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RESUMEN

Mediante la presente investigacidon se llevé a cabo el estudio de
microorganismos nativos en dos zonas ecolégicamente diferentes,
estos fueron obtenidos alrededor de especies de plantas con flores
(Angiospermas) que poseen documentada informacién de atraccién

sobre la microbiota del suelo.

Estos microorganismos nativos fueron capturados con la técnica del
E.M, realizada por el Dr. Teuro Higa, quien es el precursor de este
novedoso sistema. Los cuales son utilizados como materia prima en la
fabricacion artesanal de bioestimulantes para aplicaciéon en suelos,

cultivos, sectores pecuarios y ambientales.

Se realizd una caracterizacién preliminar de los microorganismos
encontrados para establecer diferencias y similitudes entre las zonas
del presente proyecto; sin embargo, se escogieron iguales familias de
plantas con diferentes especies que demostraron en los resultados de

laboratorio algunas similitudes y diferencias entre ellas.



Dichos resultados demostraron una variabilidad de caracteristicas
morfoldgicas de las bacterias; realizandose pruebas bioquimicas como
la Prueba de Catalasa para determinar el proceso respiratorio que
utilizan las bacterias para la obtencion de energia; ademas se realizo la
prueba de Oxido-Fermentacién, mediante esta prueba se determiné si
la utilizacion de los hidratos de carbono por parte de un
microorganismos, es decir especificar si las colonias encontradas
poseian proceso aerdbico (presencia de oxigeno); poseian un proceso
anaerébico (ausencia de oxigeno); o a su vez se determind si el

microorganismo poseia metabolismo facultativo (ambos procesos).

Se encontraron colonias con morfologia interesantes, sobre el abanico
de caracteristicas presentes en ambas comunidades a nivel de
bacterias; en pruebas bioquimicas como la Prueba de Catalasa,
encontramos un factor indudable sobre el resultado negativo, sin
importar de qué familias o bosques procedia el aislamiento. En lo que
tiene que ver sobre la respiracion se encontré un porcentaje mayor
en respiracion facultativo, seguidos por menores porcentajes en

respiracién aerobica y anaerdbica respectivamente.
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INTRODUCCION

Un papel fundamental en la diversidad biolégica que se encuentra en
nuestros suelos; es que en estos conviven numerosos tipos organismos
microscopicos como bacterias y hongos, que pueden ofrecer grandes
beneficios a la Agricultura; pues estos contribuyen a la formacion del suelo y
que participan en la degradacion de la materia organica y en los ciclos de

elementos como el carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre, entre otros.

Estas sustancias aportan a la fertilidad del suelo y son utilizados por los
seres vivos en su metabolismo, muchos de estos viven alrededor de las
raices de las plantas e influyen en su crecimiento ya que ayudan a absorber

nutrientes y las protegen o evitan el ataque de microorganismos patdégenos.

En la actualidad, bidlogos, microbidlogos y ecodlogos estudian las
comunidades microbianas del suelo en busca de microorganismos
beneficiosos que puedan ser utilizados en la agricultura, para proteger los
cultivos del ataque de plagas o enfermedades, como fertilizantes “amigos”
del medioambiente (biofertilizantes), lo cual da importancia al presente
trabajo de investigacion, el cual tuvo como punto principal de estudio la
caracterizacion preliminar de colonias bacterianas presentes a nivel del

Bosque Sacha Wiwua en la Provincia de Cotopaxi y el Bosque Protector



Prosperina en la Provincia del Guayas, para aportar informacion de la

microbiota presente en las comunidades vegetales.

Para lo cual se realizé una investigacion bibliografica sobre los
microorganismos mas comunes presentes en los suelos en relacion a
familias de plantas con flores (Angiospermas), presentes en ambos

ecosistemas.

Basandose en lo argumentado anteriormente, se planted los siguientes

objetivos

OBJETIVOS GENERAL.

Realizar un estudio comparativo a nivel de Microflora util de suelos, mediante
la caracterizacion in vitro de colonias de microorganismos y en relacion a dos

ecosistemas nativos



OBJETIVO ESPECIFICO.

Investigar las familias y especies de angiospermas arbustivas
relacionadas con la mayor produccion de Microflora benéfica del

suelo.

Implementar el método de E.M (microorganismos eficientes) en la

captura de poblaciones de microorganismos nativos.

Describir y resaltar las poblaciones de microorganismos encontrados

desde trampas naturales hasta el aislamiento en el laboratorio.



CAPITULO 1

1. COMUNIDADES VEGETALES Y

MICROORGANISMOS EFICIENTES.

1.1 Caracterizacion del medio biético.

Bosque deciduo de tierras bajas

Se ubica entre las formaciones de matorrales secos de tierras
bajas y los bosques semideciduos o humedos tropicales, en una
franja altitudinal entre los 50 y 200 m.s.n.m. La precipitacion
anual fluctia entre 800 a 1200 mm y la estacion seca es de
siete meses. La vegetacion se caracteriza por perder las hojas
durante una parte del ano. Los arboles mas comunes son de la
familia Bombacaceae, tienen troncos abombados y copa ancha.
La vegetacion en el estrato medio incluye varias especies de

cactos y de plantas espinosas del orden Fabales. Se localiza



entre las provincias de Manabi en el Parque Nacional Machalilla
y en la base del Cerro Montecristi, en la provincia del Guayas
en Cerro Blanco y las bases de los cerros Masvale, Cimalon,
Perequetre, Mate y Pancho Diablo en la Reserva Ecoldgica

Manglares-Churute. (35)

Bosque himedo pie-montano

Son bosques con alto endemismo (aproximadamente 10 %),
los arboles alcanzan mas de 30 m de alto, con una gran
concentracion de epifitas y un sotobosque arbustivo y herbaceo
abundante en las familias Araceae, Heliconiaceae,
Cyclanthaceae, Piperaceae, Orchidaceae y Gesneriaceae. Se
ubica en el occidente de las provincias de Cotopaxi, Los Rios,
Bolivar y Azuay-Guayas, entre 300 y 1.300 m.s.n.m. El Bosque
humedo Pie-montano crece donde la estacionalidad del clima
no es lo suficientemente fuerte como para producir una
estacion seca. La vegetacibn siempreverde puede
desarrollarse aun si la precipitacion se encuentra por debajo de

los 100mm mensuales. (31)



1.2 Interaccion entre vegetacion y microbiota de los suelos.

Las plantas establecen distintos tipos de interacciones con las
bacterias que colonizan al suelo, a las diferentes zonas de la raiz,
de la superficie aérea y de su interior. Estos microorganismos

pueden tener efectos benéficos o deletéreos para las plantas (13).

