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RESUMEN

Los microrganismos son de vital importancia para los ecosistemas, ya que de ellos depende la
consecucion de los ciclos de los nutrientes y relaciones de mutualismo y antagonismo en todos los
sistemas productivos y naturales.

La presente investigacion tuvo como objetivo el caracterizar consorcios bacterianos presentes en
rosas de corte variedad Mondial®, en tres diferentes pisos altitudinales. Para el cumplimiento de
esta se ejecuto en dos fases, la primera consistid en recolectar muestras de suelo, hojas y flores del
cultivo antes mencionado en las parroquias de Guaytacama (Cotopaxi), Tabacundo (Pichincha) y
Mulalé (Cotopaxi), las mismas que se encuentran a un piso altitudinal de 2900, 3000 y 3100 msnm
respectivamente, de las cuales en la segunda fase se aislé en un medio de cultivo no selectivo donde
se obtuvo colonias bacterianas presentes en cada una de ellas, posteriormente se inoculé estas en
dos medios selectivos (Cetrimide y MacConkey) y en un medio general Mueller Hinton cada uno
con tres repeticiones. Con el crecimiento de los consorcios bacterianos en los medios se efectu6 la
caracterizacion morfologica, por percepcion éptica, de tres personas, evaluando los siguientes
parametros: forma, elevacion, margen, apariencia, propiedad Optica, pigmentacion y textura,
también se realizo la Tincion Gram para su Identificacion.

Con los datos obtenidos, se determiné que los consorcios bacterianos para suelo, hojas y flores a
los 2900 msnm presentaron una forma irregular (56%), apariencia brillante (100%), propiedades
Opticas opacas (89%), con pigmentacion (78%) y textura lisa (56%). A los 3000 msnm se
mantienen las caracteristicas de forma irregular (56%), apariencia brillante (89%), propiedades
Opticas opacas (100%); pero difieren por la falta de pigmentacion (56%) y textura rugosa (56%).
Y en los 3100 msnm se mantiene forma irregular (67%), apariencia brillante (100%), propiedad
Optica opaca (89%), y difiere a los 2900 msnm con la presencia de pigmentacion (56%) y a los
3000 msnm con una textura lisa (67%).

Se identifico que en los tres pisos altitudinales existe la presencia de bacilos Gram negativos sobre
el 60% en muestras de suelo. Sobre el 50% en muestras de hojas y sobre el 56% en muestra de
flores.

Palabras clave: Consorcios bacterianos, pisos altitudinales, medios selectivos, morfologia, tincion
Gram.
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ABSTRACT

Microorganisms are of vital importance for ecosystems, since the achievement of nutrient cycles
and relationships of mutualism and antagonism in all productive and natural systems depends on
them.

The objective of this research was to characterize bacterial consortia present in Mondial® export
roses, in three different altitudinal levels. There were two phases to comply it, the first one was to
collect samples of soil, leaves and flowers of the aforementioned crop in the parishes of
Guaytacama (Cotopaxi), Tabacundo (Pichincha) and Mulal6 (Cotopaxi), which are located at an
altitudinal level of 2900, 3000 and 3100 m.s.l. respectively; in the second phase a non-selective
culture medium was isolated where bacterial colonies appeared, subsequently these were
inoculated in two selective media. (Cetrimide and MacConkey) and in a general medium Mueller
Hinton each with three repetitions. With the growth of the bacterial consortia in the media,
morphological characterization was carried out, by optical perception of three people, who
evaluated the following parameters: shape, elevation, margin, appearance, optical property,
pigmentation and texture, Gram Staining was also performed for its identification.

With the data obtained, it was determined that the bacterial consortia for soil, leaves and flowers
at 2900 meters above sea level presented an irregular shape (56%), shiny appearance (100%),
opaque optical properties (89%), with pigmentation (78%) and smooth texture (56%). At 3000
meters above sea level, the characteristics of irregular shape (56%), shiny appearance (89%),
opaque optical properties (100%) are maintained; but they differ due to the lack of pigmentation
(56%) and rough texture (56%). And at 3100 meters above sea level, the irregular shape is
maintained (67%), shiny appearance (100%), opaque optical property (89%), and it differs at 2900
meters above sea level with the presence of pigmentation (56%) and at 3000 meters above sea level
with a smooth texture (67%).

It was identified that in the three altitudinal levels there is the presence of Gram negative bacilli
over 60% in soil samples. Over 50% in leaf samples and over 56% in flower samples.

Keywords: Bacterial consortia, altitudinal levels, selective media, morphology, Gram staining.



INDICE DE CONTENIDOS

DECLARACION DE AUTORIA ..ot i
AVAL DEL TUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION........cccovviereiererereeeeeee s v
AVAL DE LOS LECTORES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION........ccccooevrrreererrnnenes Vi
AGRADECIMIENTO ..ottt vii
)= 0] (07N 0] = 1 SO viii
RESUMEN ...ttt sttt iX
ABSTRACT oottt et st X
INDICE DE CONTENIDOS......oouiiiiieeiieesctseee ettt esas st snae s Xi
INDICE DE TABLAS ..ottt XVi
INDICE DE FIGURAS ..ottt es ettt sen s Xvii
1. INFORMACION GENERAL ....ooovuieiieeeeeeseeeeeeeee s eeseesees s, 1
2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO ..ot sesies s 2
3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO ....oouiiiieieseeeeeeeiesseeeeesees s sssess s sessessesnaen s 3

3.1 BenefiCiarios GIFECLOS .......c.vciuiiiiiieie et ae e ane e 3

3.2 BenefiCiarios INGITECIOS. .......coiuiiiie et re e srre e ere e 3
4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION ......coooieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesveeee e 3
B, OBUIETIVOS ...ttt 4

5.1 (C1= g =T - BSOSO USPRRRPR 4

5.2 ESPECITICO oottt nra e anre 4

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBIJETIVOS

e I U I N I 1 1 TSRS 5
6.1  Actividad y sistema de tarea en relacion a los objetivos planteados. .............cccccveveneee. 5
7.  FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA. .....ooiiiiirineineeeiesiesine e essessnes 8
7.1  Antecedentes la floricultura en el ECUAAON. ..........ccceiiiiiiiiiiinie e 8

Xi



7.2 Impacto de la floricultura en la regién interandina del Ecuador. .............cccccoveveiievnnenen. 8
7.3  Sistema de cultivo por parte de agro empresas y pequefias floricolas............c...ccccuenene. 9
7.4 Agro explotacion en la floricultura eCUtOrIaNa ..........ccccvverieiierise e 11
7.5  AQFICUIUIA INTENSIVA ..ecvveivieie ettt e sre e sre e enreenas 11
7.6 Afectacion de plaguicidas en la presencia de macroorganismos.........cccoeeeeereresnnnens 12
L = - 101 (=] I TP TP U R UR TR PPTPTPPPRPRPRPIN 13
7.8 Uso de bacterias para el beneficio de la agricultura..........c.ccccoeeivveiveieieveccc e, 13
7.9 CONSOICIOS DACTEIIAN0S ... ...vivitiieieieeiee ettt bbb 14
7.10 Caracteristicas morfol0gicas de bacterias...........cccovvevvieiicie i 14
7.11  Accion microbiana de acuerdo a pisos altitudinales.............cccoereinieninnisieiecceas 15
7.12  INOCUIACION B DACLEIIAS. .....eouivieieieie ettt 16
7.13  MEdIiOS U8 CUITIVO ... 16
VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICA ....ooovieeeceeeeeeeee e 18
METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL ....covvvvevieesieeeesieeeeseeissessesessenesseseenens 18
0.1 FASE U8 CAMPO. .ottt b bbbttt b e 18
9.1.1  Z0NAS U8 ESTUIO ...ttt 18
0.1.2  ESPECIE Y/O VAIIEUAU.......cceeeiieieiieee et 21
0.1.3  TOMA B MUESKIAS. ....ceueereeeete sttt bbbttt n b e 22
9.1.4  Procedimientos para la toma de MUESLIAS..........cccuevvieiieiiie e 23
9.1.5  MUESLIEO T SUBIO. ...t 23
9.1.6  MUESLIEO UE NOJAS. ...vveveeeeeete ettt 25
9.1.7  MUESLIE0 d& FIOTES. ....oviuiiiiiieis e 27
9.2 FaSe de [aD0TAtOrI0. ......c.eeiiiiie et 28
9.2.1  INOCUIACION TE MUESEIAS. ....c.veueiiiiiiieiieie ettt 28
9.2.1.1  Elaboracion de medios de cultivo general.............cccoevviiiiieiicce e 28

X



9.2.1.2  Inoculaciéon de muestras en los medios de cultivo general. ............c..ccocevenneee. 29

9.2.1.2.1 Inoculacion de muestras de SUEIO. ........c.ccovvvrereiiiieese e 29
9.2.1.2.2 Inoculacion de muestras de Noja. .........ccoerereiiiiiiee e 30
9.2.1.2.3 Inoculacion de muestras de flores. ........c.ccoviieriiiiiieiciee e 30

9.2.2  Aislamiento de colonias y/o consorcios bacterianos en medios selectivos. ............ 30
9.2.2.1.1 Preparacion de Agar MaCCONKEY. ........cccevieiieiieieeie e 31
9.2.2.1.2 Preparacion de Agar Cetrimide..........ccovvviierieieiieii e 32
9.2.2.1.3 Preparacion de medio de cultivo Mueller Hinton. ..........cccccoovveveieiicininnns 32
9.2.2.2  Manejo de muestras y toma de iNOCUI0S. .........ccceevereeieiiiiiieie e 33
9.2.3  Caracterizacion de las colonias Y/0 CONSOICIOS ........cccereerririeriniriesieeee e 34
9.2.3.1  Caracterizacion morfolOgiCa. .........cc.evieieiiiiicie e 34
9.2.3.2  Anadlisis de datos € INterpretaCion...........cccvevveieiiiesieese e 35
9.2.3.3  CaracterizaCion Por tiNCION. .........ccoerireriesi s 35
9.2.3.3.1 Protocolo de fijacion de MUESLIaS. .........cccovvevieiieiiere e 37
9.2.3.3.2 Protocolo de TINCION GraM.........cccuiiriiieiiieniesie et 38
9.2.3.4  Anadlisis e interpretacion de caracteristicas por tinCion. ..........cccceceveveieiennnnn 39

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ....c.covveeeeeiieeeseresssieeeesesssssesessn e 40
10.1  Caracterizacion morfoldgica de consorcios bacterianos. ..........ccocvevvevvererereseseseennans 40

10.1.1 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Mueller Hinton en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. .... 40

10.1.2 Anélisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

MacConkey en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ......... 43

10.1.3 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Cetrimide en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ............. 46

Xiii



10.1.4 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Mueller Hinton en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ... 48

10.1.5 Anélisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo
MacConkey en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ......... 50

10.1.6 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Cetrimide en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm............... 53

10.1.7 Analisis de caracteristicas morfolégica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Mueller Hinton en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ... 55

10.1.8 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

MacConkey en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.......... 57

10.1.9 Andlisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de cultivo

Cetrimide en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm. ............ 59
10.2  Andlisis e interpretacion de caracteristicas de consorcios bacterianos por Tincion...... 61

10.2.1 Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincibn Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de suelo en pisos altitudinales a
2900, 3000 Y 3100 MSNM. 1.veeuierieieiesie st ste e ee et e e sresre e se e e e e e tesresaesseaseesaeneeseesesseseenseans 61

10.2.2 Anédlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de suelo en pisos altitudinales a
2900, 3000 Y 3100 MSNM. .eeviiteierieresieriereete e e seeseere e stesessesteseesesseseeseesesseseeseasesseseesesseneens 63

10.2.3 Anédlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900,
3000 Y 3100 MSNIM. 1eiiiiiiiiiiie ettt ettt e e st b e bb e e st b e e sbbe e e nbbeeabbeesbeeeabeeennbees 66

10.2.4 Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de hojas en pisos altitudinales a
2900, 3000 Y 3100 MISNM. 1.teiuierienieieite st sie e ree ettt e e eesbesbesbesbeeseeneeseeeenseseenneans 68

10.2.5 Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de hojas en pisos altitudinales a

2900, 3000 Y 3100 MSNM. ..ecuieriiieieete et ete et e et e et e b e s tesbeebe e s e e e tesbesbesresbaeseenseseebessesreanens 70
Xiv



11.

