes hébitats, siendo uno de estos
la filosfera, la cual representa el ambiente proporcionado por las partes aéreas de las
plantas como las hojas, tallos, brotes, flores y frutos (Whipps et al., 2008). Hongos
filamentosos y levaduras habitan las partes aéreas del vegetal pese a que las bacterias

son el grupo microbiano de presencia predominante en la filésfera.

Los factores que limitan el crecimiento y la supervivencia microbiana en la filosfera
son diversos y generalmente se dividen en fisicos y quimicos, por ejemplo la
disponibilidad de carbono asimilable es crucial en las poblaciones de microorganismos
epifitos. En lo que se refiere a la interaccidén de organismos endofitos y sus hospederos
los factores se hallan supeditados a condiciones ambientales, fenolégicas e incluso
genéticas determinando asi simbiosis entre las diferentes comunidades microbianas
que pueblan las partes aéreas del vegetal, tal y como ha sido enunciado por (Reisberg
etal., 2012).

2.8.2 Rizosfera.

De acuerdo a Arias (2010), la mayor concentracibn de microorganismos se
encuentra en la zona cercana a las raices en lo que se conoce como en nombre de
rizbsfera. Las raices corresponden a una biomasa de 5 a 6 Tm por hectarea en un

campo cultivado. Para Sing et al. (2017) existe una marcada divisién de los microbiomas
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en la endosfera (microbios que viven dentro de las raices) y la rizosfera (microbios que

viven en el suelo que rodea las raices).
2.9 Supervivencia de los microorganismos en la filosfera

Las hojas en el 99% de los vegetales fanerégamos, estan expuestas al polvo y a las
corrientes de aire que dan como resultado los establecimientos de flora tipica en su
superficie ayudados por las cuticulas, ceras y apéndices, que ayudan en el anclaje de
microorganismos (Chaudhary et al, 2017). Los microbios filosféricos pueden sobrevivir
en las hojas dependiendo de la extension de las influencias del material en la difusion
de la hoja o en los exudados (Garcia-Fraile et al., 2015).

2.10 Microorganismos presentes en la filésfera vegetal

Para Yadav et al. 2017 muchos microorganismos tales como Achromobacter,
Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Brevibacterium, Burkholderia,
Diplococcus,  Flexibacterium,  Methylobacterium,  Microbiospora,  Micrococcus,
Micromomospora, Nocardioides, Pantoea, Penicillium, Planomonospora,
Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces, Thermomonospora y Xanthomonas se han
reportado en la filésfera de diferentes plantas de cultivo .

2.11 Condiciones necesarias para el desarrollo de microorganismos benéficos
en la filosfera

Todos los microorganismos benéficos que habitan la filésfera vegetal, al igual que el
resto de los seres vivos, necesitan de un conjunto de condiciones que les permita
crecer/vivir en un determinado medio ambiente. Estos factores son, obviamente,
diferentes para cada microorganismo. De forma general, las bacterias requieren
ambientes diferentes que las levaduras y las levaduras precisan entornos distintos que
los hongos y dentro de cada uno de estos grupos existen mas diferencias dependiendo
de cada especie (Wagi & Ahmed, 2017).

2.11.1 pH.

El pH varia con la cantidad de compuestos &cidos y basicos existentes en el medio
donde se desarrolla la poblacién microbiana. Cuanto mayor sea la cantidad de
sustancias acidas presentes menor sera el pH y mayormente acidofilas las poblaciones
microbianas que conviven en dicho entorno, tal y como lo asevera Souza et al. (2015).

2.11.2 Oxigeno disponible.

La presencia de oxigeno en el medio ambiente vegetal tiene también influencia en el
tipo de microorganismos que pueden crecer en un determinado alimento y en la

velocidad a la que se multiplicaran (Wagi & Ahmed, 2017). Los organismos que habitan
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en la filésfera experimentan aumento en su saturacion de oxigeno frente a la microbiota
de la rizésfera (Yadav et al., 2017).

2.12 Regiones climaticas del Ecuador

Segun Villamar et al. (2004), en Ecuador existen hasta nueve tipos de climas, los
cuales se hallan distribuidos en funcion de su altura y la época del afio que son:

I.  Zona climatica tropical estacional monzonico.
[I.  Zona climatica tropical — seca.
lll.  Zona climatica tropical hiumeda.
IV.  Zona tropical de los glaciares.
V.  Zona tropical himeda de las regiones bajas ecuatorianas.
VI.  Zona tropical semi — arida.
VIl.  Zona climatica mesotérmica humeda.
VIIl.  Zona climatica montana temporal.
IX.  Zona montana del trépico frio.
Se exponen las tres zonas climéticas consideradas al interior de esta investigacion:
2.12.1 Zona climatica tropical humeda.

Se caracteriza por precipitaciones anuales elevadas que superan los 3.000 mm
llegando hasta 6.000 mm en algunos lugares. La temperatura es de 25 °C que se
mantienen casi durante todo el afio. La vegetacion es siempre verde, la gran cantidad
de precipitaciones permiten el crecimiento de selvas tropicales exuberantes
caracteristicas de la Amazonia, dentro de esta Regién puede incluirse la provincia de
Morona Santiago (Barsky ,1988).

2.12.2 Zona climatica tropical de monzon.

La provincia del Oro se halla incluida en esta categoria ya que generalmente abarca
todo el golfo de Guayaquil. Las precipitaciones en esta Region son de 1.000 y 2.000 mm
gue ocurren principalmente entre diciembre y mayo. La vegetacidén de esta zona es una

selva densa con una temperatura media de 23 a 27 °C (Terborgh,1992).
2.12.3 Zona climatica mesotérmica humeda.

Es el clima que mas se encuentra en los valles de la Sierra. La temperatura media
oscila entre 12 y 20 °C. Hoy en dia se asientan sobre estos valles las principales

ciudades del pais como Cuenca, asi como lo publica Villamar et al. (2004) en sus
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multiples investigaciones sobre las diferentes regiones naturales del territorio

Ecuatoriano.
2.13 Especies vegetales en estudio

Para la presente investigacion se tomaron en cuenta las especies vegetales de Café
(Coffea arabica), banano (Musa paradisiaca) y limén (citrus limon).

2.13.1 Café (Coffea arabica).
e Clasificacion taxonomica del café.

Gotteland (2007) nos presenta a continuacion la clasificacion taxonémica resumida
del café:

Taxonomia del Café (Coffea arabica)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Ixoroideae
Tribu Coffeeae
Genero Coffea
Especie Coffea arabica

e Condiciones optimas para el cultivo de café.

En base a las referencias presentadas por Gotteland (2007) para cultivar café de
excelente calidad se necesita contar con temperaturas que ronden entre los 19 y 21,5
grados centigrados, a temperaturas que sobrepasen de los 21,5 grados centigrados se
estimula cosechas mas tempranas, asi como ciclos de vidas menos productivos del
vegetal y lo mas grave la propensién a ataques de la roya del café. Es indispensable por
lo menos 120 mm de precipitaciones mensuales en Coffea arabica, se ha demostrado
gue la sequia excesiva puede llegar a incrementar el ataque de plagas como el minador
de café y la misma broca. En cuanto al pH que el suelo debe manejar para lograr un
rendimiento excelente de mas de 800 a 1000 kg anuales por hectareas, este no debe
de sobrepasar una acidez de 5 a 5,5 y contar con una excelente fertilidad sobre todo en
los macronutrientes (N, P, K) (Gotteland, 2007).
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2.13.2 Banano (Musa paradisiaca).
e Clasificacion taxonomica de banano.

Castro (2015) se permite hacer una breve clasificacién taxonémica del banano o

conocida por su nombre cientifico como Musa paradisiaca.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Genero Musaceae
Especie Musa paradisiaca

e Condiciones optimas para el cultivo de banano.

En el banano se necesita una condicién especial llamada latitud dado que a latitudes
de 30° la productividad se ve reflejada en su maxima expresion, pese a que la mayoria
de cultivos de bananos se hallan a alturas comprendidas entre los 400 y 600 m.s.n.m
la altura maxima a la que se cultive el banano no podra sobrepasar los 2000 m.s.n.m,
también requiere temperaturas optimas de crecimiento de 20° a 30° (Capa Benitez,
Alana Castillo, & Benitez Narvaez, 2016).

2.13.3 Limén (Citrus limon).

e Clasificacion taxonomica de banano.

Villanueva (2006) presenta la clasificacion taxonémica del limon Citrus limon resumida
de la siguiente forma:

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliophsida

Orden Zingiberales
Familia Rutaceae
Genero Citrus
Especie Citrus x limon

e Condiciones optimas para el cultivo del limon.

El Citrus limon facilmente puede crecer a temperaturas comprendidas entre los 10 a
13 grados centigrados con un exceso de humedad relativa que facilmente rebasa del 90
%; lo que los hace poco resistentes a heladas, necesitan de suelos calizos y poco
permeables. Hay que tener en cuenta que el limon no puede tolerar la salinidad por lo
que su sistema radicular facilmente podria verse asfixiado, aireacion del suelo debe
permitir el paso del agua garantizando un adecuado intercambio catiénico (Villanueva,
2007).
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CAPITULO Il
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Zona de estudio

La investigacién se desarroll6 en las tres regiones naturales del Ecuador continental
(Costa, Sierra y Amazonia), concretamente en las provincias de El Oro, Azuay y Morona

Santiago, Cantones de Machala, Cuenca y Limon Indanza respectivamente
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Figura 7: Zona de estudio.

3.2 Recoleccion de muestras vegetales

Se seleccionaron tres diferentes tipos de plantas: café (Figura 8), banano (Figura 9)

y limén (Figura 10), de las cuales se recolectaron muestras unicamente de sus hojas.
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Figura 8: M1: Planta de Figura 9: M2: Planta de café (Coffea  Figura 10: M3: Planta de limén
banano (Musa paradisiaca) arabica) (Citrus limon)

En la provincia del Oro (Region Costa) el café, banano y limén fueron recolectadas

en el canton Machala, especificamente de la parroquia La Providencia (Figura 11).