Las plantas surgieron entre el sol y el suelo con sus
microorganismos. En el suelo se encuentra una de las

5 0 mas

diversidades mas altas de bacterias, entre 10* - 10
especies diferentes por gramo de suelo con 10" bacterias totales
por gramo. Seguramente plantas y microorganismos han
coevolucionado durante cientos de millones de afios. Las

relaciones que se establecieron entre plantas y bacterias son de lo

mas diversas, tanto mutualistas y las patogénicas. (23)

La microbiota del suelo juega un papel fundamental en la
regulacion de los ecosistemas terrestres, influyendo en la
productividad, diversidad y estructura de las comunidades

vegetales (2).

Las diferentes especies de bacterias y hongos son los

responsables de liberar los nutriente del suelo, dejandolos



disponibles para que sean nuevamente absorbidos por las plantas;
por ejemplo, el carbono inorganico (diéxido de carbono) es
convertido en carbono organico (Carbohidratos); convierten el
nitrégeno atmosférico en sus formas asimilables como el amonio, y
los nitratos (nitrificacion), y liberan el fosforo atrapado en los
minerales insolubles  (solubilizaciéon). Ademas participan
activamente en la transformacion de la materia organica, liberando

agua y nutrimentos (32).

1.3 Principales fuentes de microorganismos benéficos.

Hay al menos cinco grandes fuentes de microorganismos benéficos

utilizables en agricultura.

Mantillos. La fuente primaria de microorganismos benéficos
agricolas se encuentra en el litter, mantillo o tierra de capote o
primera pelicula de tierra bajo la hojarasca y material desprendido
de las selvas y bosques o de algunos agrosistemas

poliestratificados, es decir, bajo sombrio de arboles (18).

Esta primera capa de tierra es a la vez efecto y residencia de los

microorganismos que, vehiculizados en el humus, convierten los



residuos de vegetacion y fauna en tierra fértil (30). Numerosas

culturas antiguas han utilizado el mantillo como abono natural (18).

Compost. Diversas escuelas alternativas se aproximan al humus a
través de diversos mecanismos, particularmente los compost y muy
especialmente los lumbricompost; en estos ultimos las excretas de

las lombrices son resultado del complejo microbial digestivo. (33)

Caldos microbiales. Se trata de la multiplicacion por via liquida de

microorganismos benéficos, de los cuales los cuatro grupos mas
cultivados son: bacterias fotosintetizadoras, llamadas algas

unicelulares, levaduras, lactobacilos, actinomicetos. (36)

Micorrizas. Tienen un papel importante en el comportamiento del
arbol, por aumentar la capacidad de absorcion de los elementos
nutritivos, al producir nuevas ramificaciones absorbentes vy

aumentar el area de contacto de la raiz con el suelo (36).

La funcion principal de las micorrizas es ayudar a que los
nutrientes del suelo sean absorbidos facilmente por las plantas ya
cambio las plantas le suministran carbohidratos esenciales en la

vida del hongo (24).



Entomopatdégenos. Son microorganismos que causan

enfermedades en artropodos (insectos, acaros, aracnidos, etc.) y

por los mismos son utiles en controles bioldgicos (24).

1.4 Formacién y Composicion del E.M.

El EM (microorganismos eficientes), es una mezcla de varios
microorganismos benéficos, tanto aerdbicos como anaerobicos.
Entre estos se encuentran bacterias acido lactico y fotosintético,
levaduras, hongos como los actinomycetos y hongos
fermentadores (24). Estos microorganismos existen en gran
cantidad en la naturaleza y son usados para el procesamiento de
alimentos y de comida animal fermentada. Son totalmente seguros

para los seres humanos y animales (18).

1.4.1 Origen del E.M.

El EM fue desarrollado por el Dr. Teuro Higa, profesor de
agricultura de la Universidad de Ryukyus en Japon, con el
fin de incrementar los microorganismos benéficos y la
diversidad microbiana del suelo, y a su vez, aumentar el

crecimiento, produccion y calidad de los cultivos (18).



1.4.2

1.4.3

144

Desde entonces, esta tecnologia ha sido investigada,
desarrollada y aplicada a wuna multitud de usos
agropecuarios y ambientales, siendo utilizada en mas de 80

paises del mundo (16).

Bacterias productos de Acido Lactico.

Producen acido lactico a partir de azucares que son
sintetizados por las bacterias fotosintéticas y levaduras. El
acido lactico puede suprimir microorganismos nocivos como

el Fusarium (24).

Levaduras

Degradan proteinas complejas y carbohidratos. Producen
sustancias bioactivas (vitaminas, hormonas, enzimas) que
pueden estimular el crecimiento y actividad de otras

especies de EM, asi como de plantas superiores (1).

Hongos filamentados.

Son los que se encuentran presentes en la produccién de

alimentos fermentados. Este grupo coexiste con otros



1.4.5

microorganismos Yy, es en especial, eficaz en el aumento
ésteres dentro del suelo, por la fuerte capacidad de
formaciéon de alcohol y acidos organicos, hay prevencion
contra la aparicién de larvas y otros insectos dafinos, se

observa también gran efecto en la disipacion del olor (22).

Bacterias fotosintéticas.

Las bacterias fotosintéticas son  microorganismos
autotréficos, que tienen como fuente de energia la luz y el
calor recibidos por el suelo, sus secreciones son las que
salen por la raiz de la planta, la materia organica y los gases

nocivos. (Sulfato de hidrogeno). (15).

Pueden fijar Nitrégeno atmosférico y biéxido de Carbono en
moléculas organicas, tales como aminoacidos vy
carbohidratos, también sintetizan sustancias bioactivas.
Llevan a cabo una fotosintesis incompleta, lo cual hace que
la planta genere nutrimentos, carbohidratos, aminoacidos,
sin necesidad de la luz solar, permite que la planta

potencialice procesos completos las 24 horas del dia. (15).



1.5 Técnicas y sustratos utilizados en la colonizacion de

microbios.

Para la propagacion de microbios se depositan 4 onzas de arroz
cocinado sin aceite ni sal dentro del tarro de plastico, tapando con
una tela nylon para cubrir la boca del recipiente. Asegurelo bien y
entierre el tarro junto a un talud humedo, poniendo sobre el nylon

materia organica semidescompuesta. (18)

Después de 2 semanas desentierre el tarro y saque el arroz que
estara impregnado de bacterias descomponedoras de la materia

organica (4).

Licue el arroz y mézclelo en una solucién a base de 1 litro de
melaza y tres litros de agua pura, cocinada y fresca (solucion

madre) (7).