12.

13.

14.

10.2.6 Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincibn Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900,
3000 Y 3100 MSNM. 1..vitiitieteeieetete et e st te e e et e st e s e st e s teese e e e e e tessesaesreaseesaenseseeseseeseeane e 72

10.2.7 Anédlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de flores en pisos altitudinales a
2900, 3000 Y 3100 MISNM. .eetiirierieieste sttt sb ettt et e sbe st et e s e et e e e e e besee b e 74

10.2.8 Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de flores en pisos altitudinales a
2900, 3000 Y 3100 MISNM. 1.eeitierienieieite st steeiee e ee st seesbesbe e e e eesbesbesresbeeseeneeseebeseeseessens 77

10.2.9 Anélisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900,

3000 Y 3100 MSNIM. 1eiiitiieiitiie ettt e e st e e et e e e e s rb e e e asbe e s abeeessbaeeaseeeabeeeabeeeanneeas 79
CONGCLUSIONES ...ttt r e ne e nnes 81
RECOMENDACIONES ...t 82
BIBLIOGRAFIA ..ottt enae sttt n s 82
ANEXOS ...ttt b e e bt et e et be e b teas 1

XV



Tabla 1:
Tabla 2:
Tabla 3:

Tabla 4:

INDICE DE TABLAS

Actividades y sistemas de tarea de 10S 0DJEtiVOS.........cccocvevviiiiieie e 5
Descripcion de la variedad Mondial.............coooeiiiiiiiii e 22
Caracterizacion morfoldgica de consorcios bacterianos. ..........cccccveevevveeiecvieieeseenns 35
Caracterizacion por tincidn y estructura bacteriana...........coccoceevveeeveevieiercsese e 40

XVi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Porcentaje de provincias que reciben mayor acogida por parte de empresas floricolas

202 e 9

Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas presentadas en consorcios bacterianos. .............cc.c....... 15
Figura 3: San Ramon altura de 3100 MSNM.......ccueiiiieiierieeie e e sre e sre e see e sae e 19
Figura 4: San Sebastian con una altura de 2900 MSNM .......ccooeiiiiieineneee s 20
Figura 5: Barrio San José con una altura de 3000MSNM...........cceveeiieiieieere e 21
Figura 6: Distribucion de toma de muestras por disposicion del piso altitudinal....................... 23
Figura 7: Esquematizacion de la recoleccion de muestras de SUelo. ........ccccceevveeveveivicieccieenen, 24
Figura 8: Codificacion para la identificacion de 1as MUESLras. .........cccoeveereiveviese e 25
Figura 9: Diagrama del muestreo en X para la toma de muestras de hojas. .........cccocevercrennnnn. 25
Figura10:  Zonas foliares de 1a ROSA. ........c.eciiiiiiiiieie e 26
Figura11l: Diagrama de muestre de flOres. ... 27
Figura12:  formulacion de dosis de medio de cultivo general para 100ml. .........cccoceevrvriennee. 29

Figura 13:  Distribucion de medios de cultivo selectivo (MacConkey, Cetrimide) y general

(Mueller) Por Cada MEMIO ........ccveiieieiiece et e e e ste e e sraesaeeneesraesreaneens 31
Figura 14:  Movimiento de estrias continuas en tres fases.........c.ccoeveiereriineneisc e 33
Figura 15:  Diferenciacion bacterias Gram negativas y Gram positivas. ..........ccccevveveiieereanens 37

Figura 16:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
AV OT=T =T ol 1 o] o TSR 41

Figura 17:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
IMIUBTTET HINMTON. ..ottt bbbttt et bbb s 42

Figura 18:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
IMUETTEE HINTON. <.t b et e et ne et et nre e 42

XVii



Figura 19:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
A Tod O] 1) SO SST 44

Figura 20:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
MaACCONKEY . ..ot 44

Figura21: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e 45

Figura 22:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
Bt IMIE. oo 46

Figura 23:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
O] 1] 0] o [ 47

Figura 24:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de cultivo
(O3 ] 0 0] o [P 47

Figura 25:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
AV UT= 1 T o 1T ] (o] PRSP 49

Figura 26:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
A O T=T =T ol 1 (o] o USSR 49

Figura 27:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
A0 T=T =Tl ] (o] o OSSR 50

Figura 28:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
MACCONKEY . ...t e e, 51

Figura29: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e 52

Figura 30:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
MACC ONKRY . ...ttt et e e e e e e e e e 52

Figura 31:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
=] 1] 0] o [ 53

xviii



Figura 32:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
(0= ] 0] o [ PR 54

Figura 33:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de cultivo
O] 1] 0] o [ 54

Figura 34:  Caracteristicas morfologicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
O T=T =T 1 o] o SR 55

Figura 35:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
0= =Tl ] (o] o SO SS P 56

Figura 36:  Caracteristicas morfologicas a 3100 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
A TOT=T =T ol 1 o] o TSRS 56

Figura 37:  Caracteristicas morfologicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e e 57

Figura 38:  Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
MaACCONKEY . ..ot 58

Figura 39:  Caracteristicas morfologicas a 3100 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e e e 58

Figura 40:  Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
Rt IMIOE. o 59

Figura41: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
(071 1 11T = 60

Figura 42: Caracteristicas morfologicas a 3100 msnm, en muestra de flores en medio de cultivo
O3 ] 0 0] o [ 60

Figura 43:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
IMIUBTTET HINMTON. ..ottt bbb b et s et e et besbenbeans 62

Figura 44: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
AV OT=T =T ol 1 o] o TSR 62

XiX



Figura 45:  Caracteristicas por tincién a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
IMIUBTTET HINMTON. ..ottt b e bbbttt et bbb e b e 63
Figura 46:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
MaACCONKEY . ...t e, 64
Figura47: Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e e 64
Figura48:  Caracteristicas por tincién a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e, 65
Figura49: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
O] 1] 0 0] o [ 66
Figura50: Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
(0= ] 0 0] o [ 67
Figura51:  Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo
(O] ] 0] o [ 67
Figura52:  Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
A O T=T =T ol 1 (o] o USSR 69
Figura53:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
IMIUBTTET HINMTON. ..o bbbttt b e bt et e bt benbeans 69
Figura54:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
IMUETTEE HINTON. <.ttt b e et et re et e e e nre e 70
Figura 55:  Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e 71
Figura56:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt 71
Figura57:  Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
MACCONKEY . ... ettt e e 72

XX



Figura 58: Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
(0= ] 0] o [ PR 73
Figura59:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
O] 1] 0] o [ 73
Figura 60: Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
O ] 0 0] o [ 74
Figura 61:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
IMIUBTTET HINTON. ..ttt bbbt e et bbb enrenns 75
Figura 62: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
IMUETIEr HINTON. <.ttt et et e et e neenbeeneenre e 75
Figura 63: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
IMIUBTTET HINTON. ..ottt b e bbbt e ettt nbe e 76
Figura 64:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
MaACCONKEY . ..ot 77
Figura 65:  Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt e e e 78
Figura 66:  Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
MACCONKEY . ...ttt 78
Figura 67:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
O] ] 1 ] o [ 80
Figura 68: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
O3 ] 0 0] o [ 80
Figura 69:  Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
(002 (] 191 o - PR 80
Figura 70:  Encuesta de caracteristicas morfoldgicas en Muestras de flores a 2900 msnm en
Medio de CUItIVO CoEIMITE. ....ocueiiieie et sreeneeanee s 18

XXi



1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto:

Caracterizacion de consorcios bacterianos en el cultivo de rosas (Rosa sp.) Variedad Mondial®, a los
2900, 3000, 3100 msnm en Cotopaxi y Pichincha
Fecha de inicio: Abril 2023 — Agosto 2023

Fecha de finalizacion: Octubre 2023 — Febrero 2024

Lugar de ejecucion:
- Provincia Cotopaxi - canton Latacunga - parroquia Mulal6 - Barrio San Ramon.
- Provincia Cotopaxi - canton Latacunga - parroquia Guaytacama — Brriol San Sebastian.
- Provincia Pichincha - Canton Pedro Moncayo — Parroquia Tabacundo — San Jose.

- Universidad Técnica de Cotopaxi Campus Salache.

Facultad que auspicia

Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

Carrera que auspicia:

Agronomia

Equipo de Trabajo:

e Ing. Wilman Paolo Chasi Vizuete, Mg.

e Ing. Eliana Amparito Boada Cahuefias, Ph.D.
e Ing. Tannya Elizabeth Llanos Proafio, Mg.

e Ing. Mercy Lucila llbay Yupa, Ph.D.

e Ing. Clever Gilberto Castillo de la Guerra, Mg.

Area de Conocimiento:

Ciencias



Sub area de conocimiento

Ciencias de la vida y microbiologia

Linea de investigacion:

Anélisis, Conservacion Y Aprovechamiento De La Biodiversidad Local

Linea de vinculacion de la carrera:

Gestion de recursos naturales biodiversidad biotecnologia y genética para el desarrollo humano y social

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El cultivo de la rosa ha presentado actualmente un impactado significativo en la economia
del sector agricola ecuatoriano, llegando a ubicarse entre los tres principales cultivos exportables,
es asi que, con el aumento de la demanda de exportaciones, la floricultura se ha expandido de
manera considerable, especificamente en la zona interandina del Ecuador. Pefia (2008) Con el
aumento del &rea cultivada de rosa, se ha generado un impacto agricola, produciendo un agro
explotacion, esto debido a las continuas aplicaciones de pesticidas para el control de plagas y su
fertilizacion artificial, esto podria perjudicar a los micro ecosistemas de las zonas floricolas,
afectando de manera significativa la microbiota presente en el suelo y otros 6rganos de la planta.

Vazques (2019)

De este modo, esta investigacion se enfoca en caracterizar microorganismos (bacterias)
presentes en el suelo y de distintos 6rganos de la planta, como son hojas y flores, extraidas de pisos
altitudinales de 2900 msnm, 3000 msnm y 3100 msnm, a los que se les caracterizara de forma
morfoldgica y por tincion, siendo esto de suma importancia, ya que aporta informacion para

conocer e identificar la presencia de consorcios bacterianos en el sector floricola.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1 Beneficiarios directos
Los beneficiarios directos seran 375 estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi, en

especificamente a los estudiantes de la carrera de Agronomia.

3.2 Beneficiarios indirectos.
Los grandes, medianos y pequefios floricultores de la region interandina del Ecuador y fuera

de este.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
El cultivo y exportacion de la rosa en el Ecuador ha generado notables ingresos para la
economia del pais, generando empleos y la extension de las zonas de produccién, dinamizando asi

la economia del pais. Guerra (2012)

Teniendo en claro que la rosa ha sido generadora de empleos y mas empresas productoras,
esta ha causado impactos secundarios sobre los recursos naturales (suelo, agua, aire y
biodiversidad) y microorganismos (hongos y bacterias) Guerra (2012). Las empresas floricolas
utilizan una serie de productos quimicos para el control de plagas y enfermedades, igualmente de
la aplicacion continua de fertilizacion artificial por medio de riego por goteo, delimitando de esta

manera la microbiota. Accién Ecologica (2000)

Si bien se han realizado diversas investigaciones sobre el impacto econémico, social y
ambiental que ha generado el cultivo de la rosa en el Ecuador; el estudio y desarrollo del impacto
microbiologico se ha visto como punto de poca importancia, teniendo una escasa informacion y

poco desarrollo por parte de distintas entidades e investigadores.



Resaltar de la misma manera que en el habiente existe un gran nimero de microorganismos,
en especial en el suelo, que, al ser manipulado por los fines productivos como los sistemas
agricolas, sus propiedades se ven alterados provocando una alteracion a los micro ecosistemas,
degradando significativamente la relacién de la microbiota con el suelo, como la degradacion del

mismo. Alba et al. (2011).

5. OBJETIVOS

5.1 General
o Caracterizar consorcios bacterianos presentes en rosas de corte variedad Mondial®,

en tres diferentes pisos altitudinales.