Se tomé en cuenta la altura en la que se localizé cada una de estas, el café a 13
ms.n.m., el limén con 11 ms.n.m. y finalmente el banano que no sobrepas6 los 10

ms.n.m..

Figura 11: Mapa ubicacién de muestras recolectadas en la Regién Costa (Cantén Machala)

En el caso de la Regién Sierra es decir la provincia del Azuay se recolectaron las
muestras de café, banano y limén en el sector Chocarsi de la parroquia Nulti
perteneciente al canton Cuenca (Figura 12), todas las plantas se situaron en la misma
area geografica en la cual la diferencia de alturas no fue significativa, localizandose la
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planta de café a 2.489 ms.n.m., el banano a 2.482 ms.n.m. y finalmente la muestra de

limén a 2.487 ms.n.m.

Figura 12: Mapa ubicacién de muestras recolectadas en la Region Sierra (Cantén Cuenca).

En la Regién Amazonica las muestras fueron recolectadas de la provincia de Morona
Santiago. Las muestras del café y banano se tomaron en el sector San Antonio Chico
perteneciente al canton Limén Indanza a 1.127 ms.n.m. y 1.131 ms.n.m.
respectivamente; en cuanto se refiere a la muestra de limén esta fue tomada dentro de
la cabecera cantonal a 961 metros sobre el nivel del mar (Figura 13).

- Ry ey -

Figura 13: Mapa ubicacion de muestras recolectadas en la Region Amazénica (Cantén Limén
Indanza)
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Con la ayuda de un GPS manual marca MAGELLAM modelo TRITON se
establecieron las coordenadas geogréficas y la altura a la que se ubicé cada vegetal
recolectado (Figura 14). Con la debida asepsia del caso, las hojas fueron desprendidas
de cada planta para ser envueltas en papel periédico y finalmente conservadas en
bolsas plasticas con cierre, debidamente identificadas (Figura 15).
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Figura 14: Lectura de coordenadas

geograficas Figura 15: Recolecciéon de muestras

Todas estas muestras fueron transportadas al laboratorio de la Unidad Académica
de Ingenieria, Industrias y Construccion de la Universidad Catdlica de Cuenca para
proceder a la preparacién del cultivo madre y su posterior activacion.

Para la correcta diferenciacidén de las muestras recolectadas se procedié a identificar
cada una de las muestras con un cédigo que representa la Regidén natural en donde se
recolectd la muestra y el tipo de planta a la que pertenece, tal como se puede observar
en la Tabla 2.

Tabla 2: Codificacion de las muestras vegetales de acuerdo a la Regién natural de su
procedencia.

Regién Natural Muestra Nombre Comun Nombre cientifico
M1 Café Coffea arabica
R1(Costa) M2 Banano Musa paradisiaca
M3 Limén Citrus limon
M1 Café Coffea arabica
R2 (Sierra) M2 Banano Musa paradisiaca
M3 Limén Citrus limon
M1 Café Coffea arabica
R3 (Amazonia) M2 Banano Musa paradisiaca
M3 Limén Citrus limon
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3.3 Preparacion del cultivo madre

Posterior a la recoleccion, codificacién e identificacion de las diversas muestras
vegetales en base a su Regién de procedencia y especie vegetal, las mismas fueron
trituradas en pequenos fragmentos, pesadas y mezcladas con agua, sal, melaza e
higado de res de acuerdo a las proporciones utilizadas por Alvarez (2018), en su que su
estudio “Incidencia de la inoculacién de microorganismos benéficos en el cultivo de fresa

(Frafaria sp.)”, especificadas en la siguiente tabla:

Tabla 3: Ingredientes y proporciones necesarios para la preparacién de la solucion madre de
microorganismos benéficos.

Descripcion Cantidad
Muestra vegetal 509
Agua 50 cc
Higado de res 109
Sal 59
Melaza 20 cc

Los datos anteriormente citados, ahora traducidos a porcentajes y una vez que se
procedié a preparar la solucién madre, se constaté que la muestra vegetal tuvo una
relacion directa con la cantidad de agua lo que representé el peso total de la solucién, a
lo que se adiciono un 5% de sal, un 10% de higado y un 20% de melaza (Figura 16).

Figura 16: Bolsas plasticas con el preparado Figura 17: Solucién madre preparada
de sal, higado y las muestras vegetales.

Una vez preparada la solucién madre de cada una de las muestras (Figura 17) se
conservaron a temperatura ambiente y evitando la luz solar, lo cual fue clave para la
adecuada conservacion de la muestra, con el pasar de los dias dicha solucién madre
desprendié un olor caracteristico de tonalidad agridulce, evidenciando la apariciéon de
pequenos fragmentos de color blanco sobre la solucion lo que demostré el correcto
avance del proceso.
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Durante estos ocho dias se procedié a la determinacion constante de pH y
conductividad eléctrica en cada una de las muestras, con un potenciémetro/
conductimetro marca HACH modelo HQ30E, procurando evitar el contacto y/o roce entre

las diferentes soluciones madres.
3.4 Produccién de microorganismos benéficos

En base a las especificaciones de la (Tabla 4) se preparé un medio de cultivo
adecuado para la produccién de microorganismos benéficos, el cual se preparé con una
mezcla de sal, agua libre de cloro, higado de res y melaza (Figura 18), todo de acuerdo

a la metodologia utilizada por Alvarez (2018).

Tabla 4: Ingredientes y proporciones necesarias para la produccion de microorganismos
benéficos

Descripcion Cantidad
Agua 400 ml
Higado de res 409
Sal 49
Melaza 40 ml

Una vez preparado el medio de cultivo se procedio a la esterilizacion del mismo para
lo cual fue sometido al auto clave durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C a
una atmosfera de presion (Figura 19). Luego del auto clavado se esperd un tiempo de
2 horas hasta que se enfrie el medio de cultivo y ser trasvasado a botellas plasticas de
500 ml debidamente esterilizadas para proseguir con la adicién 40 ml de cada solucién
madre en cada una de las botellas (Figura 20), finalmente se dispusieron en un lugar a
condiciones ambientales normales sin exposicion directa a la radiacién solar.

=

Figura 18: Preparacion del medio  Figura 19: Autoclavado ~ Figura 20: Envases con
de cultivo. del medio de cultivo medio de cultivo.
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Después de la fase conocida como la activacion microbiana se procedié con un
registro exhaustivo del pH por un tiempo de 10 dias, donde la presencia de cepas
blanquecinas en su capa superior es indicativa de la presencia de microorganismos

benéficos.
3.5 Caracterizacion de microorganismos benéficos

Una vez concluidos los 10 dias de registro de pH para el medio de cultivo
anteriormente expuesto se procedié a caracterizar la microbiologia presentes en las
hojas de los vegetales recolectados en las tres regiones naturales del Ecuador
continental, por lo que la totalidad de las muestras procesadas fueron enviadas al
laboratorio PlantSphereLabs (PSL) en la ciudad de Quito para dicho cometido.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Evaluacion de pH
4.1.1 Determinacion del pH en el medio de cultivo madre

4.1.1.1 Evaluacion del pH en el medio de cultivo madre de las muestras
provenientes de la Region Costa.

Durante los ocho dias que se realizé las lecturas consecutivas de pH en el cultivo
madre con todas las muestras vegetales procedentes de la Regién Costa (provincia del
Oro), fue evidente (Tabla 5) un descenso gradual y progresivo de este parametro, dado
que por ejemplo en el primer dia en la muestra de banano R1M2 su potencial de
hidrogeno fue de 5,94 cuando para el octavo dia se redujo a 4,99.

Tabla 5: Valores de pH registrados en muestras de la Region Costa

Dia
Muestra —— > 3 4 5 6 7 8
RIMT 584 588 574 566 547 540 535 528

R1M2 594 598 581 572 555 529 511 4,99
R1M3 522 528 520 5,17 511 504 5,01 4,95

En la Figura 21, hasta el octavo dia se observa uniformidad en el descenso de pH de
todas las muestras. Las muestras de limén R1M3 y café R1M1 registraron el mayor
descenso de su pH en comparacién con la muestra de cultivo madre elaborada con
banano R1M2.

6,1

5,9

55 RIM1
R1M2
5,3 R1M3

4.9
1 2 3 4 5 6 7 8
Dia de registro

Figura 21: Variacion de pH en los medios de cultivo madre de las muestras procedentes de
la Regién Costa.



4.1.1.2 Evaluacion del pH en el medio de cultivo madre de las muestras
provenientes de la Region Sierra.

Debemos recalcar que en ningun dia de registro de pH los valores se igualaron entre
ellos es decir alcanzaron cantidades semejantes entre muestras tal y como sucede en
el estudio de Alvarez et al. (2018). En la Tabla 6, se aprecia que el primer dia de
evaluaciones el registro mas alto corresponde al banano R2M2 con 5,95 en tanto que
el pH mas bajo fue para el limén con 5,25. Si nos trasladamos al octavo dia de
evaluacion los valores de pH se hallan considerablemente descendidos, nétese que el
pH del limén R2M3 esta en 4,85 (siendo la lectura mas baja de este dia experimental),
contrastando con el registro del café en 5,29 que resultd ser el promedio mas alto con
el que se cierra esta parte del experimento para la Regidn interandina.

Tabla 6: Valores de pH registrados en muestras de la Region Sierra

Dia
Muestra —— > 3 4 5 6 7 8
R2M1 5,92 594 5,90 583 5,70 5,61 543 5,29

Ra2mM2 595 598 582 561 550 532 519 5,02
R2M3 525 527 5,15 507 501 496 4,90 4,85

En la Figura 22, se puede apreciar que en todas las muestras el pH en el segundo
dia se elevd, no obstante desde el tercer dia empezd a descender gradualmente en
todas las muestras hasta el octavo dia de registro.

6,1
5,9
5,7
5,5
z R2M1

5,3 R2M2

R2M3
5,1

4,9
47
1 2 3 4 5 6 7 8

Dia de registro

Figura 22: Variacion de pH en los medios de cultivo madre de las muestras procedentes de la
Regién Sierra
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4.1.1.3 Evaluacion del pH en el medio de cultivo madre de las muestras

provenientes de la Region Amazonica.