1.5.1 Familias y especies de plantas seleccionadas para el

proceso.

v' Clado Magnoliide

Es el nombre de un taxdn de plantas usado por APG

(Angiosperm Phylogeny Group), y que en otros



sistemas de clasificacion (Cronquist et al)

correspondia a las clases Magnoliopsida y Liliopsida,

division Magnoliophyta (angiospermas). (15)

Clado Orden Familia

Magnoliide <

Laurales Lauraceae

FIGURA 1.1 TAXONOMIA DEL CLADO

MAGNOLIIDE BASADO EN FREIRE (2004)

e Familia Lauraceae

Arboles de hojas simples alternas o sub
opuestas, sin estipulas (17). Esta familia
presenta igual flujo de metabolitos secundarios;
aporta con las funciones ecoldgicas en los
suelos, ademas que aporta el 28 % de

hojarasca en el suelo (21).



e Familia Annonaceae

Arboles o arbustos muy arométicos con hojas

simples, enteras, alternas y disticas. (13). La
familia Annonaceae, ha presentado
interacciones planta — microorganismos por la
actividad de metabolitos secundarios con
marcada actividad biolégica y con aplicacion

médica o agroindustrial (9).

v" Orden Urticales

En la figura 1.2 se hace referencia a Ila
representacion del orden urticales con relacion a las

familias estudiadas en el ensayo.

Orden Familia

Urtlcaceae
<
Cecroplaceae

FIGURA 1.2 TAXONOMIA DEL ORDEN URTICALES

BASADO EN BERG, 2004



Moraceae

Comprende especies laticiferas, generalmente
lefosas, distribuidas sobre todo por los paises
tropicales; estan dominadas por arboles y
arbustos con hojas alternas y flores

unisexuales, sobre plantas dioicas. (38).

Urticaceae y Cecropiaceae

Herbaceas o lefiosas con hojas alternas u
opuestas, estipuladas. Inflorescencia cimosa.
Flores verdosas, regulares y unisexuales, rara
vez bisexuales (5), aportan el 5 % de hojarasca
al suelo; esto promueve a la comunidad
desintegradora del suelo (microorganismos)

como fuente de energia (6).

Cecropiaceae es colocada en el orden
Urticales, junto con Moraceae y Urticaceae por
Cronquist. Un estudio reciente sugiere que
Cecropiaceae es un taxon polifilético y se ubicd

en la familia Urticaceae. La mayoria de las



especies de Cecropia estan habitadas por

hormigas agresivas. (5).

v' Familia Fabaceae

Arboles, arbustos, herbaceas y trepadoras, facilmente

reconocibles por su fruto legumbre y sus hojas

compuestas y estipuladas (17). Esta familia presenta
metabolitos secundarios que tienen un papel
importante en la vida y supervivencia de especies en
su entorno ecoldgico, por cuanto se desarrollan en la
rizosfera de estas, noddulos radiculares en donde se

establecen simbioticamente bacterias gram

negativas, métiles que no esporulan. (9). Por lo tanto
a estos tipos de bacterias y Microflora relacionada se

la conoce como organismos endofitos. (23)

La presente familia constituye una de las principales
familias mas grandes de plantas, tal vez parte de su
éxito se debe a su capacidad de establecer simbiosis
con bacterias fijadoras de nitrégeno. La diversidad

de bacterias asociadas a plantas aun esta poca



explorada y seguramente tiene una funcién ecoldgica

y agronémica muy importante (23).

Familia Malvaceae — Bombacaceae

Familia de herbaceas, arbustos o arboles; recientes
estudios genéticos realizados por Angiosperm
Phylogeny Group (APG) han ampliado la familia a
alrededor de 240-250 géneros y 1200 especies. La
APG incluye en Malvaceae a Bombacaceae,
Sterculiaceae y Tiliaceae por razones filogenéticas

(38).

Las especies de este grupo presentan pelos
estrellados o rigidos con hojas simples y presencia de
estipulas; flores generalmente vistosas con cinco
pétalos libres y fruto seco en capsula, rara vez una
baya. Tanto Malvaceae como Bombacaceae
presentan informes de micorrizas y presencia de
mircro artréopodos que estimulan la captacion del

elemento carbono en el suelo (38).



v' Familia Sapotaceae

Esta familia incluye 800 especies de arboles de hoja

perenne y arbustos con laticiferos. Familia de
importancia econdmica por la produccién de madera,
latex y frutos comestibles. (17) Contienen extractos
con diferentes alcaloides y compuestos quimicos
para uso del ser humano; por lo tanto el flujo de
metabolitos secundarios es importante para los

beneficios que presenta esta familia. (31).

1.5.2 Técnicas y procedimientos usados

En un folleto divulgado por el ministerio de Agricultura en
Costa Rica indica que se debe de cocinar una taza de arroz,
que posteriormente se lo coloca dentro de una media
“panty”; la cual se le hace una especie de nudo. Luego se lo
ubica en un bosque (sin importar si es nativo o secundario),
depositandolo en el suelo rodeado de materia organica
(hojas en descomposicion) por un periodo de 10 dias. Una
vez que el arroz haya sido colonizado por bacterias se
deposita en un tanque; se le agrega una taza de melaza,

una taza de leche cruda, dos cucharadas de levadura, agua



no clorada hasta 3. partes del tanque; en vez de tapa se
cubre el cuello del tanque con una tela y se sujeta, esto para

facilitar la liberacion de gases (11).

Con las trampas terminadas, se procede a enterrarlas en
namero de cinco, bajo la copa de los arboles seleccionados,
se procura que la trampa quede bien cubierta por la misma
tierra, y que cuente con la humedad necesaria;

posteriormente se dejan las trampas por 2 semanas (33).

1.6 Microorganismos Efectivos en la Agricultura.

Los E.M. son utilizados en Agricultura porque mejoran las
propiedades fisico-quimicas de los suelos, aumentan la Microflora
bacteriana del mismo, promueven la descomposicién de la materia
organica utilizada en la elaboraciéon de bioabonos, suprimen la
accion de entes fitopatdgenos (19), secretan fitohormonas que
ayudan al crecimiento de los cultivos y actuan como correctores de

la salinidad (32).



1.6.1

1.6.2

Fisiologia del E.M. en cultivos

Los diferentes tipos de microorganismos en el E.M. toman
sustancias generadas por otros organismos basando en ello

su funcionamiento y desarrollo (13).

Las raices de las plantas secretan sustancias que son
utilizadas por los microorganismos eficientes para crecer,
sintetizando aminoacidos, vitaminas, acidos nucleicos,
hormonas; ademas cuando los  microorganismos
incrementan su poblacion como una comunidad en el medio
que se encuentra, se incrementa la actividad de los
microorganismos naturales, enriqueciendo la Microflora;
balanceando los ecosistemas microbiales; suprimiendo

microorganismos patégenos. (11).

Técnicas de aplicacion.