5.2 Especifico
e Distinguir morfolégicamente consorcios bacterianos presentes en muestras de suelo,

hojas y flores de Rosa variedad Mondial®, a 2900, 3000 y 3100 msnm.

e Determinar por tincion Gram consorcios bacterianos presentes en muestras de suelo,

hojas y flores de Rosa variedad Mondial®, a 2900, 3000 y 3100 msnm.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

6.1 Actividad y sistema de tarea en relacion a los objetivos planteados.

Tabla 1: Actividades y sistemas de tarea de los objetivos

RESULTADO DE MEDIOS DE
OBJETIVO ACTIVIDAD ACTIVIDAD VERIFICACION
Obijetivo especifico N° 1
Fase de Campo
Sitios  georreferenciados
Georreferenciacion de los sitios de  escogidos para la  Mapas de ubicacion de
Investigacion. Investigacion sitios
Distinguir morfologicamente

consorcios bacterianos presentes en
muestras de suelo, hojas y flores de
Rosa variedad Mondial®, a 2900,
3000 y 3100 msnm.

Recoleccion  muestras  (Suelo,
Hojas y Flores). De tres pisos
altitudinales de la zona interandina

Fase de Laboratorio

Preparacion de Medios de Cultivos
No selectivos (Agar Nutritivo)

Muestras recolectadas

Unidades de crecimiento
bacterianos preparados

Libro de campo

Memoria fotografica



Inoculacion de COoNsorcios
bacterianos en medios selectivos
(Mueller Hinton, MacConkey y
Cetrimide)

Distincion  por  caracteristicas
morfolégicas los  consorcios
bacterianos

Medios selectivos Lista de unidades para
preparados e inoculados caracterizacion

Analisis de caracteristicas Tablas de caracterizacion
morfoldgicas encontradas ~ morfoldgica de consorcios

Objetivo especifico N° 2

Determinar por tincion consorcios
bacterianos presentes en muestras de
suelo, hojas y flores de Rosa variedad
Mondial®, a 2900, 3000 y 3100
msnm.

Extraccion y frotis de muestras de
colonias bacterianas para tincion
Gram.

Caracterizacion de consorcios
bacterianos por tincion Gram

Placas tinturadas por

L Placas tinturadas
tincién Gram.

Caracterizacion de
consorcios bacterianos por Tabla de caracterizacién
tincion Gram




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA.

7.1 Antecedentes la floricultura en el Ecuador.

Ecuador y su posicion geografica evidencian una variabilidad en sus climas y relieves, en
los que presentan gran dotacion de recursos renovables como no renovables, estos son participes
relevantes en la productividad y calidad de sus materias primas, las mismas que son pretendidas
por el mercado exterior, es asi que, historicamente el mercado y la economia ecuatoriana se basa
en la extraccion y exportacion de materias primas, las mismas que incluso forman parte del

consumo interno de la poblacion. Pefia (2008)

Entre los productos de exportacion no tradicionales que han representado un mayor
impacto en las exportaciones son las rosas, que segun Pefia (2008) resalta las cualidades fenotipicas
que estas evidencian en campo; manifestando tallos gruesos, totalmente verticales y largos;
Incremento del nimero de dias en florero y botones grandes con colores vivos. Es asi que las
cualidades e indoles que estas presentan han sido reconocidas y premiadas en diversas ferias,
compitiendo con rosas de distintos paises como Holanda, Colombia, Rusia y Estados Unidos. Pefia

(2008)

7.2 Impacto de la floricultura en la region interandina del Ecuador.
Las exportaciones de rosas cada vez se han incrementado debido a la demanda que hay a
nivel mundial, y en consecuencia, se ha impulsado a la implementacion de nuevas empresas
floricolas entre grandes, medianas y pequefias. De acuerdo a la Corporacion Financiera Nacional

del Ecuador, declara que en el 2021 hubo un total de 278 nuevas empresas, las cuales cuenta con



un total 36,974 empleados; cabe resaltar que en el pais hay una mayor concentracion de empresas
en la zona interandina, siendo Pichincha y Cotopaxi las principales provincias que acogen el gran

numero de empresas floricolas. CFN (2022)

Figura 1: Porcentaje de provincias que reciben mayor acogida por parte de empresas

floricolas 2021.

Guayas o
Carchi 4% Otras provincias
400 400
Imbabura
Cotopaxi
13% Pichincha 70%

Fuente:CFN (2022)

7.3 Sistema de cultivo por parte de agro empresas y pequefias floricolas
Cuando se habla de sistema de cultivo, segin Guerra (2012) sefiala que corresponden a las
superficies homogéneas del cultivo aplicadas a nivel de parcelas con un itinerario técnico, en estos
sistemas se comprende y se distingue la evolucion que posee la poblacion vegetal ya sea su
crecimiento, desarrollo, itinerarios técnicos, su productividad y rentabilidad, es asi que, cuando se
intenta realizar una comparacion entre una agro empresas y microempresas dedicadas a la

produccion de rosas, se encuentran con un gran nimero de variables que forman parte de como se
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maneja sistema sus de cultivo o de produccion, comenzando primeramente por la distribucion de

tierras.

La floricultura en el Ecuador ya lleva un gran nimero de afios, en donde de acuerdo a
Guerra (2012), menciona que la floricultora se insertdé primeramente en la serrania ecuatoriana,
comenzando con la plantacién de crisantemos y claveles, las mismas que se las cultivaba en
Puembo, el éxito que obtuvo la produccion de estas ornamentales impulso a diferentes sectores
como el de Tabacundo y Cayambe a implementar la produccién de ornamentales, es asi que en la
produccion de rosas inicio en dichos sectores con una extension de 1,5 ha y que al dia de hoy segln

CFN (2022) se ha llegado un total de 5,581 ha.

Con respecto a la reparticion de tierra, Guerra (2012) sefiala que durante la fase que
tuvieron las empresas floricolas para consolidarse, especificamente en el sector de Cayambe, la
alta productividad en relacion con la superficie, dinamizo el mercado de tierras, en consecuencia
a esto el costo de las tierras aumento abruptamente generando una presion de oportunidad por parte
de algunos campesinos que optaron por la venta de sus tierras y aumentando asi la reconcentracién

de la propiedad y esta accion tendria sucesion en distintas provincias de la serrania ecuatoriana.

Por parte de la tenencia de tierra de las agro empresas y microempresas, se puede mencionar
que por parte de la agro empresas floricolas existe una gran nimero de superficies del cultivo que
se las mide por hectéreas y que a diferencia de una microempresa que sus superficies van desde
los 1000 a 5000 m?, este factor como es la tenencia de tierras acarrea un numero de variables que
diferencian alin mas a una agro empresa de una micro empresa, como es el manejo técnico, la

fertilizacion, control de plagas, mano de obra entre otras. Calero (2021).



11

7.4 Agro explotacion en la floricultura ecuatoriana
Al referirnos a la agro explotacion, se hace énfasis al impacto que se tiene al momento de
la sobre produccién de cualquier cultivo, este dado a la intensiva agricultura que hoy en dia se
maneja, la misma que provoca a un largo plazo una notable deterioracion sobre los recursos
naturales (agua, suelo, aire. Etc.), llegando a esterilizar el suelo y contaminar el agua. Puerto et al.

(2014).

El uso de productos quimicos, es uno de los factores que provoca mas contaminacién
ambiental dentro de la agricultura, esto dado que en este sector el uso de estos es frecuente, tal es
el caso de los plaguicidas, que son utilizados para la gran parte de los cultivos para el control de
plagas y enfermedades, esto y con ciertos factores que forman parte de la contaminacion como: el
lavado inadecuado de tanques, las aplicaciones directas a los cultivos, derrames accidentales, el
uso inadecuado por parte de la poblacidn, entre otros. Es asi que con el paso del tiempo estos
factores se van acumulando y siendo parte de un impacto ambiental de no retorno, Puerto et al.

(2014).

7.5 Agricultura intensiva
La actividad agricola es un fendmeno de explotacion a la naturaleza, en donde
ultimadamente se ha popularizado la agricultura intensiva, en la cual busca la produccién masiva
en un espacio reducido, a manera que se ha desarrollado un gran nimero de sistemas de produccion
con el objetivo de reforzar la produccion. Ultimadamente, un ejemplo de agricultura intensiva se
refleja en el uso de invernaderos, los mismos que permiten un alto rendimiento, por el hecho del

aislamiento en condiciones naturales por medio de técnicas de climatizacion (humidificacion,



12

iluminacion, calefaccion, ...) y técnicas culturales como la fertiirrigacion, sustratos, elaboracién

de camas entre otras para maximizar la ocupacion del area del cultivo. Leén Cifuentes (2010).

Con la aplicacion continua de la agricultura intensiva en referencia al uso de los
invernaderos, la afectacion que este ha provocado es notable por el hecho de que los residuos que
este produce son de alto impacto sobre la naturaleza y de manera especifica sobre el suelo, esto
principalmente por el uso de agroquimicos, en concreto con los nitratos y plaguicidas, es asi que
en diversos estudios ha predominado la afectacion que provoca los residuos por parte de la

aplicacion sistema de produccion a base de invernaderos. Leon Cifuentes (2010).

7.6 Afectacion de plaguicidas en la presencia de macroorganismos
De acuerdo a MAATE (2020), establece que una las caracteristicas principales de los
plaguicidas, es que los mismos permanecen mucho tiempo en el ambiente, con una gran resistencia
a la degradacion solar, transportandose por a largas distancias por agua y aire, sin importar el lugar
en donde fueron aplicados, es asi que el MMAATE resalta que la salud y el ambiente son los

principales afectados por los plaguicidas teniendo consecuencias irremediables.

Establece Vivas (2020) que con respecto al suelo, el continuo ingreso de pesticidas a este,
afecta de manera dréastica los procesos biolégicos que los microorganismos realizan, los mismos
procesos que forman parte necesaria para la fertilidad y productividad de los cultivos,
corroborando a las consecuencias de los plaguicidas Alvear Z et al. (2006), menciona que se puede
llegar a una inestabilidad de la microbiota en el suelo, teniendo un desequilibrio y baja actividad

de esta.
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7.7 Bacterias
Las bacterias son aquellos organismos unicelulares procariontes, que poseen un tamario
inferior que al de los hongos, se producen de forma vegetativa por la division de la célula, dichos
organismos habitan en la mayor parte de la tierra, incluso soportando grandes temperaturas
expuestas a grandes presiones, es asi que son una parte vital para los ecosistemas. Verdeguer

(1985).

Segun Curtis et al. (2008) menciona que las bacterias a lo largo del tiempo se han dividido
en doce grandes linajes, los mismos que se han agrupado de acuerdo con la afinidad de sus
secuencias de RNA y que sus formas celulares son diversas, como coco bacilos, bacilos, cocos,

espirilos, espiroquetas, filamentos y vibriones.

7.8 Uso de bacterias para el beneficio de la agricultura

A pesar de que las bacterias se consideran como entes perjudiciales para las plantas, en
diversas investigaciones se han descubierto bacterias que pueden ser utilizadas como
entomopatdgenos, segun Badii & Abreu (2006) al momento se han descubierto tres especies que
pueden ejercer control bioldgico sobre insectos siendo las siguientes: Bacillus thurigiensis,
Bacillus Sphericus y Bacillus pupilliae, de estas especies se han encontrado subespecies y razas,
las mismas que han presentado toxinas que durante su proceso de esporulacion llagan a producir
cristales proteicos con efecto insecticidas y toxinas con el mismo efecto, controlando plagas
agricolas como: Heliotis, Pieris, Plusia, Plutella, Ostrina, Capua, Prays, Cacoecia; Estas bacterias

actuan sobre las plagas por medio de la ingestion y su transmision se puede dar por medio de
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parasitos y depredadores que transmiten dichas bacterias de un individuo a otro. Badii & Abreu

(20086).

Dentro de la productividad agricola, Morales et al. (2021), llama a una minuciosa atencion
a los efectos que estos pueden tener dentro del cualquier cultivo, dado que el microbioma que
posee la planta aporta un nivel significativo a la informacion genética que esta posee, lo que puede
llevar a que los consorcios bacterianos puedas ser beneficiosos o perjudiciales, perjudicando al

crecimiento, desarrollo, funciones de la planta y por ende a la productividad y su rendimiento.