Es evidente que el primer dia de registros el pH mas alto se registrdé en la muestra
de banano R3M2 con 5,32, lo que se contrasta con la Region interandina donde la
situacion es similar en tanto que la lectura mas baja fue adjudicada al café con 5,14
frente al limon R3M3 que solo pudo formalizar una medida de 5,18. Por el contrario al
finalizar los ensayos en el dia ocho el valor mas bajo de potencial de hidrogeno pH
recayo sobre el banano R3M1 con 4,78 cediendo como el promedio superior al limon
R3MS3 con 5,22 (Tabla 7).

Tabla 7: Valores de pH en el cultivo madre de las muestras procedentes de procedentes de
la Region Costa.

Dia
Muestra —— > 3 4 5 6 7 8
R3M1 5,14 522 524 523 522 521 5,19 5,09

R3M2 532 550 565 555 512 492 4,89 4,78
R3M3 518 536 549 545 544 539 540 522

En la Figura 23 es notorio que en la Regién Amazdnica todas las muestras exhibieron
un comportamiento similar desde el dia elevando su pH hasta el dia dos, desde el tercer
dia absolutamente todas las muestras comenzaron un subito descenso hasta el octavo

y ultimo dia.
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Figura 23: Variacion de pH en los medios de cultivo madre de las muestras procedentes de la
Region Amazonica
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4.1.2 Registro de pH en la produccion de microorganismos benéficos
procedentes de las diferentes regiones naturales del Ecuador
4.1.2.1 Registro de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
de las muestras provenientes de la Region Costa.

Al igual que con las soluciones madres la medicion del pH en el primer dia se
registraron los valores mas elevados, a la muestra de café R1M1 le correspondi6 5,70
en contraposicion con el banano R1M2 que ostenta el promedio mas bajo de 5,24 en
tanto que al décimo dia el registro menor fue en el tratamiento R1M2 de banano con
3,62 dejando al café R1M1 como el pH mas importante de 3,90 (Tabla 8). La diferencia
clara con el protocolo anterior que ha podido observarse es la disminucién de pH

llegando a valores menores a 4.

Tabla 8: Valores de pH en los medio de cultivo de MOBs procedentes de la Region Costa

Dia
Muestra — 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R1M1 5,70 5,25 4,41 4,14 4,08 4,04 392 391 390 390
R1M2 5,24 4,87 4,03 3,78 367 369 365 364 363 362
R1M3 5,35 5,06 4,34 417 4,11 4,08 4,04 4,01 3,97 396

Como ya se habia mencionado con anterioridad el comportamiento del pH fue similar
en todos los medios de cultivo los cuales presentaron un descenso similar, controlado y

progresivo desde el dia 1 al dia 10 (Figura 24).
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Figura 24: Variacion de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos de las
muestras de la Regién Costa
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4.1.2.2 Registro de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
de las muestras provenientes de la Region Sierra.

De acuerdo a los registros expuestos en la Tabla 9, inicialmente todos los valores de
cada uno de los medios de cultivo de MOBs presentaron valores superiores a 5. El valor
mas alto de todos los registros se pudo evidenciar el primer dia con 5,54 para la muestra
de limén R2M3 mientras que el banano R2M2 marcé el valor mas bajo con un promedio
de 5,34, para el décimo dia de experimentacién el valor mas bajo de pH fue adjudicado
para el banano con cédigo R2M2 con 3,78 frente al café R2M3 con solo 3,83.

Tabla 9: Valores de pH en los medio de cultivo de MOBs provenientes de la Region Sierra.

Dia
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
RoMT 545 528 438 419 411 407 400 396 384 380
R2M2 534 504 427 409 397 396 385 383 379 3.78
R2M3 554 557 463 416 402 399 391 385 384 383

En la Figura 25 se confirma un descenso progresivo y gradual del pH para todas y
cada una de las muestras, descenso que comienza desde el dia dos hasta el ultimo dia
de registros de pH en todas y cada una de las soluciones de microrganismos benéficos.
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Figura 25: Variacion de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos de las
muestras provenientes de la Region Sierra.

4.1.2.3 Registro de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
de las muestras provenientes de la Region Amazonica.

Sin importar el tipo de vegetal el descenso en los valores de pH fue igual y uniforme

a lo largo de todo el procedimiento, el primer dia en todas las muestras los valores no
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sobrepasaron de 5,31 es el caso de la muestra de limén R3M3 al mismo tiempo que no
bajaron de 4,9 (muestras de café R3M1 y banano R3M2). Para el décimo y ultimo dia el
pH ya habia descendido a promedios por debajo de 4 pero superiores 3,6 es el caso de
la muestra de banano R2M2 con 3,61 (siendo la lectura mas baja) al contrario del
registro mas alto para este dia de café R3M1 con 3,92. Todos los resultados estan
resumidos en (Tabla 10).

Tabla 10: Valores de pH en los medio de cultivo de MOBs procedentes de la Regién Amazénica.

Dia
Muestra — 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R3M1 4,93 4,95 4,91 482 461 432 4,13 4,02 3,98 3,92
R3M2 492 413 380 376 373 370 369 3.66 364 361
R3M3 531 476 425 415 410 408 403 397 393 387

Al igual que en todos los procedimientos anteriores el descenso en el pH es similar
para cada una de las muestras, la variacion se hace mucho mas acentuada en la recta
final de las mediciones cuando ya se ha producido una estabilizacién del parametro tal
y como se aprecia en la figura 26.
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Figura 26: Variacion de pH en los medios de cultivo de microorganismos benéficos de las
muestras provenientes de la Region Amazonica.

Para garantizar un adecuado crecimiento de cada género y especie microbiana
(Cortés, 2004) menciona que es necesario un nivel adecuado de pH, ademas hay que
recordar que si bien cada microorganismo tolera un valor final de pH, existen rangos de

este parametro dentro del cual el organismo puede desarrollarse plenamente.
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Continuando con un andlisis profundo de los resultados de pH obtenidos nos queda
claro que los valores de este, no estan vinculados a la especie vegetal sino al consorcio
microbiano que puebla su filésfera. De manera similar a lo efectuado por Alvarez (2018)
el pH del medio de cultivo de microrganismos benéficos siempre se mantuvo inferior al
de las soluciones madres, dado que la carga microbiana se incrementa a medida
transcurre el tiempo de experimentacidn y esta se halla estrictamente vinculada a las

propiedades del consorcio que puebla la filésfera del vegetal en cuestion.

En las muestras de la Regién Sierra se observan los menores valores de pH en
comparacion con las otras dos regiones en estudio, lo que nos podria sugerir una
elevada presencia de bacterias acido lacticas en la filosfera de los tres vegetales en
estudio, situacion similar a los resultados reportados por (Arias, 2010).

Hay que recordar que un factor determinante una vez iniciada esta seccion del
experimento fue el descenso gradual en el pH, mismo que permitié el desarrollo de
consorcios microbianos concretos. Si bien la mayoria de bacterias benéficas son
neutrdfilas, recordando la importancia que otorga Palomino et al. (1995) a la neutralidad
del medio como una condicion que garantiza un crecimiento mas propicio para el
microorganismo, sin embargo en esta investigacion uUnicamente de los consorcios
microbianos identificados solo Pseudomonas y Enterobacterias se apegan a esta
realidad. Las bacterias &cido lacticas presentes mayoritariamente en la filosfera del
limon (como se vera mas adelante) pueden tolerar sin dificultad valores de pH acidos
como 3, incluso se han reportado levaduras (organismos mas abundantes presentes en
los vegetales de las tres regiones) que no tendrian problemas con desarrollarse a un pH
2. Actinomicetos y Bacillus también requieren de un medio acido para su optimo
crecimiento. Para Carr et al. (2002) contadas especies microbianas podrian soportar
valores de pH mayores a 10 y menores a 2.
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4.2 Unidades formadoras de colonias de microorganismos benéficos (UFC.ml")
4.2.1Unidades formadoras de colonias de microrganismos benéficos de
acuerdo a su Region natural de procedencia (log UFC.ml™).

4.2.1.1Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos
provenientes de la Region Costa.

Los resultados de la concentracion de consorcios microbianos en log UFC.ml* de las
muestras obtenidas de la Regién se pueden observar en la Tabla 11, es visible una
mayor presencia de consorcios microbianos en la muestra de la especie de banano,

seguido de la muestra obtenida del café.

Tabla 11: Resultados de UFC.mlI! en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
provenientes de la Region Costa.

Microorganismos R1M1 R1M2 R1M3
log UFC.ml"!

Actinomyces sp. 0,1920122 1,0923154 0,2165116
Arthrobacter sp. 0,2517845 1,5546265 0,7154513
Bacillus subtilis 1,2547283 1,6032468 0,5421341
Bacillus amynoliquefaciens 0,6548815 0,9520165 0,3245798
Devaromyces sp. 0,5862142 0,7314248 0,1324754
Enterobacter sp. 1,5562448 2,9598478 1,2102154
Hanseniaspora sp. 1,0215484 1,8754674 0,1956514
Kloekera sp. 3,2211544 2,9854089 1,2345451
Kluyveromyces sp. 1,2081205 3,2016411 0,3244157
Lactobacillus acidophilus 2,2315454 2,9019878 1,0546844
Lactobacillus plantarum 1,6582145 2,3544678 1,0247032
Lactobacillus rhamnosus 1,3325148 2,2415391 0,6231845
Paenibacillus sp. 1,2016579 1,0124413 n.d.
Pseudomonas sp. 0,9658405 1,2150154 0,5743164
Pichia sp. 1,0325458 0,9512473 1,2154348
Saccharomyces cerevisae 2,2851342 3,2547634 0,2665783
Saccharomyces sp 2,0244577 3,2057958 1,0236305

Al observar la Figura 27, es evidente la elevada presencia de levaduras del género
S. cerevisae, en la muestra de cultivo elaborada a base de banano R1M2 con una media
de 3,2547634 log UFC.ml', siendo esta la mayor concentracién microbiana registrada
en la Region Costa. Seguidamente se dispone de una amplia presencia de otras
levaduras indigenas como Kluyveromyces sp, con valores que recaen en 1,2081205 y
3,2016411 log UFC ml' esta vez en las preparaciones de café R1M1 y banano R1M2
respectivamente. La menor concentracién de microbiologia en la Region se presencié
para el género Devaromyces sp., donde en ninguna de las soluciones sus valores

expresados en log UFC ml"' fue mayor a 0,7314248 log UFC.ml" (muestra de banano
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R1M2). No existe presencia significativa de Pseudomonas spp con una concentracion
de 0,5743164 log UFC.ml"" en la muestra de limén R1M3.