Para aplicaciones foliares o al suelo (utilizando un equipo de
fumigacion). Se usa 2 ml de EM mas 2 ml de melaza en un
litro de agua. Cuando se aplica con equipo de riego por
goteo o microaspersion se incrementa la dilucién 1 parte de

EM + 1 parte de melaza en 10 litros de agua (30).



1.6.3 Efectos del E.M en la produccion y fitosanidad de

cultivos.

En semilleros:
Aumento de la velocidad y porcentaje de germinacion de las
semillas, por su efecto hormonal, similar al del acido

giberélico (35).

Aumento del vigor y crecimiento del tallo y raices, desde la
germinacion hasta la emergencia de las plantulas, por su
efecto como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Incremento de las probabilidades de supervivencia

de las plantulas (11).

En las plantas:

Genera un mecanismo de supresidn de insectos vy
enfermedades en las plantas, ya que pueden inducir la
resistencia sistémica de los cultivos a enfermedades.
Incrementa el crecimiento, calidad y productividad de los
cultivos. Promueven la floracion, fructificacion y maduracion

por sus efectos hormonales en zonas meristematicas e



incrementa la capacidad fotosintética por medio de un

mayor desarrollo foliar (32).

En los suelos:

Los efectos de los microorganismos en el suelo, estan
enmarcados en el mejoramiento de las caracteristicas
fisicas, quimicas, biologicas y supresion de enfermedades
(1); mejora la estructura y agregacion de las particulas del
suelo, reduce su compactacion, incrementa los espacios

porosos y mejora la infiltracion del agua. (32)

Efectos en las condiciones quimicas del suelo: Mejora la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, solubilizandolos,
separando las moléculas que los mantienen fijos, dejando
los elementos disgregados en forma simple para facilitar su

absorcién por el sistema radical (2).

Efectos en la _microbiologia del suelo: Suprime o controla

las poblaciones de microorganismos patdégenos que se
desarrollan en el suelo, por competencia. Incrementa la

biodiversidad microbiana, generando las condiciones



necesarias para que los microorganismos benéficos nativos

prosperen (6).

Esta soluciéon microbiana, que fue desarrollado
originalmente por la naturaleza o los sistemas de agricultura
ecoldgica, se amplié aun mas para superar los problemas
ambientales, facilitando asi la reutilizacion de la mayoria de
los residuos procedentes o bases de origen vegetal.
El primer concepto de la utilizacion de EM en la gestion
ambiental estaba en el proceso de compostaje; con materia
o residuos de cosechas y desechos animales fueron
“compostados” efectivamente para producir biofertilizantes.
Investigacion en diferentes paises destaca el potencial de
hacer compost con los desechos vegetales o animales, este
provee un incremento en los rendimientos de los cultivos
cuando es suministrado con este material, mas beneficios
de productividad cuando se lo hace en un cultivo con

técnicas tradicionales. (33)



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracteristicas del ensayo
2.1.1 Ubicaciodn, localizaciones geograficas y ecoldgicas.

El presente trabajo se desarrollo a nivel de las provincias de
Guayas y Cotopaxi en dos zonas de vida ecologicamente

diferentes, bosque humedo tropical y bosque seco tropical.

Estas zonas de vida fueron caracterizadas de acuerdo al
sistema de clasificacion propuesto por Rodrigo Sierra (1999)
como “Propuesta preliminar de un sistema de clasificacion
de vegetacion para el Ecuador continental”, que las clasifica
como Bosque Deciduo de Tierras Bajas y Bosque Humedo

Pie-montano.



Para caracterizar al Bosque Deciduo de Tierras Bajas se
escogi6é al Bosque Protector Prosperina que forma parte del
campus Gustavo Galindo de la ESPOL; por otra parte la
zona de vida correspondiente al Bosque Humedo Pie
Montano se ubico en el Bosque Sacha Wiwua perteneciente
al Sistema Educativo Intercultural ubicado a 5 km. De la

parroquia Guasaganda al norte de la Mana.

Las caracteristicas climaticas, altitudinales y latitudinales de

las zonas de estudio se indican en la Tabla 1.

TABLA 1
CARACTERISTICAS AMBIENTALES DE LAS ZONAS

ECOLOGICAS EN ESTUDIO

T°C PRECIPITACION

B. = LATITUD
ANUAL | mmANUAL | ALTITUD
2597.54" S
BPP 24°C-30°C 850mm 65msnm
79957°40.45” O
0°47°46"S
BSW 18°C24°C |  1962.2mm | 580msnm

79208'45” O




2.1.2 Clima, suelo y vegetacion.

Bosque Protector Prosperina

La vegetacién se caracteriza por perder las hojas durante
una parte del afio. Los arboles mas conspicuos son de la
familia Bombacaceae, tienen troncos abombados y copa

ancha.

El bosque deciduo con un dosel relativamente cerrado y
la casi ausencia de gramineas predomina en la misma

region en suelos rocosos, poco profundos en los cerros.

La informacién correspondiente a la flora caracteristica

de esta zona de vida se indica en la Tabla 2.

En apéndice A se puede observar la ubicacién de las

familias en estudio, para ambos ecosistemas.



TABLA 2
FLORA CARACTERISTICA DE LAS ZONAS DE
ESTUDIO BASADO EN BODERO (1995) y SIERRA

(1999)

Tabebuia chrysantha

Ceiba trichistandra

Vitex gigantea

Centrolobium ochroxylum

Cecropia litoralis

Capparis petiolaris
BPP

Simira ecuadoriensis

Cochlospernum vitifolium

Triplaris cumingiana

Pseudosamanea guachapele

Pradosia montana

Piscidia carthaginensis

e Bosque Sacha Wiwua

En Guasaganda, hay variedad de textura dominando el
suelo negro arenoso seguido por el amarillo arcilloso. La

capa arable va de los 20 a 60 cm, en la mayor parte de la



superficie. La luz tiene una duracion de 12 horas con

nubosidad en el invierno al atardecer.

La informacién correspondiente a la flora caracteristica

de esta zona de vida se indica en la Tabla 3

TABLA 3
FLORA CARACTERISTICA DE LAS ZONAS DE

ESTUDIO BASADO EN AMORES (s/f) y SIERRA (1999)

Carapa nicaraguensis

Rhodostemonodaphne kunthiana

Guadua angustifolia

Dussia lehmannii

Protium ecuadoriensis

Ficus citrifolia
BSW

Tovomita weddelliana

Cecropia gabrielis

Grias peruviana

Henrirttella tuberculosa

Faramea monsalvaeae

Inga carinata




2.2 Materiales, herramientas y reactivos usados.

Los materiales, herramientas y reactivos utilizados en el presente

ensayo, se indican en la tabla 4.