7.9 Consorcios bacterianos
Segun Morales et al. (2021) menciona que los microorganismos, junto a la genética y los
factores ambientales, son perjudiciales para la salud de la planta, determinado que los consorcios
bacterianos son comunidades bacterianas que coexisten en un lugar, desempefiando varias

funciones, las mismas que lo hacen en el interior de dicha comunidad y dentro de un hospedero.

Los consorcios y/o colonias bacterianas en si son fruto de la reproduccion de una unidad
formadora de colonia (UFC), en donde esta es visible a simple vista, es asi que una UFC puede ser
Unica o pueden ser varios de una misma especie, los consorcios y/o bacterias poseen una forma,

textura y otras caracteristicas, que las hacen particularmente Unicas.

7.10 Caracteristicas morfoldgicas de bacterias.
Segln Bou et al. (2011), sefiala que para la identificacion preliminar de colonias
bacterianas, la caracterizacion morfoldgica es la mas sencilla, puesto que se la realiza por medio
de observacion macroscdpica con la diferenciacion de los microorganismos. Para la identificacion

morfoldgica es aconsejable realizarla en medios de cultivo frescos y no selectivos (generales), de



15

la misma manera el aislamiento de una Unica UFC, por el hecho que el consorcio debe estar

formado por un Gnico microorganismo que procedera de una unica célula. Bou et al. (2011).

Una vez se ha desarrollado el consorcio bacteriano, se describen de acuerdo con las
caracteristicas macroscopicas como son: forma, elevacion, margen, apariencia, propiedades

Opticas, pigmentacion y textura.

Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas presentadas en consorcios bacterianos.
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Fuente: O’Connor (2019)
7.11 Accion microbiana de acuerdo a pisos altitudinales

Segun Lorena et al. (2023), menciona que el conocimiento de la diversidad microbiana,
segun aumenta la altitud, es cada vez mas escasa, mencionando que algunos autores han

demostrado que en algunos ecosistemas la diversidad microbiana disminuye segin va aumentando
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la altura, aunque en distintos estudios mostraron un comportamiento distinto, en donde los

microorganismos estudiados no presentaron una clara influencia de gradientes altitudinales.

7.12 Inoculacién de bacterias.

De acuerdo con Senasica (2020), indica que el aislamiento bacteriano es la extraccion de
una muestra pura de bacterias a un ambiente controlado con el uso de técnicas de laboratorio donde

se fomenta su crecimiento y desarrollo para su identificacion.

El aislamiento de bacterias en una practica de mucha importancia, dado a las distintas
investigaciones que puede asistir, de acuerdo a (Marin L & Jaramillo C, 2015) en su investigacion
de Siembra de bacterias degradadoras de pesticidas organofosforados encontrados en leche bovina
y en suelos Erosion y manejo del suelo. Importancia del laboreo ante los procesos erosivos
naturales y antrépicos., hace énfasis en la importancia que tuvo el uso de aislamiento bacteriano,
esto dado que se pudo identificar a diversas bacterias tales como, Bacillus sp y Pantoea
aglomerans, las mismas que presentaron resultados de degradacién en la concentracion de
cloropirifos, demostrando que estos pueden ser una posible solucién para el mejoramiento de

suelos contaminados.(Marin L & Jaramillo C, 2015)

7.13 Medios de cultivo

De acuerdo a Doménech (2012), define a los medios de cultivo como el conjunto de

elementos que crean las condiciones favorables para el desarrollo de microorganismos, de manera
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que el desarrollo de los microorganismos se da por micronutrientes, elementos traza, en conjunto

a factores de crecimiento.

Segun Martinko et al. (2004) menciona que los medios de cultivo son aquellas soluciones
nutritivas utilizadas en el laboratorio para el cultivo de microorganismos, es asi que para
microbiologia existen dos tipos de medios de cultivo, los medios generales y medios selectivos;
de manera que los medios selectivos son aquellos que permiten el desarrollo de organismos
especificos, al contrario de los generales permiten el desarrollo de un gran numero de

microorganismaos.

Los medios de cultivo poseen en sus soluciones elementos que ayudan al funcionamiento
celular, siendo el Cr, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, W, V, Zn y Fe los mas comunes en utilizar, ademas

de que hay distintos medios, tales como:

- Solidos y Liquidos.

- Medio minimo: medio basal + fuente de carbono.
- Medio mineral o basal: compuestos inorganicos.
- Medio de enriquecimiento.

- Medio rico: todos los requerimientos nutritivos.

- Medio selectivo.

- Medio diferencial.
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8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICA

¢Se podra Caracterizar consorcios bacterianos presentes en rosas de corte en diferentes
pisos altitudinales mediante observaciones morfoldgicas, por tincion Gram..?
Para lo cual se establecié una metodologia de observacion directa por percepcion de diferentes

plcas de crecimiento bacteriano y a estas las realizamos tinciones Gram para distinguir bacterias

Gram negativas y positivas

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

Para la elaboracion de esta investigacion, se implementaron dos fases: una fase de campo
y otra fase de laboratorio. Con respecto a la fase de campo, se realizé el anélisis y definiciones de
las zonas de estudio y la toma de muestras. En cambio, en la fase de laboratorio se establecio la
inoculacion y desarrollo de las muestras en los medios de cultivo (general y selectivo),

caracterizacion morfoldgica y caracterizacion por tincion.
9.1 Fase de campo.

9.1.1 Zonas de estudio
Para el establecimiento de la zona de estudio se tomd en cuenta que las mismas tengan una
variabilidad en su altitud, teniendo como referencia una distancia de 100 msnm; es asi, que se

establecieron los tres siguientes pisos altitudinales.

Como primera zona de estudio es implemento en un invernadero familiar de un area de

2500 m? procedente de la comunidad de San Ramoén, parroquia Mulald, canton Latacunga,
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provincia de Cotopaxi, con una ubicacion de 770611 — 9916342 UTM y con una altura de 3100

msnm, siendo el Sr. Klever Guerrero su propietario.

Figura 3: San Ramon altura de 3100 msnm.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Como segunda zona de estudio se determiné al invernadero ubicado en el barrio de San
Sebastian, con una dimension de 500 m?, ubicado en la parroquia de Guaytacama, caton Latacunga,
provincia de Cotopaxi; Con una ubicacion de 762962 — 9909910 UTM y una altura de 2900 msnm,

siendo la sefiora Viturco Marcia su propietaria.
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Figura 4: San Sebastian con una altura de 2900 msnm

Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Como Gltima zona de estudio se determin6 al invernadero con una dimension de 5000 m?
siendo el sefior Robinson Puente su propietario y a diferencia de las anteriores zonas, esta zona se
encuentra ubicada en el barrio San José de la parroquia de Tabacundo, cantén Pedro Moncayo,

provincia de Pichincha, siendo su ubicacién, 811070 — 10008183 UTM y con una altura de 3000

msnm.
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Figura 5: Barrio San José con una altura de 3000msnm
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9.1.2 Especie y/o variedad

Se establecié como variable estandar a la rosa variedad Mondial® como especie vegetal a
evaluar considerando sus caracteristicas comerciales, resaltando que forma parte de una de las
variedades con mayor demanda en el comercio internacional, esto por su color, tamafio de botén,

vida en florero, longitud y productividad, ademas que es utilizada para tinturados. Tomas (2022).
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Tabla 2: Descripcion de la variedad Mondial.

Descripcion de la variedad Mondial.

Nombre cientifico Rosa sp.

Tipo Blanco — Verdoso
Color de boton 35-4cm
Diametro de Boton 50 a 90 cm de largo
Vida en florero 16 dias

Follaje Verde oscuro
Numero de pétalos 30-35

Longitud de tallos 60 —80cm

Productividad (Flor/planta/mes) 1.0-1.2

Fuente: (PLANTEC, 2018)

9.1.3 Toma de muestras.

Para la toma de muestras se establecié el muestreo de suelo, hojas y flores, esto debido a
gue, mayormente, el ataque de plagas y enfermedades se da en las flores y hojas, mientras que el
suelo puede llegar a ser hospederos de plagas (J. Diaz et al., 2020). En la siguiente figura se

establece la distribucidn de la toma de muestras descuerdo a los pisos altitudinales.



23

Figura 6: Distribucién de toma de muestras por disposicion del piso altitudinal.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

9.1.4 Procedimientos para la toma de muestras.

Para la toma de muestras, a cada una se la obtuvo de distinta manera, este dado que se tomd
en cuenta si era una muestra de suelo, hojas o flores, el motivo por la cual la extraccién de las
muestras es distinta es debido a que existen protocolos y normas que detallan el manejo que se

debe realizar para la obtencidén de las muestras sin tener una mayor alteracién, ya sea fisica,
quimica o biologica.

9.1.5 Muestreo de suelo.

Para realizar un muestreo representativo y generar la obtencion de datos validos, la toma

de muestras de suelo se realizé segun lo indicado por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién
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(INEN) en sus Normas Técnicas Ecuatorianas NTE-INEN 1SO 10381-4 (NEN (2014b) y NTE-
INEN ISO 10381-2 (INEN, 2014a), Se realiz6 un muestreo al azar por un movimiento en zigzag,
esto con el fin de tener variabilidad, estableciendo el lugar y con la ayuda de un palin, se realiz

una recoleccién superficial de 0.1 m.

Figura 7: Esquematizacion de la recoleccion de muestras de suelo.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Esta actividad de extraccidn de suelo se realiz6 por 15 ocasiones para la obtencion de
submuestras, donde estas fueron recolectadas en fundas plasticas. Al final de la recoleccion se
procedid a la unién de estas, teniendo 150 g de muestra de suelo total. Las muestras de suelo
obtenidas en los distintos pisos altitudinales fueron codificadas para posteriormente ser colocadas
en un ambiente fresco, especificamente en un refrigerador, esto con el fin de evitar la pérdida de

sus propiedades fisicas como su humedad o temperatura.
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Figura 8: Codificacion para la identificacion de las muestras.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

9.1.6 Muestreo de hojas.

Para €l, muestro de las hojas, se estableci6 con la ayuda de la guia para la toma de muestra
foliar propuesta por UTADEO (2018), mencionado que para una correcta recoleccion demuestras
foliares se debe tener en consideracion la distribucion de las plantas en el terreno, para luego
establecer un patron de muestreo, en donde se establecié un diagrama en X como se presenta en el

siguiente diagrama.

Figura 9: Diagrama del muestreo en X para la toma de muestras de hojas.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Determinado el diagrama para el muestreo de hojas, de acuerdo a (UTADEO, 2018),
menciona que se debe establecer la parte de la planta en el que se va a realizar el muestreo,
determinando que para el cultivo de rosas es preferible el muestreo en la primera o segunda hoja
bien formada del botdn hacia abajo, que van desde el tercio superior hasta las hojas axilares, de
esta forma se realiz6 el muestreo de hojas a partir de 15 plantas con un nimero de 2 hojas por

plantas floracion.

Figura 10: Zonas foliares de la Rosa.
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9.1.7 Muestreo de Flores.

Debido a que no se ha establecido un protocolo en especifico para la toma de muestras de
flores en rosa, se procedio con el uso con guiade muestreo foliar propuesto por UTADEO (2018),
en donde se establecid el mismo diagrama en forma de X para la recoleccidn de muestras, en donde
a diferencia de la toma de hojas se procedi6 a la toma de pétalos de la rosa recolectando entre 3 a

5 pétalos de estas, es asi que se escogieron 15 plantas en donde se recogieron 3 pétalos por planta.

Figura 11: Diagrama de muestre de flores.
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9.2 Fase de laboratorio.

Una vez recolectadas las muestras en las zonas de estudio, se dio por finalizada la fase de
campo, para posteriormente proceder en la fase de laboratorio, en donde, se desarrollaron los
procedimientos de identificacion de colonias y/o consorcios bacterianos, es asi que, se realizaron
distintos procedimientos para poder obtener colonias bacterianas para luego ser analizadas e

identificadas.

9.2.1 Inoculacion de muestras.

Para la inoculacién de las muestras, primeramente, se elaboraron los medios de cultivo
generales, los mismos que fueron realizados con el medio de cultivo general Agar Nutritivo;
Debido a que son 3 tipos de muestras a 3 diferentes pisos altitudinales, se tuvieron que realizar

nueve recipientes con Agar Nutritivo.