Las bacterias del acido lactico juegan un papel fundamental dentro de esta Region
tropical al corroborarse su presencia con géneros que van desde Lactobacillus
acidophilus con su presencia mas elevada en la muestra R1M2 de banano (2,9019878
log UFC.ml") hasta Lactobacillus rhamnosus con 2,2415391 log UFC.mlI"" en el mismo
vegetal. Dentro de Bacillus, Bacillus subtilis demostré la mayor concentracion en la
muestra de banano con 1,6032468 log UFC.ml" frente a Paenibacillus sp mismo que no
pudo ser determinado en la muestra de limon R1M3. Actinomyces sp es el mayor
representante de los actinomicetos en la Region costanera pero su presencia es de tan
solo 1,0923154 log UFC ml" en el banano R1M2 y 0,1920122 UFC ml en el café R1M1.
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Figura 27: Comparaciéon de UFC.ml" en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
provenientes de la Region Costa.
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4.2.1.2 Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos
provenientes de la Region Sierra.

De acuerdo a los resultados obtenidos y representados en la Tabla 12, se constatd
gue no existe una predominancia marcada en potencial de UFC.ml' de
microorganismos benéficos con respecto a las especies vegetales analizadas, puesto
que los valores de las concentraciones del café, banano y limén representan una

diferencia significativa unas de otras.

Tabla 12: Resultados de UFC.ml' en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
provenientes de la Region Sierra

Microorganismos R2M1 R2M2 R2M3
log UFC.ml"!
Actinomyces sp. n.d. n.d. 0,2965838
Arthrobacter sp. n.d. 0,2314735 0,6521548
Bacillus subtilis 0,3265475 0,4215487 0,5241274
Bacillus amynoliquefaciens 0,2542101 0,2315486 1,1305621
Devaromyces sp. 1,1574584 n.d. 0,6132472
Enterobacter sp. 0,8958748 1,1562129 0,4574515
Hanseniaspora sp. 0,5621484 0,4215485 0,9530147
Kloekera sp. n.d. 0,3121465 0,5321556
Kluyveromyces sp. 1,1784205 1,1251547 1,0210478
Lactobacillus acidophilus 1,1475485 1,4851775 0,3695124
Lactobacillus plantarum 0,9195684 0,5487546 1,10214
Lactobacillus rhamnosus n.d. n.d. 0,5875157
Paenibacillus sp. n.d. n.d. n.d.
Pseudomonas sp. 0,6547419 0,3621543 n.d.
Pichia sp. 1,12484557 1,1024521 0,8562144
Saccharomyces cerevisae 2,25481848 1,1845727 1,0245751
Saccharomyces sp 1,1856473 1,0512786 0,6294876

En la Region interandina la elevada presencia de levaduras del género S. cerevisiae,
recae sobre la muestra R2M1 de café con un promedio de 2,254 log UFC.ml", siendo
asi la mayor concentracién en unidades formadoras de colonias encontrada de entre
todos los géneros de levaduras identificados en las muestras de esta Region del
Ecuador. Ahora llama mucho la atencién que, en esta Region del pais, concretamente
la provincia del Azuay, existan concentraciones nulas de ciertos géneros promotores del
crecimiento en los que se incluyen Paenibacillus sp, reportado como no determinado en
todas las muestras (café, banano y limén). La presencia de bacterias del &cido lactico
es variable, es abundante en el caso de Lactobacillus acidophilus, sobre todo si se tiene
en cuenta la muestra R2M2 de banano 1,4851775 log UFC.ml", por contraparte
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Lactobacillus rhamnosus., no se registra presencia en los cultivos de café y banano
(R2M1 y R2M1), unicamente deja su huella en la solucién madre R2M3 de limdn con
una concentracion no mayor a 0,587 log UFC.ml'. No existe la presencia de
Actinomicetos en las muestras de café y banano (R2M1 y R2M2). Por otro lado la
concentracién de Pseudomonas es tan baja que incluso puede que llegara a ser
inexistente en la muestra de limén R2M3 y no superar de 0,6547419 log UFC.ml" en el
caso del café R2M1 (Figura 28). )
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Figura 28: Comparacion de log UFC.mlI-" en los medios de cultivo de microorganismos
benéficos provenientes de la Regién Sierra.
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4.2.1.3 Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos

provenientes de la Region Amazonica.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 13, se observa que en la Regién Amazénica
se identificaron mayor cantidad de UFC.ml" en la muestra obtenida del banano R3M2,
seguido del café y finalmente el limén con el menor potencial de UFC.ml ™"

Tabla 13: Resultados de UFC.mlI! en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
provenientes de la Region Amazonica.

Microorganismos R3M1 R3M2 R3M3
log UFC.ml"

Actinomyces sp. 0,6584211 1,1584217 0,3251453
Arthrobacter sp. 0,3214241 0,8513147 n.d.
Bacillus subtilis 0,5421534 1,1452144 0,4517075
Bacillus amynoliquefaciens 1,1451758 0,8951234 0,8954751
Devaromyces sp. 0,6215482 1,1475132 0,5214378
Enterobacter sp. 0,5214575 0,5321456 1,1425414
Hanseniaspora sp. 1,1584791 0,9985621 1,8512455
Kloekera sp. 0,6521474 1,1713245 0,2108627
Kluyveromyces sp. 0,8945751 0,6542153 1,1359212
Lactobacillus acidophilus 0,5321424 2,5421467 0,8451474
Lactobacillus plantarum 0,7514515 3,5474614 0,2584757
Lactobacillus rhamnosus n.d. 2,0545846 0,1255215
Paenibacillus sp. n.d. 2,0132421 n.d.
Pseudomonas sp. 0,45751321 1,5545214 0,3147821
Pichia sp. 0,31475137 2,9454989 n.d.
Saccharomyces cerevisae 0,65214831 3,2156858 0,6248501
Saccharomyces sp 1,14218473 2,4301578 0,5142143

Dos géneros microbianos tuvieron el protagonismo dada su mayor presencia en las
soluciones preparadas a base de consorcios microbianos presentes en la filosfera de
tres vegetales recolectados en la Amazonia Ecuatoriana, los mismos son bacterias del
acido lactico y levaduras. En el caso de bacterias del acido lactico; Lactobacillus
plantarum, lleva la posta sobre todo en la muestra de banano R3M2 con 3.5474614 log
UFC ml', seguido de Lactobacillus acidophilus, igualmente con una elevada
concentracion en la muestra de banano R3M2 de 2,5421467 UFC ml™'. Se identifico una
gran diversidad de levaduras entre las cuales se destaca Devaromyces sp, con una baja
poblacién en lo que refiere a unidades log UFC ml* sobre todo en la muestra de limén
R3M3 donde este valor se ubica en 0,5214378 UFC ml'. Bacillus subtilis y Bacillus
amynoliquefaciens presentan la misma concentracién de unidades formadoras de
colonias 1,1451758 UFC ml™ en el primer caso en la muestra de banano R3M2 y en el
segundo caso para el café R3M1. Arthrobacter sp no estuvo presente en la muestra de
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limén R3M3, siendo asi la menor concentracion de Actinomicetos registrada en la
Region sierra. Todos estos antecedentes estan detallados claramente en la (Figura 29).
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Figura 29: Comparacion de UFC.ml"" en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
provenientes de la Region Amazonica.

Unicamente en el café procedente de las tres regiones naturales del pais la mayor
concentracion microbiana estuvo regida por la presencia de levaduras sobre todo en
Saccharomyces, en las plantas de banano y limén se observé un aumento en la
presencia de bacterias acido lacticas sobre todo de Lactobacillus acidophilus lo que nos
indicaria que el desarrollo microbiano no esta relacionado directamente con la
localizacién geografica sino con el vegetal en el cual se desarrolla y sus metabolitos
secundarios presentes en la filésfera (como se vera detalladamente en la siguiente
seccion).

4.2.2 Unidades formadoras de colonias de microrganismos benéficos de
acuerdo a la especie vegetal en estudio (UFC.ml")

4.2.2.1 Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos
presentes en la filosfera de Coffea arabica.

En la (Tabla 14) se han agrupado los resultados de las UFC.ml-1 para todos los
medios de cultivos preparados con microorganismos benéficos de café provenientes de

las tres regiones naturales del pais.
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Tabla 14: Resultados de UFC.mI! en los medios de cultivo de microorganismos benéficos en
base a la especie vegetal en estudio: Coffea arabica.