TABLA 4

MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN LA IMPLEMENTACION

DEL PROYECTO

A USARSE EN EL

RECOLECCION DE
ESPECIMENES DE

A USARASE EN

BOSQUE PLANTAS LABORATORIO
Machete. Podadoras manuales Tubo de ensayos.
Melaza Papel periédico Microscopio
Agua Papel de aluminio Placas porta objetos.
Estacas Alcohol etilico de 90 grados | Medio de cultivo tipo PDA 'y
Agar
Tablero de Solucion Preservante:
apuntes (46% alcohol etilico+ 3% Balanzas de precision
formol).
Tarrinas Autoclaves y estufa

Arroz precocido
Nylon
Ligas elasticas

Camara
fotografica

GPS

Aerosol de color
rojo

Atomizador

Prensa

Alcohol de laboratorio
Base de plumafén

Parametros de
identificacion
morfoldgica de
microorganismos

Equipos y reactivos a
usarse en el laboratorio de
Quimica para identificacion
de microorganismos




2.3 Sistemas de clasificacion de Angiospermas empleado.

En esta investigacion se utilizé el sistema de APGII (Angiosperm
Phylogeny Group Version 2), el cual se caracteriza por implementar
el sistema de clados, término equivalente a linaje, y que
taxondmicamente incluye al taxén clase, propuesta por otros
sistemas de clasificaciéon; los clados representan tres grupos:
Magnoliide, Monocots y Eudicots, equivalentes a las clases Mono y
Dicotiledénea (Engler y Prantl, 1898) Liliopsida y Magnoliopsida

(Cronquist, Zimmermann y Takhtajan) (Ver Tabla 5).

TABLA 5
MODIFICACION DE APG EN FAMILIAS BOTANICAS
DESCRITAS EN EL ENSAYO RESPECTO DE OTROS

SISTEMAS DE CLASIFICACION.

APG OTROS SISTEMAS DE CLASIFICACION

FAMILIA FAMILIAS

En esta Familia se incluye a Cecropiaceae
Urticaceae | (Cronquist et al, 1988) la cual a su vez era incluida

en Moraceae (Engler y Prantl, 1898).

Incluye las sub familias Caesalpiniaceae,
Fabaceae
Mimosaceae, Papilionaceae

Malvaceae Incluye a la familia Bombacaceae




En esta propuesta se hace una revision de 6rdenes y Familias,
cuyos cambios en relacion, a las familias de especies analizadas

muestreadas en la presente investigacion se indican en la Tabla 5.

2.4 Formas de habito de Angiospermas consideradas en el

muestreo y evaluacion.

Para considerar el habito de angiospermas solo se tomd en cuenta
las categorias arbustivas, respecto del sistema de clasificacion

propuesto por Whittaker (1975)

2.41 Arbustos.
Se llama arbusto a una planta lefiosa de cierto porte cuyo

eje (fuste), se ramifica desde la misma base.

2.4.2 Arboles.

Un arbol es una planta, de tronco lefioso, que se ramifica

por arriba de los seis metros de altura.



2.5 Manejo de Ensayo.

2.5.1 Fase de campo.

Esta fase se llevd a cabo en dos etapas: A) Selecciéon de
familias y especies de Angiospermas arbustivas a
considerar en el ensayo, y B) colocacién de trampas en las

especies seleccionadas.

2511 Seleccion de familias y especies.

Los criterios que se siguieron para seleccionar

familias de Angiospermas fueron los siguientes:

e Las familias a considerar sean comunes

para ambas zonas de vida.

e Se utilizé el sistema de clados de la APG,
para incluir érdenes y familias con un linaje
comun y propiedades microbiales

posiblemente afines.



e Que la actividad microbiana relacionada al
aumento de la Microflora benéfica de

suelos, incremente su fertilidad.

La identificacion de especimenes
correspondientes a los arboles que se utilizaron
para la presente investigacién se realizé a través
del Ing. Felipe Mendoza, Profesor de Botanica,
FIMCP (ESPOL) y Director de esta investigacion,
quien utilizd6 clados taxondémicos vy literatura
especializada. Las referencias técnicas usadas
para este propésito se indican en la tabla 6 a su
vez en el apéndice B se encuentra la ficha
completa de la identificacion y muestras

herborizadas.



TABLA 6
REFERENCIAS TECNICAS USADAS EN LA IDENTIFICACION DE

ESPECIES DE ARBOLES.

TITULO AUTOR EDICION
A Field Guide to the families and genera of woody _ _
Missouri
plants of Northwest of South American Alwyn Gentry
_ _ Botanical
(Colombia, Ecuador, Peru) with supplementary (1993)
Garden
notes on herbaceous taxa
_ o T.D. Royal
Clave para la identificacion del género Inga en el . )
o Pennington | Botanical
Ecuador: morfologia, distribucién y usos
(1997) Garden
Determinacién de la cobertura Vegetal de un
. L. Amores
bosque humedo pre-montano en la parroquia e ESPOL
Guasaganda, Provincia de Cotopaxi

La lista de familias, grupos taxondomicos vy

especies investigadas se muestra en la tabla 7.




TABLA 7

FAMILIAS Y ESPECIES DE ANGIOSPERMAS SELECCIONADAS PARA

COLOCACION DE TRAMPAS PARA CAPTURA DE MICROBIOS UTILES

EN LA MICROFLORA DE SUELOS.

ORDEN /
CLADO FAMILIA ESPECIE
Fabaceae Inga carinata
Dussia lehmannii
Moraceae Ficus cf. Citrifolia
BSW Urticales
Urticaceae Cecropia cf gabrielis
Magnoliide | Lauraceae Rhodostemonodaphne kunthiana
Malvaceae Matisia cf. Coloradorum
Fabaceae Centrolobium ochroxilum
Caesalpinia glabrata
Urticales Urticaceae Cecropia litoralis
BPP
Annonaceae | Annona muricata L
Magnoliide
Annonaceae | Annona squamosa L
Sapotaceae Pradosia montana
251.2 Colocacion de trampas.

Una vez seleccionadas las especies se colocan

trampas para proceder a la captura de microbios

eficientes desde la rizosfera de éstas especies.

Previamente se cociné 1 Kg de arroz (sin sal), el




cual se mezclé con 1 It de melaza; luego se
distribuy6 el arroz en varias tarrinas plasticas, que
fueron cubiertas con un pedazo de nylon bien

asegurado.