9.2.1.1 Elaboracion de medios de cultivo general.
Segun Dibico et al. (2019), menciona que se debe colocar 23 g de Agar nutritivo en 1 L de
agua destilada, calentar hasta el punto de ebullicién para posteriormente ser esterilizado en el
autoclave aproximadamente 121 °C (15 Ibs de presion) durante un periodo de 15 minutos, una vez

culminada la esterilizacion ser enfriada a 45 °C para luego ser utilizado en cajas Petri.

Para la elaboracién de los medios de cultivo general se opt6 por el uso tapers, esto debido
a que sus grandes dimensiones, a diferencia de las cajas Petri, ayudan al desarrollo de un gran
namero de microorganismos, y al mismo tiempo abarcan una gran cantidad de medio, es asi que,

por cada taper se colocé una cantidad de 100 ml de medio, de manera que se prepard 900 ml de
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agua destilada con 20.7 g de medio de cultivo Agar Nutritivo, esto sin cambiar los siguientes

procedimientos.

Figura 12: formulacién de dosis de medio de cultivo general para 100ml.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

9.2.1.2 Inoculacion de muestras en los medios de cultivo general.
Para la inoculacion de las muestras obtenidas en la fase de campo, se realizaron de acuerdo

con el tipo de muestra ya sea de suelo, hojas y flores, en donde se las detallaran a continuacion.

92121 Inoculacion de muestras de suelo.

Para el procedimiento de la inoculacion de las muestras de suelo de los tres pisos
altitudinales, se establecio que dado que la cantidad de muestra de suelo es de 150 g, es demasiado
grande para colocarlas por completo en los tapers con los medios generales, es asi que, se realizo
una mescla completa y homogénea en donde se coloco6 una cantidad de 10 g de suelo no tamizado

en los tapers con los medios.
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9.21.2.2 Inoculacion de muestras de hoja.

Con respecto a la inoculacion de las muestras de hojas, se establecio que al tener una
cantidad de 30 hojas por piso altitudinal y al ser los tapers muy pequefios para colocar a todas, se
realiz6 una seleccion al azar, en donde se escogieron 2 hojas, para colocarlas a un proceso de
agitacion constante, en el que las hojas seleccionadas fueron colocadas en un vaso de precipitacion
con 10 ml de agua destilada y con el uso del agitador, se sometid a una constante agitacion de las
hojas para la extraccion bacteriana presente en estas, es asi que al transcurrir 5 min, se extrajo 2

ml de la solucién y colocadas en los medios de cultivo generales.

9.2.1.23 Inoculacion de muestras de flores.
Para la inoculacién de muestras de flores, al contar con 45 pétalos por cada piso altitudinal,
los mismos no se podian colocar dentro de los tapers, de este modo se procedio a la seleccion de

pétalos al azar, escogiendo 2 pétalos para su respectiva colocacion dentro de los tapers.

9.2.2 Aislamiento de colonias y/o consorcios bacterianos en medios selectivos.

Al transcurso de 72 horas y al observar crecimiento bacteriano en los medios de cultivo
general, se realizd la inoculacion de bacterias en los medios de cultivo Mueller Hinton,
MacConkey y Cetrimide, esto con el fin, de observar un desarrollo un tanto especifico, dentro de
estos medios, de manera que para que se pueda observar variabilidad de los 9 cultivos generales
(Agar Nutritivo) surgirdn 2 medios selectivos (MacConkey, Cetrimide) y un medio general
(Mueller Hinton), en donde contardn con tres repeticiones, para una mejor comprension se

representaron la distribucion de los medios de cultivo en la siguiente figura.
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Figura 13:  Distribucién de medios de cultivo selectivo (MacConkey, Cetrimide) y general

(Mueller) por cada medio
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)
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De acuerdo con la distribucién de los medios selectivos, se tiene un total de 27 cajas Petri
por medio, de este modo se utilizd un total de 81 cajas Petri para la inoculacion de colonias

bacterianas para los 9 medios generales.

92211 Preparacion de Agar MacConkey.
Segun Britanlab (2022), para la preparacion del medio de cultivo Agar MacConkey, se

debe colocar 50 g del medio en 1 L de agua destilada para posteriormente llevar a ebullicion de 1
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a 2 minutos, esto hasta su completa disolucion, de esta forma, después se la debe colocar en

autoclave a 121 °C durante 15 minutos para luego ser distribuido en cajas Petri.

Para la distribucion del medio en cajas Petri se establecié que por cada caja se deberia
colocar 20 ml de medio, de manera que por las 27 cajas que se necesitan para las 9 muestras, se

debera contar con una solucién total de 540 ml de agua destilada con 27 g de Agar MacConkey.

92212 Preparacion de Agar Cetrimide.
Para la preparacion de agar cetrimide segun Britania Lab (2021), establece que 45.3 g del
medio debe disolverse en 1 L de agua destilada, dejar en reposo por 5 minutos para después hervir

durante 1 min para su completa disolucion. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Como para el desarrollo de la inoculacion en medios selectivo es necesario el uso de 27
cajas Petri por medio, se determin que por cada caja se debe incorporar 20 ml de medio de cultivo
Cterimide, teniendo un total de 540 ml de medio a preparar, esto con una dosis de 24,46 g de medio

de cultivo.

9.22.13 Preparacion de medio de cultivo Mueller Hinton.
Para la preparacién del medio MCD LAB (2018) sugiere suspender 38 gr del medio en 1
L de agua destilada, seguida de una agitacion suave hasta su completa disolucién para luego llevar
a esterilizar en el autoclave a 121°C con un periodo de 15 min, una vez concluida la esterilizacion

dejar enfriar a una temperatura ambiente para luego vaciar en cajas Petri.
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9.2.22  Manejo de muestras y toma de inéculos.

Una vez preparados los medios, para la correcta inoculacion de las bacterias en los medios
antes mencionados, se realiz6 la metodologia propuesta por Sanz Cervera (2016), en el que para
la realizacion de una correcta inoculacién se debe contar con un mechero, la muestra para la toma
del inocul6 y la caja en donde se depositara este, con la ayuda de una asa de siembra, se coloco la
misma en la flama del mechero, hasta que el alambre flamee y alcance un rojo incandescente.
Después de esto, se deja reposar por 10 segundos, para posteriormente ser llevado a la muestra.
Cabe recalcar que todos los procesos de la toma del inoculo se deben llevar a cabo cerca del
mechero, esto con el fin de llevar un ambiente controlado y libre de contaminacién. Se coloca el
asa de siembra en la muestra y se extrae una pequefia cantidad de muestra del cultivo que crece en
la zona superficial del medio. Una vez extraido el in6culo y manteniendo una distancia éptima con
la flama del mechero, se procede a llevar el asa de siembra al medio ya sea selectivo o general y
se coloco el asa en un borde de la caja y haciendo un movimiento de estrias continuas en tres fases,

una vez culminado la siembra se tapa el medio cultivado y se procede con las siguientes muestras.

Figura 14:  Movimiento de estrias continuas en tres fases.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

9.2.3 Caracterizacioén de las colonias y/o consorcios

Al cumplir 72 horas de la inoculacién en los medios, el crecimiento bacteriano es notorio,
de manera que al tener una gran diversidad de colonias bacterianas presentes en los 81 medios, se
establecieron dos metodologias de caracterizacién: caracterizacién morfoldgica y caracterizacion

por tincién.

9.2.3.1  Caracterizacion morfoldgica.

Con respecto a la caracterizacion morfoldgica, la misma se la realizé de manera visual,
considerando la observacion de 2 estudiantes y un docente laboratorista; a cada persona, se le
realiz6 una serie de preguntas, cada una refiriéndose a los posibles caracteres que pueda tener los
consorcios (Anexo 2). De esta manera, a cada encuestado se establecieron las siguientes preguntas
de acuerdo con el carcter que se quiera definir.

- Forma del consorcio: ¢puntiforme, circular, filamentoso, irregular, rizoide o puntiforme?
- Elevacion posee: plana, elevada, convexa, pulvinada o umbonada.

- Margen: Entro, ondulado, lobulado, erosionado, filamentoso, ondulado.

- Apariencia posee: brillante o mate.

- Propiedades Opticas posee: opaca, traslicida o transparente.

- Pigmentacion: Si (roja, amarilla, rojiza), no (crema, blanca).

- Textura posee: lisa o0 rugosa.
Los resultados obtenidos fueron recolectados en tablas Excel donde se recaudaron los

criterios de los encuestados, considerando las caracteristicas y las variables de esta.
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Tabla 3: Caracterizacion morfoldgica de consorcios bacterianos.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

9.2.3.2  Anadlisis de datos e interpretacion.
Una vez completada la encuesta y con la obtencidn de resultados, los datos obtenidos
fueron agrupados por las repeticiones en categorias, de esta manera se realizaron tablas de
frecuencias, las mimas que fueron representadas por diagramas en donde para cada caracteristica

morfoldgica se establecid un color en el que cada variable dentro de cada caracter es representada

por la degradacion de este.

9.2.3.3  Caracterizacion por tincion.

Jacome et al. (2014) menciona que, el uso microscopio para microbiologia es indispensable
para la identificacion temprana y exacta de microorganismos; de este modo, el aprovechamiento
del uso que se le da al microscopio, se han desarrollado metodologias tincion que permiten destacar
las caracteristicas de diversos microorganismos, de manera que un colorante tiene la capacidad de
proporcionar color a células, tejido, fibras, etc. Al hablar de tincidn, se refiere a la accion de tefiir,
en el que cumple el propoésito de que se pueda ser visibles los objetos microscopicos y

transparentes, que se puedan evidenciar las estructuras internas y externas, el identificar su color
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y textura, ademas que funcionan para producir reacciones quimicas especificas. Jacome et al.

(2014).

Al entendimiento del uso de la tincion para la caracterizacion de los microrganismo, para
la caracterizacion de las estructuras de las colonias bacterianas presente en los medios selectivos,
se establecio el uso de la tincion Gram, que de acuerdo a Jacome et al. (2014), la tincion Gram es
una técnica de mucha utilidad, esto debido a su sencilles, eficacia y baja inversion econémica,
resaltando que la tincion Gram sigue siendo una de las mas utilizadas universalmente. Al realizar
la tincion Gram, esta se basa en la caracterizacion de la pared celular de las bacterias, lo cual
determina las propiedades a cada microorganismo, es asi que la tincion separa a las bacterias en
dos grandes grupos: bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas, siendo las Gram
negativas aquellas que estan constituidas por una capa fina de peptidoglucano y con una membrana
externa, al contrario de las Gram positivas que poseen una pared celular gruesa constituida por
peptidoglucano pero con la ausencia de una membrana celular externa, aunque se puede evidenciar
el tipo de pared celular que poseen las bacterias, la coloracion de estas permiten evidenciar la
morfologia que estas pueden llegar hacer tales como cocos, bacilos, espirilos, entre otras

estructuras mas.
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Figura 15: Diferenciacidn bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Gram Negativas Gram Positivas

Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Aunque la tincién Gram sea una técnica de mucha importancia, para su correcta realizacion
la muestra debi6 pasar previamente por un proceso de fijacion, esto con la finalidad de preservar

la arquitectura quimica y estructural de la célula.

9.233.1 Protocolo de fijacion de muestras.

Para la realizacion de la fijacion de la muestra, se procedio con la metodologia propuesta
por Jacome et al. (2014), comenzando por la colocacion de una pequefia gota de agua sobre el
porta objeto seguida de la toma del asa de siembra y realizando la toma de una muestra bacteriana
del medio selectivo, una vez tomada a pequefia muestra, la misma es llevada a la gota de agua
suspendida sobre el porta objeto y una vez colocada la muestra en le agota se realizé la expansion
de la misma, esto con la finalidad de que se tenga un correcto secado, para obtener un rapido

secado es opcional el paso del portaobjeto sobre la llama de un mechero, esto procurando evitar el
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sobrecalentamiento, puesto que puede provocar el quemado y alteracion en la estructura

bacteriana.