Microorganismos R1M1 R2M1 R3M1
log UFC.ml"
Actinomyces sp. 0,1920122 n.d. 0,6584211
Arthrobacter sp. 0,2517845 n.d. 0,3214241
Bacillus subtilis 1,2547283 0,3265475 0,5421534
Bacillus amynoliquefaciens 0,6548815 0,2542101 1,1451758
Devaromyces sp. 0,5862142 1,1574584 0,6215482
Enterobacter sp. 1,5562448 0,8958748 0,5214575
Hanseniaspora sp. 1,0215484 0,5621484 1,1584791
Kloekera sp. 3,2211544 n.d. 0,6521474
Kluyveromyces sp. 1,2081205 1,1784205 0,8945751
Lactobacillus acidophilus 2,2315454 1,1475485 0,5321424
Lactobacillus plantarum 1,6582145 0,9195684 0,7514515
Lactobacillus rhamnosus 1,3325148 n.d. n.d.
Paenibacillus sp. 1,2016579 n.d. n.d.
Pseudomonas sp. 0,9658405 0,6547419 0,45751321
Pichia sp. 1,0325458 1,12484557 0,31475137
Saccharomyces cerevisae 2,2851342 2,25481848 0,65214831
Saccharomyces sp 2,0244577 1,1856473 1,14218473

Cuando nos centramos netamente en el estudio del café recolectado de las tres
regiones naturales del pais observamos amplia diversidad microbiana, Kloekera sp., una
levadura indigena se consolida como el género microbiano mas abundante de la Region
Costa R1M1, extraido a partir de la filésfera de este vegetal (3,2211544 log UFC.ml™").
Otras levaduras mas conocidas como Saccharomyces cerevisae igualmente obtuvieron
una elevada concentracion en la Region Sierra con 2,25481848 log UFC.ml, seguido
de la Region costa con 2,2851342 UFC.ml". Por otro lado existe una baja presencia de
Actinomicetos de tal suerte que Actinomyces sp., esta ausente en la sierra y se halla
extremadamente bajo en la costa con tan solo 0,1920122 log UFC.ml" (Figura 30).
Existieron tres especies claves de Lactobacillus; Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarumy Lactobacillus rhamnosus donde Lactobacillus acidophilus acumul6 hasta
2,2315454 log UFC.mlI" en la muestra de café R1M1, con Bacillus subtilis representante
de los Bacillus la mayor concentracion fue de 1,2547283 log UFC.ml" en la muestra
R1M1.
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Figura 30: Comparacion de UFC.ml"" en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
en base a la especie vegetal en estudio: Coffea arabica.

4.2.2.2 Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos
presentes en la filosfera de Musa paradisiaca.

En la (Tabla 15) pueden observarse los resultados de las UFC.ml" agrupados para
los medios de cultivos con microorganismos benéficos de banano provenientes de las

tres regiones naturales del pais.

Tabla 15: Resultados de UFC.ml! en los medios de cultivo de microorganismos benéficos en
base a la especie vegetal en estudio: Musa paradisiaca

Microorganismos R1M2 R2M2 R3M2
log UFC.ml"!

Actinomyces sp. 1,0923154 n.d. 1,1584217
Arthrobacter sp. 1,5546265 0,2314735 0,8513147
Bacillus subtilis 1,6032468 0,4215487 1,1452144
Bacillus amynoliquefaciens 0,9520165 0,2315486 0,8951234
Devaromyces sp. 0,7314248 n.d. 1,1475132
Enterobacter sp. 2,9598478 1,1562129 0,5321456
Hanseniaspora sp. 1,8754674 0,4215485 0,9985621
Kloekera sp. 2,9854089 0,3121465 1,1713245
Kluyveromyces sp. 3,2016411 1,1251547 0,6542153
Lactobacillus acidophilus 2,9019878 1,4851775 2,5421467
Lactobacillus plantarum 2,3544678 0,5487546 3,5474614
Lactobacillus rhamnosus 2,2415391 n.d. 2,0545846
Paenibacillus sp. 1,0124413 n.d. 2,0132421
Pseudomonas sp. 1,2150154 0,3621543 1,5545214
Pichia sp. 0,9512473 1,1024521 2,9454989
Saccharomyces cerevisae 3,2547634 1,1845727 3,2156858
Saccharomyces sp 3,2057958 1,0512786 2,4301578
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Al observar la Figura 31, vemos que el banano (Musa paradisiaca) se presenté mas
diversificado que el café en cuanto a su microbiologia en todas las regiones naturales
del pais. Por sobre todo destaca una amplia presencia de bacterias del &cido lactico y
levaduras, del lado de las bacterias del acido lactico Lactobacillus plantarum obtuvo una
elevada cantidad de unidades formadoras de colonias en la Regién amazonica con
3.5474614 log UFC.ml", igualmente Regién sierra con algo mas de 2,3544678 log
UFC.ml'. Vemos el ejemplo de Saccharomyces cerevisae con 3,254763 UFC.ml" en la
costa y 3,2156858 log UFC.ml"" en la Amazonia, Saccharomyces sp, registraron valores
semejantes por ejemplo en la Regién costa una lectura de 3,2057958 log UFC.ml"
dejando ver un pequefio descenso en su concentracién de UFC en el oriente con
2,4301578 log UFC.ml". Los actinomicetos como Arthrobacter sp, no consiguieron
mayor poblacion de su consorcio por ejemplo en la sierra fue su media logaritmica de
solo 0,2314735 log UFC.ml'. Finalmente se pudo constatar que existi6 una baja
concentracion de Bacillus subtilis con 0,4215487 log UFC.ml" en la Region sierra
contrarrestando a la Region costa que se llevd de por si sola el mayor porcentaje
1,6032468 log UFC ml™.
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Figura 31: Comparacion de UFC.ml"" en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
en base a la especie vegetal en estudio: Musa paradisiaca.
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4.2.2.3 Unidades formadoras de colonias en los consorcios microbianos
presentes en la filosfera de Citrus limon.

De acuerdo a los resultados obtenidos de las muestras analizadas de las plantas de
limén procedentes de las tres regiones del ecuador y representados en la Tabla 16, se
puede constatar que la muestra analizada de la Regién Sierra es la que tiene mayor
cantidad de unidades formadoras de colonias, seguida de las muestra obtenida en la
Regién Costa y con un numero menor de unidades formadoras de colonias la muestra

de café obtenida de la Regién Amazénica.

Tabla 16: Resultados de UFC.ml' en los medios de cultivo de microorganismos benéficos en
base a la especie vegetal en estudio: Citrus limon

Microorganismos R1M3 R2M3 R3M3
log UFC m"’

Actinomyces sp. 0,2165116 0,2965838 0,3251453
Arthrobacter sp. 0,7154513 0,6521548 n.d.
Bacillus subtilis 0,5421341 0,5241274 0,4517075
Bacillus amynoliquefaciens 0,3245798 1,1305621 0,8954751
Devaromyces sp. 0,1324754 0,6132472 0,5214378
Enterobacter sp. 1,2102154 0,4574515 1,1425414
Hanseniaspora sp. 0,1956514 0,9530147 1,8512455
Kloekera sp. 1,2345451 0,5321556 0,2108627
Kluyveromyces sp. 0,3244157 1,0210478 1,1359212
Lactobacillus acidophilus 1,0546844 0,3695124 0,8451474
Lactobacillus plantarum 1,0247032 1,10214 0,2584757
Lactobacillus rhamnosus 0,6231845 0,5875157 0,1255215
Paenibacillus sp. n.d. n.d. n.d.
Pseudomonas sp. 0,5743164 n.d. 0,3147821
Pichia sp. 1,2154348 0,8562144 n.d.
Saccharomyces cerevisae 0,2665783 1,0245751 0,6248501
Saccharomyces sp 1,0236305 0,6294876 0,5142143

Un género de levaduras pre—fermentativas es Hanseniaspora sp., cuya muestra
filosférica procede de la Region Amazdnica ocupa la mayor concentracién en cuanto a
unidades formadoras de colonias con 1,8512455 log UFC.ml'. Es importante mencionar
la ausencia de un importante género de Bacillus promotoras del crecimiento bacteriano
como es Paenibacillus sp en las tres regiones naturales del pais. Las bacterias del acido
lactico se hallan en una concentracién media siendo Lactobacillus rhamnosus la especie
con las menores concentraciones sobre todo en la Region Amazénica con 0,1255215
log UFC.ml-'. Actinomyces sp., presenta poblaciones bajas en las tres regiones
naturales del Ecuador asi por ejemplo en la Region Costa (la mas baja) esta en

0,2165116 log UFC.mlI"' en contraparte con la Regién Amazdnica que no puede superar
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un valor logaritmico promedio de unidades formadoras de colonias superior estimado
en 0,3251453 UFC.ml", tal y como se representa en la Figura 32.
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Figura 32: Comparacion de UFC.ml"" en los medios de cultivo de microorganismos benéficos
en base a la especie vegetal en estudio: Citrus limon.

De los resultados obtenidos de acuerdo al vegetal en estudio, se evidencia que en la
planta de café (Coffea arabica) hubo gran presencia de poblaciones de levaduras en
su filésfera con un promedio en las tres regiones de 1,01 UFC.ml". El café es el vegetal
a partir del cual se prepara la bebida mas popular conocida en el planeta que lleva su
mismo nombre, sus componentes ricos en compuestos nitrogenados, &cidos volatiles
como el &cido acético, hidratos de carbono no saturados, diterpenos, acidos no volatiles
como el acido piravico y tartarico explicarian la predominancia de estos organismos por
sobre otras poblaciones microbianas (Mazinani et al, 2017a). S. cerevisae ha
demostrado su presencia en la filosfera del café por sobre otras especies de levaduras,
sobre todo en la Region Costa y Amazonia, en base a las investigaciones de Yadav et
al. (2017) se puede advertir que dichos organismos sienten una poderosa atraccioén por
esteres fenodlicos presentes en el café resultados de la union éster entre el acido quinico
y el acido cafeico llamados acidos clorogénicos otra poderosa razén que podria explicar
la masiva presencia de esta especie en la filosfera de esta planta familia de las
Rubiaceae (Gotteland & de Pablo V, 2007b).

En las muestras filosféricas preparadas a base del banano (Musa paradisiaca), el
grupo de microrganismos predominantes fueron las bacterias acido lacticas. La elevada
presencia de estos organismos sobre todo en Lactobacillus acidophilus, podria
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explicarse por su acentuado contenido de compuestos fendlicos como la galocatequina
y la dopamina, sumado a un exacerbado incremento de catecolaminas y de antocianinas
(cianidina) sobre todo en el raquis del banano y en su filésfera, mas una rica mezcla de
esteroles y triterpenos como él campesterol (Castro, 2015). Para Bermudez Camacho
(2016), estos metabolitos secundarios del vegetal son los encargados mayoritarios en
la regulacién de la interaccién vegetal-microorganismo dado su pH éptimo de 3 que
garantiza y posibilita el adecuado crecimiento de bacterias acido lacticas; donde ademas
participan otros factores tales como los criterios ecolégicos que envuelven a la planta
de banano, el genotipo de la lavadura y otros exudados propios de la filésfera del
vegetal.