Con las trampas terminadas, se procedié a
enterrarlas en numero de tres, bajo la copa de los
arboles seleccionados. Se procuré que la trampa
quede bien cubierta por la misma tierra, y que
cuente con la humedad necesaria. Las trampas se

dejaron asi por 4 semanas. (Figura 2.1)

FIGURA 2.1 TRAMPA UTILIZADA PARA LA

OBTENCION DE EM. FUENTE: autores



2513 Recoleccion de trampas en campo.

Después de cuatro semanas se desenterrd las
tarrinas, observandose que el arroz estaba
cubierto de diversas colonias de microorganismos
de diferentes colores, siendo asi se la tapo, y se

las condujo al laboratorio para su respectivo

analisis. (Figura 2.2)

FIGURA 2.2 TRAMPA CON MICROORGANISMOS

RECOLECTADA EN CAMPO. FUENTE: autores

2.5.2 Fase de Laboratorio.

Es importante indicar que en este ensayo se realizd el

aislamiento de bacterias principalmente; a su vez ciertas



caracteristicas generales de hongos no saprofiticos
encontrados en el ensayo, se indican en los apéndices G,

H, I

e Asepsia y esterilizacion

Antes de preparar cualquier medio o solucion en
laboratorio, se procedié a realizar una esterilizacion
de todos los materiales y reactivos en el autoclave

por 30 minutos, como se muestra en la figura 2.3.

.“"1-&-..__“‘ - |

09.28.2009 12:38

FIGURA 2.3 MATERIALES Y REACTIVOS EN
AUTOCLAVE PARA ESTERILIZACION.

FUENTE: autores



Preenriguecimiento.

Esto se realiz6 en medios liquidos (agua peptona,
caldo nutritivo, caldo lactosado, etc.) que son medios

no inhibidores del resto de la flora acompafiante.

Preparacion de medios.

Se prepararon 2 soluciones, la primera realizada con
12,65 gr de AGAR NUTRITIVO diluidos en 500 ml de
agua destilada, y para el segundo medio se us6 23,5
gr de SABOURAUD en 500 ml de agua destilada.

(Fig. 2.3)

Ambas fueron homogenizadas en un plato
calentador, durante 25 minutos aproximadamente a

una temperatura de 40 °C.



FIGURA 2.4 MEDIOS DE CRECIMIENTO UTILIZADOS
EN LOS CULTIVOS BACTERIANOS.

FUENTE: autores

e Preparacion de diluciones.

Se preparan varios tubos de ensayo con 9 ml de agua
peptona rotulados con 17, 12 13 1% 1° (Fig. 2.4)

dependiendo del numero de diluciones a preparar.



2.5.21

|

FIGURA 2.5 PREPARACION DE DILUCIONES.

FUENTE: autores

Siembra.

Siembra de diluciones.

De la muestra a estudiar, previamente
macerada o sumergida en agua destilada, se
tomo6 1 gr de la muestra y se la vertié en el
tubo rotulado con 17, se homogenizd y de éste
tubo 1 ml se vertié en el tubo rotulado con 1?2y
asi sucesivamente hasta terminar con las

diluciones de cada muestra.



FIGURA 2.6 SIEMBRA DE

MICROORGANISMOS.

FUENTE: autores

Luego de cada tubo se tomdé un 1ml y se
sembré en una caja petri diferente (figura 2.5),
luego se agrego una capa liquida de un medio
de cultivo apropiado, siendo los medios
utilizados AGAR NUTRITIVO (AN) vy
SABOURAUD (SAB), se debe homogenizar
antes de que se solidifique el medio de cultivo
respectivo; Finalmente se procedié a rotular
utilizando las abreviaturas de cada medio de
acuerdo a la dilucién respectiva como se

muestra en la figura 2.4 (esto es AN o SAB



25.2.2

M1, M12 M13, M1% M1°) vy la fecha

respectiva (dia y afno).

FIGURA 2.7 ROTULACION DE MEDIOS DE

CULTIVO EN CAJAS PETRI.

FUENTE: autores

Purificacion.

Se procedi6 a extraer las colonias de
microorganismos encontradas en los medios de
cultivos, (figura 2.6) pero en forma separada;
colocando cada microorganismo encontrado en

una caja petri.
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FIGURA 2.8 PURIFICACION DE

MICROORGANISMOS EN MEDIOS DE CULTIVO

FUENTE: autores

Técnica de siembra de dilucién por estrias.

Se utilizé un asa bacterioldgica, la cual se puso en
contacto con la muestra que contenga bacterias;
con este se van haciendo estrias sobre una placa
de Agar nutritivo de tal manera que el material se
vaya “diluyendo” sobre la superficie, hasta que las
bacterias luego de cierto tiempo se vayan
multiplicando muchas veces (Figura 2.7); luego de
esto se forma sobre la superficie del medio un
pequefio promontorio constituido por células

bacterianas llamado Colonia, la cual aislada esta



constituida de un solo tipo de bacterias. En el
apéndice C se muestra las técnicas de aislamiento

usadas en esta investigacion.

Las caracteristicas usadas para describir colonias

de bacterias, se basaron en la metodologia de

Murray, P (2006) y Olivas, E (2001).

Las principales variables son:

e Forma: Puntiforme, circular, irregular,

alargada, fusiforme, filamentosa, rizoide.

e Superficie: Lisa, rugosa, en anillos

conceéntricos.

e Elevacién: plano, elevada, convexa,

umbonada, umbilicada.

e Margen: entero, ondulado, lobulado,

estrellado, filamentos.
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e Color: Segun sea observado por la luz
reflejada o por la luz transmitida, puede
ser de color blanco, amarillo, rojo

ladrillo, anaranjado.

FIGURA 2.9 SIEMBRA DE DILUCION POR

ESTRIAS. FUENTE: autores

Tincion de Gram.

De acuerdo a esta técnica el protocolo que se
siguié para llevar a cabo la Tincion de Gram fue el

siguiente:

Se hizo un frotis en la placa porta objetos de cada

muestra de colonias de bacterias obtenidas.



Se cubrié con cristal violeta durante 1 minuto
(Figura 2.8). En este paso, todas las células

quedan tefidas por el colorante.

Se decantd el anterior colorante volcando el
portaobjeto y se adiciond solucion lugol durante 1

minuto. Para reforzar la interacciéon entre el

colorante y la pared celular.

FIGURA 2.10 TINCION DE GRAM. FUENTE: autores

Se decanto la solucion de lugol, y posteriormente
se lavo con alcohol por goteo continuado durante
20 segundos, luego se afadié agua para evitar el

arrastre completo de todo el colorante. En esta



fase se produjo la decoloracién diferencial de las
bacterias Gram negativas. Posteriormente se Trato
con safranina durante 1 minuto como colorante de
contraste; se lavo con agua abundante, se secé al
aire (Figura 2.9) y se observo con el lente de
inmersion (100x). En esta fase las Gram negativas
adquiriran color rojo de la safranina mientras que
las Gram positivas continuaran con el color azul
propio del primer colorante. En el apéndice D se
muestran las colonias de bacterias identificadas
con la tincion Gram. Esta prueba se basa en la

Teoria de (Parks, L 1997)

FIGURA 2.11 RESULTADO DE TINCIONES.