9.2.3.3.2 Protocolo de Tincion Gram.

Como la tincion Gram es de suma importancia, la efectuacion de los procedimientos son
de vital importancia para que esta pueda mostrar lo mas clara posible la morfologia de las bacterias,
puesto que los tintes tienen un periodo especifico de tiempo en el que deben permanecer sobre la
muestra, es asi que las tenciones Gram se realizaron de acuerdo al protocolo propuesto por
Casasola (2022), mencionado que la tincién Gram se compone por 4 pasos sencillos, comenzado
como el primer colorante el cristal violeta, en donde esta se infiltra en la pared y membrana, esto
dado su alta afinidad por el peptidoglucano, al transcurso de 2 minutos después de la aplicacion,
se lava el mismo con agua destilada, se agita suavemente el portaobjeto para eliminar un sobre
acceso de agua y una vez culminado el lavado del cristal violeta se coloca una solucién de yodo
que actua como un fijador del colorante, esto dado que a la incorporacién de la solucion de yodo
se crea una solucion de violeta-yoduro que satura los espacios de peptidoglucano de la pared
bacteriana, este proceso da la incorporacion de la solucion de yodo se lleva por alrededor de 1

minuto.

Con la incorporacion de la solucién de yodo y al transcurso de un minuto se precede al
lavado de la misma con agua destilada, es asi que se lava el portaobjeto y se elimina el acceso del
agua. Con el uso de alcohol acetona se coloca en el porta objeto, en donde esta destruye las capas
lipidicas de las bacterias Gram negativas, provocando que, al perder su capa externa, pierdan

también la menor cantidad de peptidoglucano que poseen, seguido de que no puedan retener el
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complejo cristal violeta — yoduro y lo pierdan también. Por otra parte, en las bacterias Gram
positivas, al tener contacto con el alcohol acetona, este provoca una deshidratacion de la pared
celular, provocando que las bacterias cierren sus poros y provoque la retencion de la solucién
cristal — yoduro, de esta forma para que este proceso sea efectuado correctamente, el tiempo en el

que el alcohol cetona debe permanecer en el portaobjeto van desde los 20 a 30 segundos.

Una vez que el alcohol cetona haya sido lavado correctamente con agua destilada, se
procedid al uso de la safranina, esto con el fin de ser un colorante de contra tincion, es decir que,
se puedan volver a tefiir las bacterias Gram negativas que no lograron la retencion del complejo
de cristal — yoduro luego de su decoloracion, mientras que a las Gram positivas al tener contacto
con esta, la misma solo sea incorporada de manera superficial, de tal modo que, al transcurrir 1
minuto de la tincion, se proceda con el lavado del tinte dejando como resultado que las bacterias
Gram negativas tefiidas del color de la safranina (violeta), mientras que las Gram positivas al tener
sus poros cerrados y con el complejo cristal yoduro dentro de estos, se lave la safranina,

provocando que las Gram positivas tengan el color del complejo cristal — yoduro (Azul obscuro).

9.2.3.4  Andlisis e interpretacion de caracteristicas por tincion.

Con la finalizacion de la tincién gran a las placas de cada consorcio bacteriano, para el manejo de
las observaciones de las placas, se describieron en una tabla Excel, en la cual se establecieron las

caracteristicas de los consorcios segun su tincion y estructura.
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Tabla 4: Caracterizacidn por tincion y estructura bacteriana

m
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. 2 B S |RIE|8 |55
Codigo de placas | = [l 815 lglal|e|g |8 |z
S BBl 2818|288 |3
S 2|3 2158 |7

R1

T29-MS-MU R2

R3

Elaborado por: Quinatoa K. (2023).
10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
10.1 Caracterizacion morfoldgica de consorcios bacterianos.

El anélisis de las caracteristicas morfologicas de los consorcios se desarrollé por medio de
diagramas de barras, los mismos que muestra los valores con el mayor porcentaje de criterios por
parte de los encuestados, teniendo cada caracter una gama de color distinto con variables que
presentan una degradacion, esta comparacion esta enfocada en diferencias morfologicas que posee
cada muestra (suelo, hoja y flor) con el mismo medio de cultivo (Mueller, MacConkey, Cetrimide)

y con diferente piso altitudinal (2900, 3000 y 3100 msnm).

10.1.1 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo Mueller Hinton en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y

3100 msnm.
En cuanto a las caracteristicas morfologicas presentes en este medio y muestra, la forma
manifestd una variacion, esto al ser los pisos de 3000 y 3100 msnm los que presentaron una forma

puntiforme a diferencia de los 29000 msnm que expreso una variacion irregular; Con respecto a
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la elevacion, este caracter fue similar para las alturas de 3000 y 3100 msnm, manifestando una
elevacion de caracter elevada al contrario de los 2900 msnm que expreso una elevacion convexa;
Los margenes mostrados en los tres consorcios presentaron una total desigualdad, teniendo un
margen entero el piso 2900 msnm, un margen filamentoso el piso 3000 msnm y un margen

ondulado el piso 3100 msnm.

Referente a la apariencia, propiedades Opticas y pigmentacion, los caracteres expresados
fueron constantes para los tres pisos altitudinales, revelando una apariencia brillante, propiedad
Optica opaca y ausencia de pigmentacion. Por otra parte, la textura lisa se evidencid Unicamente

en el piso de 2900 msnm, mientras que a los 3000 y 3100 msnm se expresd una textura rugosa.

Figura 16: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de

cultivo Mueller Hinton.
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70%  67%

O Elevacion Convexa

56% 56% B Margen Entero

O Apariencia Brillante
mP. Opticas Opaca

B No pigmentada

B Textura Lisa

Elaborado por: Quinatoa. (2023)
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Figura 17: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de
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cultivo Mueller Hinton.

Elaborado por: Quinatoa. (2023)

Figura 18: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de

cultivo Mueller Hinton.

100% 100% T31-MS-Mu

B Forma Puntiforme

67% m Elevacion Elevada
54% 55% 50% 56% B Margen Ondulado
O Apariencia Brillante
mP. Opticas Opaca

B No pigmentada

B Textura Rugosa

Elaborado por: Quinatoa. (2023)

De acuerdo a la descripcion de las caracteristicas morfoldgicas ( Figura 16) (Figura 17)

(Figura 18) presentadas en estos consorcios, se resalta las caracteristicas de una apariencia
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brillante, propiedad dptica opaca y falta de pigmentacién, segin Rodriguez (2016) en las colonias
aisladas en muestras de agua y sedimentos obtenidas en las quebradas Espumo y ElI Carmen del
canton Loja presentaron una forma irregular, pigmentacion de color beige, un margen entero y
elevacion convexa baja, lo que corrobora en cierta parte a las caracteristicas morfoldgicas
presentadas en estos resultados, de igual manera Calvo & Zufiga (2010) en su descripcién
morfoldgica de consorcios bacterianos extraidos en muestras de suelo en la zona alto andina del
Pert expresaron una forma irregular, pigmentacion crema con margenes aserrada, lobuladas,

digitiformes y ondulados expresando una similitud con los presentes resultados.

10.1.2 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo MacConkey en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100
msnm.

Los consorcios bacterianos presentes en este medio de cultivo manifestaron en su forma
una variacion, en la cual a los 2900 msnm present6 una forma filamentosa, a los 3000 msnm una
forma puntiforme y a los 3100 msnm una forma irregular. En cuanto a la elevacion, este mostré
una consonancia en los 2900 y 3100 msnm, evidenciando una elevacion plana, mientras que a los
3000 msnm se reflejo una elevacion elevada. Al igual que la elevacién, el margen present6 una
homogeneidad en los 2900 msnm y los 3100 msnm, expresando un margen filamentoso, distinto
al margen de los 3000 msnm, que reflejo un margen ondulado. La coincidencia es uno de los
factores que se manifesté en tres propiedades, siendo la apariencia brillante, la presencia de
pigmentacion y la textura rugosa los caracteres que presentaron igualdad, al contrario de las
propiedades Opticas que Unicamente a los 2900 msnm se evidencid una propiedad transparente, a

diferencia de los 3000 msnm y 3100 msnm que constataron con una propiedad opaca.
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Figura 19: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de
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Figura 20: Caracteristicas morfologicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de
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Figura 21: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de

cultivo MacConkey.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Las caracteristicas expresadas en los consorcios bacterianos en estos tres pisos se
expresaron una cierta variabilidad morfoldgica en diferencia a las presentadas en el medio Mueller
Himton, de acuerdo las caracteristicas reflejadas a los 3000 msnm (Figura 20), se asimilan en
ciertas variables a las presentadas por parte Benavides Lopez de Mesa et al. (2006) en el que sus
muestras de suelos obtenidas en un suelo agricola (cebolla) en Boyaca, Colombia a una altura de
3030 msnm, reflejaron caracteristicas similares al expresando una pigmentacion rosada, con una

elevacion plana elevada y propiedades Opticas opacas.
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10.1.3 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de

cultivo Cetrimide en muestras de suelo en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100

msnm.

La forma evidenciada en los consorcios mostro que a los 2900 msnm y a los 3100 msnm

presentaron una equivalente propiedad, siendo la forma irregular la manifestada, al contrario de

los 3000 msnm que reflejé una forma puntiforme. En cuanto a la elevacion, los 2900 msnm fue el

anico que mostrd una elevacion convexa, al contrario de los 3000 msnm y 3100 msnm que

expresaron una elevacién plana. En cuanto a la homogeneidad, esta se manifesto en las propiedades

de margen, apariencia, pigmentacion y textura, reflejando un margen entero, una apariencia

brillante, ausencia de pigmentacion y textura rugosa, aunque en las propiedades dpticas, en el piso

3100 msnm se constatd una propiedad traslicida, opuesto a los 2900 msnm y 3000 msnm que

expresaron una propiedad opaca.

Figura 22: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de suelo en medio de
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Figura 23: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de suelo en medio de

cultivo Cetrimide.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 24: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de suelo en medio de

cultivo Cetrimide.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Las caracteristicas presentes en los tres pisos altitudinales presentaron igualdad con

respecto a su apariencia, textura lisa y falta de pigmentacion; aunque, en los pisos 2900 msnm y
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3100 msnm la forma se torn6 de manera irregular; las mismas propiedades expresadas por los pisos
altitudinales corroboran de cierta forma a las colonias obtenidas por (Mendoza, 2023) en la que
sus consorcios provenientes de muestras de suelo netamente agricola ubicados a 2799 msnm en
canton Quero, Mocha (3280 msnm), Ambato (3500 msnm) y Pillaro (2800 msnm) provincia de
Tungurahua, en su mayoria presentaron una forma irregular con margenes enteros, con textura lisa
y apariencia brillante, corroborando de cierto modo a las caracteristicas reflejadas en la

investigacion.

10.1.4 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo Mueller Hinton en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y

3100 msnm.
Las caracteristicas presentadas en estos consorcios evidenciaron que, en la forma, a los
2900 msnm evidencio una forma filamentosa, mientras que a los 3000 msnm y a los 3100 msnm
reflejaron una forma irregular, distinto a esto, la elevacion evidencio que, a los 2900 msnmy a los

3100 msnm su propiedad era elevada, en cuanto a los 3000 msnm reflejaba una elevacion plana.

En cuanto el margen, el caracter filamentos estuvo presente en el piso de 2900 msnm, a
diferencia de los 3000 msnm y los 3100 msnm que mostraron un margen ondulado. en cuanto la
apariencia, propiedad O6ptica y pigmentacion, estas evidenciaron una constante, siendo la
apariencia brillante, la propiedad dptica opaca, y una ausencia de la pigmentacion. Este no es el
caso de la textura, en donde la textura fue lisa Unicamente a los 3100 msnm, opuesta a los pisos

2900 y 3100 msnm que reflejaron una textura rugosa.
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Figura 25: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de

cultivo Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 26:  Caracteristicas morfolégicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de

cultivo Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)
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Figura 27: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de
cultivo Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

En cierto modo, las caracteristicas morfologicas expresadas en los diagramas se asimilan a
las obtenidas por parte Calle (2021) en la que sus colonias bacterianas provenientes de la micro
cuenca del Machangara con un rango de altura entre 2400 y 4000 msnm, expresaron en cierta
forma propiedades irregulares, falta de pigmentacion con coloracién crema, superficie plana

apariencia opaca y apariencia brillante.