En el limén la poblacién de microrganismos mayoritaria resultaron ser las bacterias
del acido lactico sobre todo Lactobacillus acidophilus esto debido al descenso en el pH
del medio a valores incluso menores a 4 donde Lactobacillus vive y se desarrolla
plenamente sin mayor interferencia por microrganismos competidores como levaduras.
Como lo describe en sus estudios Villanueva (2007), la presencia de compuestos de pH
acido menores a 6 como acidos gamma terpineno, cafeico, lactico y betacarotenos
vuelve a la filosfera en el lugar ideal para el crecimiento de bacterias del acido lactico
como los Lactobacillus. Pese a que siempre las partes aéreas vegetales se hallan
dominadas en su mayoria por levaduras y hongos en este caso la mayor presencia de
bacterias del acido lactico podria deberse a exudados de la cuticula de tipo poliméricos
que facilitan y posibilitan el desarrollo de estos géneros bacterianos en particular
(Villanueva, 2006).
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4.2.3 Unidades formadoras de colonias por especie de microrganismos
benéficos (UFC.ml")

4.2.3.1 Unidades formadoras de colonias de Actinomyces sp.

Cuando analizamos en detalle Unicamente las unidades formadoras de colonias de
Actinomyces sp., podemos ver que el mismo exhibié una baja poblacién en las tres
regiones naturales del pais, asi como en los tres tipos de vegetales caracterizados
(Tabla 17).

Tabla 17: Resultados de UFC.mI' de Actinomyces sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos

log UFC.ml"!

Actinomyces sp. 0,1920122 1,0923154 0,2165116  n.d nd  0,2965838 0,6584211 1,1584217 0,3251453

Actinomyces sp no estuvo presente en las muestras de café y banano en la Region
Sierra y su mayor concentracion fue de 1,1584217 log UFC.ml" en la muestra de banano
recolectada en la Amazonia. En la Region costa el mayor valor recay6 en 1,0923154 log
UFC.ml" (R1M2 muestra de banano) por otro lado el valor menor fue de 0,1920122 log
UFC.ml" (R1M1 muestra de café). Todos estos resultaos pueden verse esquematizados
en la Figura 33.
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Figura 33: Comparacion de UFC ml-' de Actinomyces sp.
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4.2.3.2 Unidades formadoras de colonias de Arthrobacter sp.

Este Actinomiceto; Arthrobacter sp no exhibi6 poblaciones predominantes en ninguna
de las locaciones geograficas de las que fue extraido y de ninguna de las muestras
vegetales en cuestion (Tabla 18)

Tabla 18: Resultados de UFC.mlI"' de Arthrobacter sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos
log UFC.m™!
Arthrobacter sp. 0,2517845 1,6546265 0,7154513 nd 0,2314735 0,6521548 0,3214241 0,8513147 n.d

No se pudo confirmar su presencia en la muestra de café R2M1 procedente de la
Regidn Sierra tampoco en la muestra de limén R3M2 de la Region Amazonia y en lo
que respecta la Region Sierra su mayor cantidad de unidades formadoras de colonias
se registrd en la muestra de banano R1M2 con 1,5546265 log UFC.ml" (Figura 34).
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Figura 34: Comparacion de UFC.ml-' de Arthrobacter sp.
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4.2.3.3 Unidades formadoras de colonias de Bacillus subtilis.

En el andlisis de los resultados de los Bacillus concretamente con Bacillus subtilis
(Tabla 19) es evidente el incremento de las concentraciones de UFC.ml™" con respecto
a los actinomicetos, por lo menos ya no existe ausencia en ninguna de las regiones

naturales.

Tabla 19: Resultados de UFC.mI' de Bacillus subtilis.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos

log UFC.mlI!
Bacillus subtilis 1,2547283  1,6032468  0,5421341  0,3265475  0,4215487  0,5241274  0,5421534  1,1452144  0,4517075

La concentracién mas baja se presentd en la Region Sierra en la muestra de café
R2M2 con 0,3265475 log UFC.ml" contrarrestando a la Regién Costa donde se
evidencio la mayor poblacién microbiana de Bacillus subtilis con 1,603246 log UFC.ml"
en la muestra de banano R1M2 (Figura 35).
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Figura 35: Comparacion de UFC.ml"' de Bacillus subtilis.
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4.2.3.4 Unidades formadoras de colonias de Bacillus amynoliquefaciens.

En el caso de Bacillus amynoliquefaciens en ninguna de las regiones naturales del
pais, de las tres muestras vegetales recolectadas de la filésfera vegetal la poblacion
expresada como log UFC.ml" fue mayor a 1,1451758 (Tabla 20).

Tabla 20: Resultados de UFC.mlI' de Bacillus amynoliquefaciens.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos
log UFC.m"!
Bacillus
amynoliquefaciens 0,6548815 0,9520165 0,3245798 0,2542101 0,2315486  1,1305621  1,1451758 0,8951234  0,8954751

La Regién con las mayores concentraciones fue la Amazonia donde el café R2M3
obtuvo 1,1305621 UFC.ml"'. En la Region Sierra se constatd la menor concentracion en
la muestra de banano R2M2 con 0,2315486 UFC.ml", finalmente en la Regién Costa la
menor poblacidon logaritmica para unidades formadoras de colonias fue en el limén
R1M3 con 0,3245798 UFC.ml", mientras que la mas representativa de café R1M1 con
0,6548815 UFC ml™.
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Figura 36: Comparacion de UFC.ml"' de Bacillus amynoliquefaciens.
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4.2.3.5 Unidades formadoras de colonias de Devaromyces sp.

De acuerdo al tipo de muestra y Regién de donde fue recolecta quien presento mayor
presencia de unidades formadoras de colonias de Devaromyces sp., fue la muestra
R2M1 perteneciente a la planta de café tomada de la Regién Sierra seguido de la
muestra R3M2 obtenida de la plata de banano en la Regién Amazonica sin embargo no
se constatd su presencia en la muestra R2M2 perteneciente al banano recolectado en
la Amazonia (Tabla 21).

Tabla 21: Resultados de UFC ml-' de Devaromyces sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos
log UFC.m"!
Devaromyces sp. 0,5862142 0,7314248 0,1324754 1,1574584 nd 0,6132472 0,6215482 1,1475132 0,5214378

Devaromyces sp, quiza es el representante de esta categoria microbiana con menor
presencia en todas las muestras recolectadas en las tres regiones (Figura 37). En la
sierra concretamente en café R2M1 se presentan la mayor concentracion 1,1574584 log
UFC.ml", sin embrago en la muestra de banano de la misma Regién no se determinaron
UFC.ml"'. En la Region Costa se detect esta especie en todas las muestras aunque en
la muestra de limén R1M3 Gnicamente se consolida con 0,1324754 log UFC.ml"" siendo
ligeramente rebasado por el banano con 0,7314248 log UFC.ml'. En la Amazonia se
localiz6 la mayor poblacion de esta Saccharomycetaceae en el banano R3M2
(1,1475132 log UFC.ml"), relegando al limén R3M3 como la poblacién mas pobre de las
muestras analizadas de esta Regién con solo 0,5214378 log UFC.ml™.
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Figura 37: Comparacion de UFC.ml-' de Devaromyces sp.
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4.2.3.6 Unidades formadoras colonias de Enterobacter sp.

Tal y como se observa en la Tabla 22, la presencia de esta Enterobacteriaceae es
moderada en términos logaritmicos de UFC.

Tabla 22: Resultados de UFC de Enterobacter sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismos

log UFCm-!
Enterobacter sp. 1,56562448 2,9598478  1,2102154  0,8958748  1,1562129  0,4574515 0,5214575 0,5321456  1,1425414

La Region Costa alberga las mayores unidades formadoras de colonias sobre todo
la muestra preparada a base de banano R1M3 con 2,9598478 log UFC.ml" seguido del
limén con una poblacién menos significativa de tan solo 1,2102154 log UFC.ml". La
Region Amazédnica pese a su condicion tropical es la Regién con menor presencia de
esta bacteria oportunista que combinada con rizobacterias (PGPR) puede acelerar el
crecimiento vegetal, de tal suerte que el limén R3M3 puede ostentar una media de
1,1425414 UFC.ml"' no asi el banano R3M2 que no logra pasar de 0,5321456 UFC.ml-
' (Figura 38).

3,00
2,50
2,00

1,50

log UFC ml-!
E

0,5

o

| I | = Enterobacter sp.

RiIM1 RiM2 RiM3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Muestra

0,00

Figura 38: Comparacion de UFC.ml' de Enterobacter sp.
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4.2.3.7 Unidades formadoras de colonias de Hanseniaspora sp.

Tabla 23: Resultados de UFC ml' de Hanseniaspora sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.m"!
Hanseniaspora
sp. 1,0215484  1,8754674  0,1956514  0,5621484  0,4215485  0,9530147  1,1584791  0,9985621  1,8512455

En la Region Sierra (locacion con menor presencia de esta levadura) el limén R2M3
fue el vegetal con mayor concentracion de Hanseniaspora sp, con 0,9530147 log
UFC.ml", adjudicando al banano R2M2 como el menos poblado en su zona con
0,4215485 log UFC.ml". La Costa sobre todo con el banano R1M2 llego a presentar un
valor de 1,8754674 UFC.ml" para Hanseniaspora sp, mientras que el limén R1M3
0,1956514 log UFC.ml" representa la concentracion méas bajo alcanzado por este
microorganismo dentro de todo el estudio (Figura 39).
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Figura 39: Comparacion de UFC.ml" de Hanseniaspora sp.
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4.2.3.8 Unidades formadoras colonias de Kloekera sp.