FUENTE: autores



2.5.25

Pruebas Bioquimicas.

Para la identificacion de bacterias se emplearon
pruebas bioquimicas que reflejaron las
actividades metabdlicas en relacion con los

distintos tipos de nutrientes.

Las pruebas utilizadas fueron las siguientes:

e Pruebas de metabolismo de carbohidratos

(Prueba de 6xido-fermentacion O/F )

e Pruebas enzimaticas con la relacion del

oxigeno (Catalasa)

Estas pruebas se basan en la metodologia Merck,

(2008) Y Madigan, (2004).

v" Prueba de la Catalasa

Se trata de un ensayo muy simple que
intenta determinar si la bacteria tiene

capacidad para degradar el peroxido de



hidrégeno, uno de los agentes oxidantes
producidos como  consecuencia de
determinadas reacciones metabdlicas

oxidativas propias del metabolismo aerobio.

La enzima encargada de degradar este
producto es denominada catalasa y aparece
en casi todos los microorganismos aerobios

obligados o facultativos.

Se anadi6 una gota de agua oxigenada
sobre una colonia del cultivo y se observé si
de esta se empiezan a desprender burbujas
de oxigeno como consecuencia de la

actividad enzimatica de la catalasa:

Con el asa de siembra se recogi6 el centro

de una colonia pura de 18-24 horas.



Se agregd con un gotero o pipeta Pasteur
una gota de H,O, al 30% sobre el

microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.

Finalmente se observd la formacion

inmediata de burbujas (resultado positivo).

En el apéndice E se puede observar la
reaccion de la prueba Catalasa sobre

colonias de bacterias.

v Prueba 6xido fermentativa

Los reactivos utilizados en esta prueba se

indican a continuacion en la Tabla 8:



TABLA 8
REACTIVOS Y CANTIDADES
NECESARIAS EN PRUEBA OXIDO

FERMENTATIVA. BASADO EN MERCK

(2008).
CANTIDAD REACTIVO
0.6 gr Peptona
1.5¢r Cloruro de sodio
0.09 gr KoHPO4
0.9gr Agar
0.45 ml Solucion Azul Bromotimol al 1%
1.5¢r Glucosa
150 ml Agua Esterilizada

El medio se esterilizd en la forma mas
conveniente, excepto la glucosa, la cual se
lo hizo por separado en autoclave por 5
minutos. Luego se anadié 5 ml del medio y
se dejo solidificar en tubos de ensayo en

forma vertical.

La siembra se hizo con un asa de platino

(Fig. 210); y para cada grupo




microorganismos se emplearon dos tubos
de hemdlisis que contienen el medio de
Hugh — Leifson. Una vez sembrados, unos
de los tubos es sellado con parafina estéril,
de esta manera quedoé aislado del aire. La
incubacion se realizé con 27°C durante 24 —

48 horas.

Si el tubo abierto da positivo (vira al amarillo
por consumo de la glucosa y acidificacion
del medio) y el tubo sellado da negativo (sin
viraje, cercano al verde, puede ser oscuro)
entonces se trata de un metabolismo
oxidativo tipico de aerobios estrictos como

Pseudomonas.

Si ambos tubos dan positivos, corresponde
a un metabolismo fermentativo tipico de un
organismo aerobio facultativo (no seria
Pseudomonas). En el apéndice F se puede
observar las diversas reacciones de esta

prueba en el laboratorio.



FIGURA 2.12 PRUEBA OXIDO FERMENTATIVA

FUENTE: Autores



CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

Los andlisis de laboratorio en las colonias de microorganismos
obtenidas, a partir de los aislamientos de las dos comunidades
vegetales estudiadas (BhPm y BdTb), se los agrupé de acuerdo a los
grupos taxondémicos evidenciados a partir del muestreo y seleccion de

especies en ambos ecosistemas.

Los grupos taxonémicos en estudio se indican en la tabla 9



TABLA9

GRUPOS TAXONOMICOS EN ESTUDIO

Fabaceae Fabaceae
Moraceae
Urticales

Urticaceae

Magnoliide Lauraceae

Heterogéneo Malvaceae

Fabaceae Fabaceae

Urticales Urticaceae
Magnoliide Annonaceae
Heterogéneo Sapotaceae

3.1 Caracterizaciones morfolégicas de las colonias obtenidas.

En las tabla 1 y 2 se describen, las caracteristicas principales de

las bacterias encontradas en ambos bosques.



3.1.1 Color.

Tanto en los dos bosques, existié un patron de colores en

las bacterias analizadas en el laboratorio.

En la figura 3.1 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Humedo Pie Montano, donde el color
Blanco posee un porcentaje de 41,17 %, seguido por el
color amarillo con un porcentaje de 35,29% y el anaranjado

con 23,54 %.
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FIGURA 3.1 PORCENTAJE DE COLORES DE

BACTERIAS ENCONTRADAS EN BhPm



3.1.2

En la figura 3.2 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Deciduo de Tierras Bajas, en el cual
se obtuvo que el color amarillo tiene 53,33 %; seguido por el

color blanco con un 30 %, y un 16,67 % del color

anaranjado.
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FIGURA 3.2 PORCENTAJE DE COLORES DE

BACTERIAS ENCONTRADAS EN BdTb

Forma.

Al observar al microscopio se visualizé un predominio de
cocos, ya sea en forma de racimos de uvas (estafilococos);
en forma de cadenas (streptococos); en pares (diplococos)

y aisladas (monococos).



En la figura 3.3 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Humedo Pie Montano con
porcentajes de 29,41 % de forma Alargada, seguido con
23,52 % de Puntiformes, luego con porcentajes iguales para
Circular e Irregular con 17,64 %, finalizando con 11,7 % de

forma Rizoide.
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FIGURA 3.3 PORCENTAJE DE FORMA DE BACTERIAS

EN BhPm

En la figura 3.4 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Deciduo de Tierras Bajas, donde se
estableciéo porcentajes de 40% de la forma Alargado;

seguidos con 33.33% de forma Puntiforme; finalizando con



13,33% para formas Circular y un 0% para las formas

Irregular y Rizoides.
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FIGURA 3.4 PORCENTAJE DE FORMA DE BACTERIAS

EN BdTb

3.1.3 Relieve.

En la figura 3.5 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Humedo Pie-Montano donde las
bacterias encontradas presentaron una dominancia de
relieve Convexo con 64,70 %; seguidos por 29,71 % de

relieve Elevado y 5,89% de relieve Plano (Fig. 3.5);
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FIGURA 3.5 PORCENTAJE DE RELIEVE DE BACTERIAS

EN BhPm

En la figura 3.6 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Deciduo de Tierras Bajas donde se
encontrd los siguientes porcentajes del relieve de colonias
de bacterias, las cuales se distribuyeron de la siguiente
manera: El 73,33 % de relieve Convexo y 26,67 % de

relieve Elevado.
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FIGURA 3.6 PORCENTAJE DE RELIEVE DE BACTERIAS

EN BdTb

Borde.