10.1.5 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo MacConkey en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100
msnm.

Con respecto a la forma y elevacion, estos presentaron una variabilidad casi similar,

teniendo una similitud a los 2900 msnm y 3100 msnm. Es asi que, en la forma, a los 2900 msnm

y 3100 msnm, reflejaron una forma circular, mientras que a los 3000 msnm se evidenci6 una forma
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irregular. En cuanto a la elevacion, a los 2900 msnm y a los 3100 msnm se reflejaron con una

elevacion elevada, en contraste con la elevacion a los 3000 msnm que expresé una elevacion plana.

En cuanto al margen, a los 2900 msnm se expreso de forma ondulada, a diferencia de los
3000 msnm y 3100 msnm que evidenciaron un margen entero. En cuanto a la apariencia,
propiedades opticas, pigmentacion y textura, presentaron una consistencia en los tres pisos,
expresando una apariencia brillante, propiedad Optica opaca, presencia de pigmentacién, y con

textura lisa.

Figura 28: Caracteristicas morfologicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de

cultivo MacConkey.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)
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Figura 29: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de

50%

50%

56%

8%

cultivo MacConkey.

100%

8%
67%

Elaborado por: Quinatoa K (/2023)

T30-MH-Mc

OForma Irregular

B Elevacion Plana

B Margen Entero

O Apariencia Brillante
mP. Opticas Opaca

B Pigmentada

B Textura Lisa

Figura 30: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de
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10.1.6 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de

cultivo Cetrimide en muestras de hojas en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100

msnm.

Se puede mencionar que en estos consorcios hubo casi una completa igualdad en sus

caracteristicas morfoldgicas exceptuando la elevacion, en el cual a los 2900 msnm y 3100 msnm

evidenciaron una elevacion de propiedad elevada, mientras que a los 3000 msnm se expres6 una

elevacion plana, apartando esta caracteristica las demas propiedades evidenciaron una completa

homogenizacion, presentando una forma irregular, margen ondulado, apariencia brillante,

propiedad Optica opaca, ausencia de pigmentacion y textura lisa.

Figura 31: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de hojas en medio de

cultivo Cetrimide.
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Figura 32: Caracteristicas morfoldgicas a 3000 msnm, en muestra de hojas en medio de
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Figura 33: Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de hojas en medio de
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10.1.7 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo Mueller Hinton en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y

3100 msnm.
La forma irregular se expreso en los tres pisos altitudinales. En cuanto a la elevacion, a los
2900 msnm y los 3100 msnm se mostro una elevacion elevada, mientras que a los 3000 msnm se
expreso una elevacion plana. Con referencia a los margenes, el caracter entero se reflejo a los 2900
msnm, en los 3000 msnm se mostrd un margen filamentoso y a los 3100 msnm uno ondulado. Con
referencia la apariencia, propiedad Optica y pigmentacion se evidenci6 una igualdad al evidenciar
una apariencia brillante, propiedad 6ptica opaca y falta de pigmentacion, con respecto a la textura,
Unicamente el piso de 3100 msnm se expresé una textura lisa a diferencia de los 2900 y 300 msnm

gque expreso una textura rugosa.

Figura 34: Caracteristicas morfologicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de

cultivo Mueller Hinton.
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Figura 35: Caracteristicas morfologicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de
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10.1.8 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo MacConkey en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100
msnm.

Las formas evidenciadas en los tres pisos altitudinales, reflejaron que a los 2900 msnmy a
los 300 msnm reflejaron una forma irregular, mientras que los 3100 msnm se mostré una forma
puntiforme, En cuanto a la elevacion, margen y textura, estas tuvieron una manifestacion similar
con la morfologia de la forma, puesto que a los 2900 msnm y a los 3000 msnm se expreso una
elevacion plana, un margen entero y textura lisa, a diferencia de los 3100 que expreso una

elevacion convexa, un margen ondulado y textura rugosa.

En cuanto a la pigmentacidn, esta permanecié ausente a los 2900 msnm mientras que a los
3000 msnm y a los 3100 msnm esta tenia presencia. Con respecto a la apariencia y pigmentacion,

las mismas tenian similitud al expresar una apariencia brillante y apariencia opaca.

Figura 37: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de

cultivo MacConkey.
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Figura 38:  Caracteristicas morfolégicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de
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Figura 39:  Caracteristicas morfoldgicas a 3100 msnm, en muestra de flores en medio de
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10.1.9 Analisis de caracteristicas morfoldgica de consorcios bacterianos en medio de
cultivo Cetrimide en muestras de flores en pisos altitudinales a 2900, 3000 y 3100
msnhm.

La forma evidenciada en los consorcios de 2900 msnm y 3100 msnm fueron de propiedad
irregular mientras que a los 3000 msnm se expres6 una forma puntiforme, En cambio a la elevacion
a los 2900 msnm se evidencio una elevacion elevada, mientras que a los 3000 msnm se evidencio
una elevacién plana y a los 3100 msnm una elevacién convexa. En cuanto al margen, propiedad
Optica y apariencia se evidencio una constancia, reflejando un margen ondulado, propiedad opaca
y apariencia brillante. A diferencia de este, la pigmentacion estuvo presente a los 3100 msnm y
ausente a los 2900 msnm y 3100 msnm, y en cuanto a la textura lisa se mostr6é Gnicamente a los

3000 msnm, mientras que a los 2900 msnm y a los 3100 msnm se reflejo una rugosa.

Figura 40: Caracteristicas morfoldgicas a 2900 msnm, en muestra de flores en medio de

cultivo Cetrimide.
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Figura 41: Caracteristicas morfologicas a 3000 msnm, en muestra de flores en medio de
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Figura 42: Caracteristicas morfologicas a 3100 msnm, en muestra de flores en medio de
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10.2 Andlisis e interpretacion de caracteristicas de consorcios bacterianos por
Tincion.

El analisis e interpretacion por tincion Gram a cada consorcio bacteriano se realizo en tres

diagramas, uno representando el porcentaje de influencia de bacterias Gram negativas como de

bacterias Gram positivas, junta a esta se reflejan dos graficos de barras segun el tipo de bacteria

(Gram negativa 0 Gram positiva) representando el porcentaje de bacterias segin su forma.

10.2.1 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de suelo en pisos

altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

Con respecto a la influencia de las bacterias Gram positivas y negativas, se determin6 que
en los pisos de 2900 y 3000 msnm la influencia de bacterias Gram negativas es mayor que las

positivas y con una igualdad de influencia de estas en el piso 3100 msnm para muestras de suelo.

En cuanto a la forma de las bacterias, se not6 que en las bacterias Gram positivas la forma
de bacilos es notoria para los tres pisos altitudinales, esto con la diferencia que a los 2900 msnm
el 100% de las bacterias expresaron esta forma, contrario a los 3000 msnm en la cual la mitad de
las bacterias mostraron dicha forma mientras que la otra mitad evidencio una forma de diplo
bacilos, en cuanto a los 3100 msnm la propiedad de bacilos solo se evidencid en un 25%, en tanto

al 75% que evidencio una forma de estrepto bacilos.

Con respecto a la forma de las bacterias Gram negativas, hubo una mayor una influencia

de las bacterias en forma de bacilos en los tres pisos altitudinales, con la diferencia que a los 2900
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msnm se evidencid un 40% de bacterias diplococos y a los 3100 msnm un 33% de bacterias con

forma de estreptobacilos.

Figura 43: Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Figura 44:  Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Figura 45: Caracteristicas por tincién a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Las caracteristicas presentes en las tinciones Gram reflejaron en su mayor parte una
tendencia al presentar bacterias Gram negativas, que de acuerdo a Diaz & Estrada (2018),
evidencia similares resultados en sus 33 unidades formadoras de colonias (UFC), extraidas de
muestras de suelo en ecosistemas glaciares del Chimborazo, Cotopaxi y la Antéartid; presentando
Unicamente en una UFC bacterias Gram positivas. De acuerdo con Martinko et al. (2004),
menciona que la tendencia a la coloracion de safranina se debe a la capa delgada de peptidoglucano

presente en la pared celular, la misma que varia dependiendo su grosor.

10.2.2 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de suelo en pisos

altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

Las tinciones Gram, expresaron que a los 2900 msnm el 100% de las bacterias son Gram
negativas en tanto que a los 3000 msnm y a los 3100 msnm los consorcios bacterianos presentaron

una igualdad, teniendo un 50% en bacterias Gram positivas y un 50% de bacterias Gram negativas.



64

En cuanto a la forma de las bacterias Gram positivas, el caracter de bacilos se present6 en
los pisos de 3000 y 3100, msnm con la diferencia de que a los 3100 msnm el 50% de las bacterias

fueron estreptobacilos mientras que el restante son bacilos.

Con respecto a las bacterias Gram negativas, los tres pisos evidenciaron bacterias con
forma de bacilos, teniendo un 100% de influencia en los pisos de 3000 y 3100 msnm, en tanto que
a los 2900 msnm el 33% mostraron una forma de coco, el 33% una forma de diplo cocos y el

sobrante una forma de bacilos.

Figura 46:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

MacConkey.
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Figura47:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

MacConkey.
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Figura 48:  Caracteristicas por tincién a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

MacConkey.
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modo, se entiende que hay una posibilidad que en un entorno se puede tener presencia en gran
parte de bacterias Gram negativas, corroborando en cierta parte a los resultados expuestos,
Hernandez-Angel et al. (2020), quién menciona que en sus pruebas de tincion en bacterias
extraidas de muestras de suelo de la zona norte de Antioquia, alrededor del 80 % de sus
caracteristicas reflejaron una tendencia a la coloracion de safranina; es decir, a bacterias Gram

negativas con formas de cocos y bacilos.
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10.2.3 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de suelo en pisos
altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

En referencia a la tincion de las bacterias, se constato una mayor presencia de bacterias

Gram negativas en los tres pisos, teniendo un 100% de estas a los 2900 msnm y un 67% a los 3000

y 3100 msnm respectivamente.

Con respecto A la forma expresada en las bacterias Gram positivas, el bacilo fue
representativo para los 3000 msnm con un 100% de incidencia, a lo contrario que a los 3100 msnm
que fue expresado con un 50% de estos, siendo bacterias diplococos el restante; A diferencia de
esto las bacterias Gram negativas evidenciaron en sus tres pisos altitudinales un 100% de influencia

de bacterias en forma de bacilos.

Figura 49:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Cetrimide.
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Figura50:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Cetrimide.
T30-MS-Ce
100% 100%
Vs
33%
0
67%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0° 0% 0% 0% 0%

2

= Gram Negativos m Gram Positivo g

[&)

Cocos
Bacilos
Bacilos

Diplococos
Estreptococos
Diplobacilos =~ 3
Estreptobacilos
Espiroquetas
Diplococos 3
Estreptococos
Diplobacilos
Estreptobacilos
Espiroquetas

Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 51: Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de suelo, en medio de cultivo

Cetrimide.
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En las tinciones presentadas en los pisos altitudinales se refleja la notable ocupacién de
bacterias Gram negativas con respecto a las positivas, de la misma manera, al completo desarrollo
de las bacterias con forma de bacilos en las mismas, de acuerdo a Calvo & Zufiga (2010) resalta
la influencia notoria de bacterias Gram negativas, puesto que a sus muestras obtenidas de la
rizosfera del cultivo de papa en el departamento de Huancavilca y Puno, identifico el género

Bacillus bacterias Gram negativas en forma de bacilo, que constituia un grupo importante y grande,
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Segun Calvo & Zuiiiga (2010) resalta que este grupo posee mecanismos para asegurarse de la

supervivencia ante condiciones fisicas desfavorables.

10.2.4 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de hojas en pisos

altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

La tincion Gram expreso que en el piso de 3100 msnm el 100 % de las bacterias presentes
son Gram negativas, mientras que a los 3000 msnm la presencia de bacterias Gram negativas y
positivas fue de 50%, contrario a los 2900 que reflejo una presencia de 75% de bacterias Gram

negativas mientras que el 25% fueron son Gram positivas.