Cuando analizamos el caso de la levadura indigena Kloekera vemos ausencia en la

Regiodn interandina o Sierra para la muestra de café R2M1 en contraste con un valor

elevado de 3,2211544 log UFC.ml" en la Costa en el mismo vegetal que de por si se

constituye como la poblacion mas abundante de este microorganismo de entre todas las

regiones. En la Amazonia los valores son medianamente bajos siendo la muestra de

banano la méas prominente con 1,1713245 log UFC.ml" frente a la muestra de limén,

con tan solo 0,2108627 log UFC.ml"'. Todos los datos pueden verse en la Tabla 24 y

Figura 40.

Tabla 24: Resultados de UFC.mlI' de Kloekera sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo

log UFC.mlI!
Kloekera sp. 3,2211544  2,9854089  1,2345451 nd 0,3121465  0,5321556  0,6521474  1,1713245  0,2108627
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Figura 40: Comparacion de UFC.ml' de Kloekera sp.
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4.2.3.9 Unidades formadoras de colonias de Kluyveromyces sp.

Las levaduras son sin duda alguna los microrganismos mas abundantes registrados
durante el curso de esta investigacion sumandose a este listado Kluyveromyces sp.
(Tabla 25).

Tabla 25: Resultados de UFC.ml-' de Kluyveromyces sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI-!
Kluyveromyces
sp. 1,2081205  3,2016411 0,3244157  1,1784205  1,1251547  1,0210478  0,8945751 0,6542153  1,1359212

La Regién Amazénica presento una baja poblacién de esta levadura colocando al
café R3M1 como la muestra menos prominente con tan solo 0,8945751 log UFC.ml" y
al limén R3M3 con 1,1359212 log UFC.ml". La Regién costanera, como hemos visto en
muchos de los casos anteriores dado su caracter tropical tiende a concentrar las
mayores poblaciones microbiologicas de tal suerte que con Kluyveromyces spp la
muestra de banano R1M2 presento una concentracion de 3,2016411 log UFC.ml"
comparada con el limén que escasamente contiene 0,3244157 log UFC.ml". Todos los

datos expuestos anteriormente estan claramente expuestos en la (Figura 41).
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Figura 41: Comparacion de UFC.ml'de Kluyveromyces sp.
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4.2.3.10 Unidades formadoras de colonias de Lactobacillus acidophilus.

Al empezar el andlisis de las bacterias del acido lacticas salta en escena
inmediatamente Lactobacillus acidophilus,

Tabla 26: Resultados de UFC ml-' de Lactobacillus acidophilus.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI!
Lactobacillus
acidophilus 2,2315454 2,9019878 1,0546844 1,1475485 1,4851775 0,3695124 0,5321424 2,5421467 0,8451474

En la Region Costa se acumularon las mayores poblaciones de Lactobacillus
acidophilus con 2,9019878 log UFC.mlI"" dejando relegado al limon como el vegetal
menos poblado por esta bacteria acido lactica (1,0546844 log UFC.ml"). La Region
Sierra pasa a ser la Region que obtuvo los menores valores de unidades formadoras de
colonias expresadas en UFC ml " haciéndose este hecho evidente en el limén R2M3 con
0,3695124 log UFC.ml'. Teniendo presente finalmente a la Region Amazodnica en la
cual la poblacién microbiana filosférica concentrada en el banano R3M2 se mostr6 como

el hospedero mayoritario de este bacilo con 2,5421467 log UFC.ml".
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Figura 42: Comparacion de UFC.ml"' de Lactobacillus acidophilus.
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4.2.3.11 Unidades formadoras de colonias de Lactobacillus plantarum.
Tabla 27: Resultados de UFC.mlI' de Lactobacillus plantarum.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI-!
Lactobacillus
plantarum 1,6582145  2,3544678  1,0247032  0,9195684  0,5487546 1,10214  0,7514515  3,5474614  0,2584757

Existe una abundante presencia de Lactobacillus plantarum en la muestra recogida
a partir de la filésfera del banano codificada R3M2 con 3,5474614 log UFC.ml",
mostrando al mismo tiempo una menor cantidad en el limén 0,2584757 log UFC.ml
(Figura 43). La Regién que abarca la mayor poblacion de esta bacteria es nuevamente
la Costa con 2,3544678 log UFC.ml"' con el banano dejando por detras al limén con tan
solo 1,0247032 log UFC.ml". La Region interandina o Sierra se lleva los peores
promedios puesto que para el banano Unicamente el promedio logaritmico de sus
unidades formadoras de colonias es de solo 0,5487546 dejando entre ver al limén como
el mayor acumulador de este bacilo (1,10214 log UFC.ml"). Como ya es tipico en cada
uno de los resultados que hemos ido revisando todos estdn concentrados para el

presente caso en la Tabla 27.
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Figura 43: Comparacion de UFC.ml' de Lactobacillus plantarum.
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4.2.3.12 Unidades formadoras de colonias de Lactobacillus rhamnosus.

Lactobacillus rhamnosus es la que ha registrado los menor concentracién de
unidades formadoras de colonas de tal suerte que incluso no se determinaron UFC.ml"
en 3 muestras sobre todo en la Region Sierra especificamente en las muestras extraidas
a partir del café R2M1 y banano R2M2. Igualmente en la Amazonia se presentd otra
ausencia de este microrganismos acido lacticos basicamente en R3M1 correspondiente
a la muestra de café.

Tabla 28: Resultados de UFC.ml' de Lactobacillus rhamnosus.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1  R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.ml"
Lactobacillus
rhamnosus 1,3325148 2,2415391 0,6231845 n.d n.d 0,5875157 nd 2,0545846 0,1255215

En la Costa se registro la mayor diversidad de esta bacteria acido lactica sobre todo
en el banano R1M2 (2,2415391 log UFC.ml") dejando entre ver que el limén continua
siendo tendencia con el menor concentracion de UFC.ml" con 0,6231845 log UFC.ml.
Véase Figura 44.
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Figura 44: Comparacion de UFC.ml' de Lactobacillus rhamnosus.
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4.2.3.13 Unidades formadoras de colonias de Paenibacillus sp.

En Paenibacillus spp claramente se muestra como la poblacién microbiana con
mayores ausencias en todas las regiones naturales del pais y en varias muestras
vegetales (Tabla 29).

Tabla 29: Resultados de UFC.mI' de Paenibacillus sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI-
Paenibacillus
sp. 1,2016579 1,0124413 n.d n.d n.d n.d n.d 2,0132421 n.d

En la muestras de la Region Sierra no se observa presencia de Paenibacillus sp., asi
por ejemplo en la muestra de limon R1M3 siendo el café R1M1 la muestra prioritaria con
1,2016579 log UFC.ml". La Sierra no presento unidades formadoras de colonias de esta
bacteria en ninguna de las poblaciones vegetales estudiadas y finalmente la Region
Amazonica el unico vegetal de cuya filosfera se prepar6 un consorcio microbiano y pudo
identificarse a este bacilo fue el banano con una concentracion de 2,0132421 log
UFC.ml" (Figura 45).
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Figura 45: Comparacion de UFC.ml"' de Paenibacillus sp.
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4.2.3.14 Unidades formadoras de colonias de Pseudomonas sp.

La concentracién de Pseudomonas en las tres regiones naturales del pais es
medianamente baja, acentuandose mas este patron en la Regién Sierra donde se
observa ausencia del género bacteriano en la muestra R2M3 correspondiente a limén
(Tabla 30).

Tabla 30: Resultados de UFC.mI' de Pseudomonas sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI-!
Pseudomonas
sp. 0,9658405  1,2150154  0,5743164  0,6547419  0,3621543 nd 0,45751321 1,56545214  0,3147821

La Regién Costa se posiciona como el mayor aglomerado de vida microbiana sobre
todo con el banano 1,2150154 log UFC.ml" dejando a la muestra de limén R1M3 como
la menos poblada con tan solo 0,5743164 log UFC.mlI" (Figura 48). Finalmente en la
Amazonia la tendencia de bajas concentraciones se mantuvo sobre todo en la muestra
de limén R3M3 (0,3147821 log UFC.ml") siendo ligeramente superado por el banano
gue presento un valor de 1,5545214 log UFC.ml".
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1,00
0,80
H Pseudomonas sp.
0,60
0,4
0!2 l l
—

0,00
R1IM1  RiIM2 RiM3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Muestra

log UFC.ml-!
o

o

Figura 46: Comparacion de UFC.ml' de Pseudomonas sp.
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4.2.3.15 Unidades formadoras de colonias de Pichia sp.

Finalmente ya dentro de las levaduras nos toca analizar al género Pichia sp que
registré su mayor concentracion en la Region Amazdénica concretamente en la muestra
de banano R3M2 2,9454989 log UFC.ml".

Tabla 31: Resultados de UFC.mI' de Pichia sp.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo

log UFC ml"
Pichia sp. 1,0325458 0,9512473 1,2154348 1,12484557 1,1024521 0,8562144 0,31475137  2,9454989 n.d

La Regién Sierra se consolido como la mayor precursora en lo que respecta a la
acumulacion de unidades formadoras de colonias expresadas como UFC.ml’
presentando a la muestra de café R2M1 como la mas poblada por las diferentes
especies de Pichia sp (1,12484557 log UFC.ml"). Por ultimo en el litoral Ecuatoriano
es decir la Regién Costa la maxima aglutinacion se hizo notoria en la muestra de limén
R1M3 con 1,2154348 log UFC.ml", tal como se observa en la Figura 47 y se detalla en
la Tabla 31.
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1,50
u Pichia sp.

log UFC ml-!
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0,5
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RiIM1  RIM2 RiM3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Muestra

0,00

Figura 47: Comparacion de UFC.ml" de Pichia sp.
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4.2.3.16 Unidades formadoras de colonias de Saccharomyces cerevisae.

De todas las levaduras que han sido estudiadas y analizadas en esta tesis
Saccharomyces cerevisae es la que presenta las mayores concentraciones de unidades
formadoras de coloniassiendo la Regién Costa la que presenta mayor concentracién
sobre todo en la muestra de banano.

Tabla 32: Resultados de UFC.ml' de Saccharomyces cerevisae.

. . R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Microorganismo
log UFC.mlI"!
Saccharomyces
cerevisae 2,2851342 3,2547634 0,2665783  2,25481848  1,1845727 1,0245751  0,65214831  3,2156858 0,6248501

Continuando con la Regién Costa R1M2 presenta la mayor concentracién con
3,2547634 log UFC.ml" pero evidenciado poca aglomeracion bacteriana en el limén
R1M3 (0,2665783 log UFC.ml"). En la Regidon Amazénica la muestra de banano R3M2
se consolida como la mayor poblacién de la levadura fermentadora de cerveza
alcanzando una cifra de 3,2156858 log UFC.ml" (Tabla 32 y Figura 48).
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2,00
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1,00
0,50
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Muestra

log UFC.ml-!

Figura 48: Comparacion de UFC.ml' de Saccharomyces cerevisae.
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4.2.3.17 Unidades formadoras de colonias de Saccharomyces sp.

Para concluir la investigacién en el ultimo género de levaduras tenemos a
Saccharomyces sp., la concentracidon logaritmica de unidades formadoras de colonias
se reduce visiblemente frente a otras especies particulares de este tipo de
microrganismos (Figura 49).

Tabla 33: Resultados de UFC.mlI-' de Saccharomyces sp.

R1M1 R1M2 R1M3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3

Microorganismo
log UFC.mlI!

Saccharomyces sp  2,0244577 3,2057958 1,0236305 1,1856473 1,0512786 0,6294876 1,14218473 2,4301578 0,5142143

Aun asi se observa que la Region Costanera, en su muestra R1M2 de banano se
adjudica como la mayor poblacion de las diferentes especies de Saccharomyces con
3,2057958 log UFC.ml"' mientras que la muestra de limén en la Region Amazénica tan
solo presenta una concentracion de 0,5142143 log UFC.ml". Finalmente la Region
Sierra el café R2M1 las mayores unidades formadoras de colonias 1,1856473 log
UFC.mlI" contrario a lo suscitado en la muestra de limén que nuevamente resulta ser la
menos prioritaria para la concentracion de las diferentes especies de Saccharomyces
sp. (0,6294876 log UFC.ml™").

3,50
3,00
2,50
2,00

1,50 Saccharomyces sp

S LILr

0,00
R1M1 RiM2 RiM3 R2M1 R2M2 R2M3 R3M1 R3M2 R3M3
Muestra

log UFC ml-!

o

Figura 49: Comparacion de UFC.ml"' de Saccharomyces sp.

Finalmente los géneros y las especies microbianas difieren principalmente de
acuerdo al vegetal en el cual pueblen su filésfera, ahora existen otros factores ambientes
propios de la Regién natural de donde han sido recolectados (temperatura, humedad,
radiacion ultra violeta, etc.) que condicionan la mayor o menor supervivencia de las
colonias microbianas (Arias, 2010).
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Cada uno de los microorganismos identificados cumplen una funcién muy importante

para el desarrollo de la planta hospedera lo cual se detalla en la Tabla 34.

Tabla 34: Beneficios de las poblaciones microbianas a cada especie vegetal en estudio en
base a las referencias de diferentes autores en estudio.

Microorganismos

Café

Banano

Limén

Actinomyces sp.

Arthrobacter sp.

Los actinomicetos una
presentes en la filésfera del
café contribuyen a solubilizar
el fosforo insoluble mediante la
produccion de acidos
orgéanicos, fosfatasas y
quelasas.

Sintesis de una gran cantidad
de bioactivos capaces de
controlar el crecimiento de
fitopatdgenos propios del
banano.

Biodegradacion de
compuestos toxicos
provenientes de
actividades
antropogénicas en el limon
(Franco-Correa, 2015)

Bacillus subtilis

Bacillus
amynoliquefaciens

Paenibacillus sp.

Brinda proteccion contra
patdgenos propios del café
como la broca Hypothenemus
hampei.

Liberacion controlada de
biocoloides microbianos que
encapsulan productos
metabolicos nocivos del medio
endosferico (Gotteland & de
Pablo V, 2007b).

Fijacion biolégica de
nitrégeno (FBN) por medio
de asociacién con
rizobacterias.

Devaromyces sp.
Hanseniaspora sp.
Kloekera sp.

Kluyveromyces sp.

Contribuyen en la biocatilisis
enzimatica y en diferentes
rutas bioquimicas del café
como la del piruvato.

Ayudan a activar cofactores
digestivos en el metabolismo
del vegetal

Formacion de acidos
organicos de alto peso
molecular y fermentacién
de azucares reductores
(Castro, 2015).

Las Enterobacterias en el café
son capaces de generar

Inhibidores del crecimiento de

Ayudan a la liberacién de
factores enzimaticos que
conducen a importantes

Enterobacter sp. proteinas estructurales como células fungicas que afectan rutas de degradacion de
las subtilinas (Gotteland & de las raices del banano dados toxi del
Pablo V, 2007a) exugados toxicos de
’ metabolismo vegetal.
Lactobacillus Los Lactobagill den
acidophilus Generan antibiéticos de 0s Lactobacilius puede Los Lactobacillus
p . llegar a intervenir en la : )
. caracter fungicida para luchar i mantienen siempre una
Lactobacillus : . degradacion de azucares "
que permite al café luchar elevada produccién de
plantarum ! reductores en las partes lat . | b
contra hongos patégenos aéreas del banano (Castro quelatos minerales sobre
Lactobacillus (Mazinani et al., 2017a) 2015) ’ todo de hierro.
rhamnosus

Pseudomonas sp.

Trabajan en la produccion de
grupos sideréforos simples
que ayudan a mantener
niveles estables de Fe 3+.

Participan en la secrecion de
enzimas que condicionan
directamente el metabolismo
de los alcoholes en el banano.

De acuerdo a Villanueva
(2007), las Pseudomonas
coadyuvan a la sintesis de
enzimas que incrementan
el contenido de materia
orgéanica

Pichia sp.

Saccharomyces
cerevisae

Saccharomyces sp.

Al incrementar el contenido de
biomasa estas levaduras
pueden promover crecimiento
de raices y nédulos
radiculares del vegetal.

Estas levaduras son capaces
de incrementar el potencial de
movilidad de elementos como
Cu, Niy Zn alo largo de las
partes aéreas del banano.

Las propiedades
simbiéticas del limon se
ven visiblemente
aumentadas como la
fijacién del nitrégeno y la
recaptura del fosforo
sumado a un incremento
de la nodulacién en la
rizosfera (Bhattacharya
(2016).
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CAPITILO V

5. CONCLUSIONES

1. Todas las tres especies vegetales provenientes de las tres regiones
naturales del pais presentaron una elevada concentracion de
microorganismos benéficos en su filosfera donde destacan seis generos
microbianos plenamente definidos: Levaduras, Bacillus, Lactobacillus,
Actinomicetos, Pseudomonas y Enterobacterias.

e La planta de café (Coffea arabica) procedente de las tres regiones naturales
del Ecuador presento una elevada poblacién de levaduras con un promedio
de 1,011 log UFC.ml".

e (Musa paradisiaca) procedente de las tres regiones naturales del Ecuador
presento una mayor diversidad en lo que respecta a sus consorcios
microbianos de bacterias acido lacticas por sobre otros organismos con un
promedio de 1,9640 log UFC.ml™"

e La planta de limén (Citrus limon) procedente de las tres regiones naturales
del Ecuador presento al igual que el banano una elevada poblacién de
bacterias acido lacticas, particularmente de Bacillus acidophilus, expresadas
como unidades formadoras de colonias por sobre otros organismos con un
promedio de 0,6656 log UFC.ml"

2. La poblacion microbiana presentes en la filosfera de los tres vegetales
recolectados en las tres regiones naturales del Ecuador esta relacionada
directamente a las propiedades fitoquimicas de la planta, presentando
poca influencia la Region natural de la cual fueron recolectadas, pero en

general todos los grupos microbianos fueron generales a los tres vegetales
en todas las locaciones estudiadas.

e Dentro del grupo de las levaduras se concentraron microorganismos como
Devaromyces spp, Hanseniaspora spp, Kloekera spp, Kluyveromyces spp,
Pichia spp, Saccharomyces cerevisae y Saccharomyces spp.

e Actinomyces spp y Arthrobacter spp fueron los representantes de los

Actinomicetos.

e Bacillus subtilis, Paenibacillus spp y Bacillus amynoliquefaciens, estuvieron
englobados dentro de los Bacillus.

.



Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum 'y Lactobacillus rhamnosus
fueron los tres grandes lideres de las bacterias del acido lactico.

Diferentes especies de Pseudomonas sp la filésfera de las tres especies
vegetales estudiadas siendo representativos por sobre otros géneros
identificados.

Enterobacter spp también estuvo presente dentro de los consorcios
microbianos filosféricos de los tres vegetales (café, banano y limén)
procedentes de las tres regiones naturales del Ecuador.

En las regiones naturales Costa y Sierra el consorcio microbiano
predominante fue las levaduras situacion que se torné distinta en la Amazonia
donde hubo un incremento despunte de las bacterias del &cido lactico,
ocasionado por la mayor presencia de estos organismos en las muestras de

limén.
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1.

CAPITULO VI

6. RECOMENDACIONES

El efecto de los consorcios microbianos benéficos deberia ser probado en base a
pruebas de laboratorio sobre plagas y enfermedades que afecten a los tres tipos de
vegetales como es el caso del café se incluye a Hypothenemus hampei (broca del
café), para el banano Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka) y finalmente en el limén
(Alternaria spp).

Promover la inoculacion de los consorcios microbianos elaborados a partir de las
tres muestras vegetales en diferentes especies cultivables enfocados a incrementar
la productividad y el rendimiento agronémico.

Incentivar un mayor nimero de estudios la sobre identificacion y caracterizacion de
microrganismos benéficos en la filésfera de otros cultivos, valorando
verdaderamente si la Regién natural de la que provienen incide directamente en las

concentraciones de unidades formadoras de colonias de microorganismos.
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ANEXOS

Anexo 1: Fotografias de recoleccién de muestras.
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Anexo 2: Tabla de resultados de caracterizacion de microorganismos benéficos proporcionados por el laboratorio.
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