Sobre las bacterias Gram positivas que presentaron los pisos de 2900, y 3000 msnm, los
estreptobacilos fueron presentes en estos dos pisos, teniendo a los 2900 msnm una completa
influencia por estas bacterias, a diferencia de los 3000 msnm que reflejo variabilidad al evidenciar

bacterias con forma de cocos, bacilos y estreptobacilos.

En referente a las bacterias Gram negativas, los pisos de 2900 y 3100 msnm expresaron un
100% de influencia de bacilos, al contrario de los 3000 msnm que revelaron una influencia

mayoritaria por cocos con el 50%, bacilos con 25% vy estreptobacilos con 25%.
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Figura 52: Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Figura 53: Caracteristicas por tincion a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Mueller Hinton.

T30-MH-Mu

40%
40% 10% 5

50% 50%

Cocos
Cocos

= Gram positivos = Gram Negativos

(=3
o
;
(=]
a
;
) [}
:
(-1
,
;
(=3
o
;

Diplococos
Estreptococos 3
Diplobacilos = 3
Estreptobacilos
Espiroquetas
Diplococos :3
Estreptococos <
B
[
B
Diplobacilos = 2
B
(5]
Estreptobacilos - :‘o
| @
Espiroquetas =

Elaborado por: Quinatoa K. (2023)



70

Figura 54: Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Las placas, a los 3100 msnm, expresaron una tendencia a la tincion de bacterias Gram
negativas al 100 %. De acuerdo con Garcés et al. (2017), las tinciones Gram realizadas a partir de
un biofertilizante MONIBAC en medios de cultivo PDA y Mueller Hinton, presentaron el 100%

de bacterias Gram negativas.

10.2.5 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de hojas en pisos
altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

La tincion Gram en los pisos 2900 y 3100 msnm evidencio la mayor presencia de bacterias

Gram negativa con 100% y 75% respectivamente, por otra parte, a los 3000 msnm se constato una

igualdad del 50% entre estos dos tipos de bacterias.

En cuanto a las bacterias Gram negativas, se manifesto cierta diferencia, esto por el hecho
de que a los 3000 msnm las bacterias evidenciaron formas de cocos y estreptobacilos diferentes a

los 3100 msnm que expreso 100% una forma de bacilos.
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En tanto a las bacterias Gram negativas la influencia de los bacilos es notoria para los pisos
3000 y 3100 msnm esto debido a su presencia a un 100%, por otra parte, a los 2900 msnm los
bacilos ocupan un 50% de incidencia junto a bacterias cocos y diplococos con un 25% de presencia

cada uno.

Figura 55: Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

MacConkey.
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Figura 56: Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
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Figura 57: Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo
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Las tinciones presentadas en las placas de los tres pisos altitudinales, reflejaron una
tendencia a tornarse en su mayoria al color de la safranina (violeta), debido a que las bacterias
aisladas son pertenecientes a las Gram negativas. Becton Dickinson, (2014) explica que el medio
de cultivo MacConkey es un medio ligeramente selectivo, dado por la baja concentracion de sales
biliares que colaboran en cierta parte a la inhibicion de organismos (bacterias) Gram positivos,
teniendo un desarrollo y crecimiento de las Gram negativas, de este modo, se corrobora en cierto

modo a la situacion presentada en las placas tinturadas en la investigacion.

10.2.6 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de hojas en pisos

altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

La tincion Gram reflejé completa presencia de bacterias Gram negativas en los pisos 2900
y 3000 msnm, de la misma manera a los 3000 msnm, con la diferencia de que tiene un 25% de

influencia de bacterias Gram positivas.
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En cuanto a la forma de las bacterias Gram positivas presente inicamente a los 3000 msnm,
la forma con mayor influencia sobre este fueron los cocos. Por otro lado, las bacterias Gram
negativas presentaron un 100% de bacilos a los 2900 msnm y 3100 msnm, en tanto que a los 3000

los bacilos ocuparon un 50% seguido de los cocos y diplococos, cada uno con presencia del 25%.

Figura58:  Caracteristicas por tincion a 2900 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Cetrimide.
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Figura59:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Cetrimide.
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Figura60:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de hojas, en medio de cultivo

Cetrimide.

T31-MH-Ce
100%

100%

=]
5
Q
)
=]
°
o
=]
°
S
=]
e
o
=]
cJ
S

S

= Gram Positivo

Cocos =
Diplococos
Estreptococos
Bacilos
Diplobacilos
Estreptobacilos
Espiroquetas

Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

La presencia de bacterias Gram negativas es notoria para los pisos 2900 y 3100 msnm y

con un porcentaje menor de Gram positivas a los 3000 msnm, de acuerdo a Biritania, (2013)
menciona que el medio Agar Cetrimide fue disefiado para el aislamiento de bacterias Gram
negativas, en especial en Pseudomonas aeruginosa, este medio es utilizado muestras clinicas como

no clinicas, y de cierto modo, es un factor limitante para el crecimiento de bacterias Gram positivas

en esta investigacion.

10.2.7 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Mueller Hinton en muestras de flores en pisos
altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

Las tinciones expresadas en estos consorcios, tanto para las bacterias Gram negativas como

positivas, reflejaron un valor del 50% cada uno a los 29000 y 3100 msnm, contrario a los 3000

msnm que expreso una mayor influencia por las bacterias Gram positivas con un 60% contrario a

los 40% expresados en las Gram negativas.
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En referencia a las bacterias Gram positivas, a los 2900 msnm se expresaron dos formas
con un 50% cada una, siendo bacilos y estreptobacilos respectivamente, por lo contrario, a los
3000 msnm se mostrd una cierta variabilidad, expresando 4 variables de forma con una mayor
influencia de estreptobacilos con un 50% y formas como cocos, diplococos y estreptococos con
un 17% de influencia cada uno.

En cuanto a las Gram negativas, la presencia de bacilos es notoria en los tres pisos, de tal
manera que a los 3100 msnm el 100% de capacidad es completamente expresado por esta forma.
Por otra parte, a los 2900 msnm y a los 3000 msnm se mostré un paralelismo en presencia de

bacilos y estreptobacilos.

Figura 61:  Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Figura 62:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 63:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Mueller Hinton.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

La presencia de bacterias Gram negativas como positivas en los tres pisos altitudinales es
de cierto modo igualitaria y adicionalmente las bacterias presentan una variabilidad en sus formas,
Deshawall, (2013) sefiala que de cierto modo el medio de cultivo Mueller Hinton es un medio no
selectivo, permisible al crecimiento de varios organismos lo que no afecta de forma directa la
presencia de bacterias Gram negativas como positivas y permitiendo la presencia de un gran

ndmero de formas.
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10.2.8 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo MacConkey en muestras de flores en pisos
altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

Las tinciones reflejaron que en los pisos 2900 y 3000 msnm es mayormente influenciada

por bacterias Gram negativas con un 75 %y 60 % en ese orden, esto a diferencia de los 3100 msnm

que los Gram positivos se expresaron con un 60% de influencia en los consorcios.

La influencia de los bacilos en las tres alturas es considerable, siendo los pisos 2900 y 3100
msnm los mas influyentes por estos con un 100% de capacidad. A lo contrario, a los 3000 msnm

los bacilos ocuparon un 67% de espacio siendo los estreptobacilos el complementario.

En tanto a las Gram negativas, la influencia de los bacilos es notoria en los tres pisos,
teniendo una influencia de 100% a los 3100 msnm y 75% a los 3000 msnm, siendo su
complementario las los estreptobacilos, En cuanto a los 2900 msnm los bacilos pasan a ser
inferiores en su presencia dado que su presencia es del 29% al igual que los diplococos, siendo los

cocos con mayor presencia con un 49% de influencia.

Figura 64:  Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

MacConkey.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)
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Figura 65:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 66:  Caracteristicas por tincién a 3100 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo
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La tendencia de las bacterias Gram negativas es especifico en los pisos 2900 y 3000 msnm
que segun ULPGC, (2023) menciona que en el medio MacConkey la inhibicion del crecimiento
de las Gram positivas se da por las sales biliares y el cristal violeta que son parte del impedimento
del crecimiento de las bacterias Gram positivas; aunque, Becton Dickinson, (2014) explica que

pese que las sales biliares son parte de la falta de crecimiento de los organismos Gram positivos,
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no descarta la presencia parcial de estos, pero en cierto modo eso varia dependiendo a la muestra

fijada y tefiida.

10.2.9 Analisis e interpretacion de caracteristicas por tincion Gram de consorcios
bacterianos en medio de cultivo Cetrimide en muestras de flores en pisos

altitudinales a 2900, 3000 y 3100 msnm.

Con respecto a las tinciones Gram estas revelaron una influencia mayor de bacterias Gram
negativas a los 2900 msnm y a los 3100 msnm, siendo este Gltimo influenciado completamente
con un 100 % de estas y a los 2900 msnm con un 60 %, por otra parte, a los 3100 msnm las
bacterias Gram positivas expresaron una cabida del 60 % contrario a los 40 % de las Gram

negativas.

En cuanto a la forma los bacilos fueron completamente expresados en los pisos 2900 y
3100 msnm en referencia a las Gram positivas, esto a diferencia que en las Gram negativas, puesto
que pese a que en los tres pisos altitudinales su capacidad es mayormente expresado por dicha
forma, Unicamente a los 3100 msnm su presencia es del 100%, contrario a los pisos restantes, en
los cuales a los 2900 msnm los cocos expresaron un espacio del 25% siendo los restantes bacilos
y a los 3000 msnm los diplo cocos manifestaron su presencia con un 40% siendo su

complementario los bacilos.
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Figura67:  Caracteristicas por tincién a 2900 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Cetrimide.
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Elaborado por: Quinatoa K. (2023)

Figura 68:  Caracteristicas por tincién a 3000 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Cetrimide.
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Figura69:  Caracteristicas por tincion a 3100 msnm, muestra de flores, en medio de cultivo

Cetrimide.
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De acuerdo a las tinciones para los tres pisos reflejaron una importante concentracion de
bacilos Gram negativos, que de acuerdo a Deshawall (2013) las pruebas de tincion realizadas en
su investigacion en donde se extrajo la muestra de la rizosfera de la papa, con un medio de cultivo
Agar Cetrimide, reflejo un conteo del 80% de bacterias del género pseudomona, las mismas que
presentaron una tincién Gram positiva y forma de bacilos, similar a las presentadas en esta

investigacion.

11. CONCLUSIONES
1. Se caracterizaron consorcios bacterianos para suelo, hojas y flores a los 2900 msnm
presentaron una forma irregular (56%), apariencia brillante (100%), propiedades Opticas
opacas (89%), con pigmentacion (78%) y textura lisa (56%). De la misma manera, a los
3000 msnm se mantienen las caracteristicas de forma irregular (56%), apariencia
brillante (89%), propiedades dpticas opacas (100%); pero difieren por la falta de
pigmentacion (56%) y textura rugosa (56%). A los 3100 msnm se mantiene forma
irregular (67%), apariencia brillante (100%), propiedad Optica opaca (89%), y difiere a
los 2900 msnm con la presencia de pigmentacién (56%) y a los 3000 msnm con una

textura lisa (67%).

2. Por tincion Gram se identificaron las caracteristicas de los consorcios bacterianos,
presentes a los 29000 msnm, en las muestras de suelo, hojas y flores, evidenciaron una
concentracion de bacterias en forma de bacilos Gram negativos con una frecuencia del

100%, 100% 50%, respectivamente. Cabe resaltar, que a los 3000 msnm la forma y
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Tincion se mantienen con las mismas caracteristicas; pero con menor frecuencia (75%,
50% y 60%). De la misma manera se comporta la forma y la tincién a 3100 msnm con
una diferencia de frecuencia menor en el suelo (60%); superior en hojas (100%) e

igualdad de frecuencias para flores (60%).

12. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda caracterizar  consorcios bacterianos aplicando la técnica por

tension gran en cultivos, tales como: claveles, aleli, flores de verano en otros pisos

altitudinales

2. Debemos realizar pruebas bioquimicas como: Catalasa, Simmons citrate, LIA, TSI,
oxidasa, ureasa, entre otras; para la identificacion de consorcios bacterianos para

futuras investigaciones.
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