El borde Entero se encontré a nivel de las colonias de
bacterias aisladas, en ambos bosques con un 100 % en el

Bosque Deciduo de Tierras Bajas.

En la figura 3.7 se presentan los resultados del estudio
realizado en el Bosque Humedo Pie Montano donde se
encuentra una gran variedad de bordes como 82,35 % del

borde entero; seguido por un 5,8% de los bordes:



Filamentoso, Ondulado y Estrellado, respectivamente para

este ecosistema.
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FIGURA 3.7 PORCENTAJE DE BORDE DE BACTERIAS

EN BhPm

En la tabla 10 y en la tabla 11 se presenta en forma comparativa la
caracterizacion morfologica de colonias de bacterias aisladas, desde un
Bosque Humedo Pie Montano (BSW) y un Bosque Deciduo de Tierras Bajas

(BPP).



TABLA 10
DESCRIPCION DE BACTERIAS ENCONTRADAS EN LABORATORIO,

CORRESPONDIENTE A BOSQUE HUMEDO PIE-MONTANO.

A Blanco Puntiforme Convexo Entero

B Amarillo Alargado Convexo Entero

G Blanco Rizoide Elevada Filamentoso
H Anaranjado Circular Convexo Entero

A Blanco Puntiforme Convexo Entero

B Amarillo Alargado Convexo Entero

A Blanco Puntiforme Convexo Entero

B Amarillo Alargado Convexo Entero

Cc Anaranjado Circular Elevado Entero

D Blanco Irregular Elevado Estrellado
E Blanco Irregular Elevado Entero

F Amarillo Irregular Plano Ondulado
A Blanco Puntiforme Convexo Entero

B Amarillo Alariado Convexo Entero

A Blanco Puntiforme Convexo Entero

B Amarillo Alargado Convexo Entero

H Anaranjado Circular Convexo Entero




TABLA 11
DESCRIPCION DE BACTERIAS ENCONTRADAS EN LABORATORIO,

CORRESPONDIENTES A BOSQUE DECIDUO DE TIERRAS BAJAS.

Bacteria | Color . Forma | Elevacién = Margen |
FABACEAE
A Blanco Puntiforme Convexo Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
C Amarillo Circular Elevado Entero
A Blanco Puntiforme Convexo Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
SAPOTACEAE
D Anaranjado Irregular Elevado Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
URTICACEAE
A Blanco Puntiforme Convexo Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
C Amarillo Circular Elevado Entero
MAGNOLIIDE (ANNONACEAE)
A Blanco Puntiforme Convexo Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
A Blanco Puntiforme Convexo Entero
B Amarillo Alargado Convexo Entero
D Anaranjado Irregular Elevado Entero

3.2 Tincion de Gram.

e Aislamientos en el bosque humedo pie-montano.

A nivel de la familia Fabaceae se extrajeron 6 colonias de
bacterias las cuales reportaron que eran 100% Gram
positivas entre ellas se aislaron tres colonias de

estreptococos y tres colonias de mono cocos.



En el orden Urticales (Urticaceae + Moraceae) presentd 6
colonias de bacterias, de las cuales el 62,5% fueron Gram
positivas y el 37,5% Gram negativas, también se aislaron
por medio del microscopio 2 colonias de estreptococos, 1

de mono cocos y dos de bacilos.

A nivel del clado Magnoliide (Lauraceae) se obtuvieron dos
colonias de bacterias las cuales fueron 100% Gram
positivas, de las cuales se diferenci6 una colonia de

streptococos y una de mono cocos.

La familia Malvaceae presentd tres colonias de bacterias,
las cuales reportaron ser 100% Gram positivas, donde se
pudo observar dos colonias de estreptococos y una de

MONOCOCOS.

Esto podemos observar en la Figura 3.8.
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FIGURA 3.8 TINCION DE GRAM BhPm

Aislamientos en el bosque deciduo de tierras bajas.

A nivel de este bosque en la familia Fabaceae se extrajeron
5 colonias bacterianas de las cuales se encontraron que el
67% de estas fueron Gram positivas y el 33% Gram
negativas, aislandose 2 colonias de estreptococos y 3

colonias de mono cocos.

En el Grupo Urticales (Urticaceae), se reporto tres colonias
bacterianas, en donde el 100% de éstas fueron Gram
positivas; observandose 2 colonias de mono cocos y una

estreptococos.



La familia Sapotaceae reporté dos colonias bacterianas, las
cuales fueron 100% Gram positivo; se identificd una colonia

de bacilos y una de colonia de monococos.

El clado Magnoliide (Annonaceae) produjo cinco colonias de
bacterias, de las cuales se reporté que el 83,5% era Gram
positivos y el 16,5% Gram Negativos, y obtuviéndose
aislamientos de 4 colonias de monococos y una de bacilos,

esto se puede apreciar en la figura 3.9.
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FIGURA 3.9 TINCION DE GRAM BdTb



3.3 Analisis Pruebas Bioquimicas obtenidas.

3.3.1

Prueba Oxido/Fermentacion.

En esta investigacion, en cuanto a Pruebas de Oxido
fermentacion se obtuvieron aislamientos de bacterias con

las siguientes caracteristicas:

Forma Puntiforme, con relieve Convexo y borde Entero en
la prueba el aislamiento demostré que tiene Metabolismo

Fermentativo (anaerobio).

Forma Alargada con relieve Convexo y borde Entero en la
prueba el aislamiento reflejo6 que tiene Metabolismo

Oxidativo (aeroébico).

. Forma Circular, con relieve Elevado y borde Entero en la

prueba el aislamiento demostré que tiene una respiracion

Facultativa.

. Forma Irregular con relieve Elevado y borde Estrellado en

la prueba comprobd que el aislamiento tiene Metabolismo

Oxidativo (aerébico).



Forma Irregular con relieve Elevado y borde Entero en la
prueba reveld6 que el aislamiento tiene Metabolismo

Oxidativo (aerébico).

Forma Irregular, con relieve Plano y borde Ondulado en la
prueba demostré que el aislamiento tiene Metabolismo

Fermentativo (anaerobio).

. Forma Rizoide, con relieve Elevado y borde Filamentoso en
la prueba demostrd que el aislamiento tiene una respiracion

Facultativa.

. Forma Circular, con relieve Convexo y borde Entero en la
prueba demostré que el aislamiento tiene una respiracion
Facultativo. Véase en la Figura 3.10 y la Figura 3.11 los

graficos segun las dos comunidades vegetales.
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FIGURA 3.10 PRUEBA DE HUGH-LEIFSON EN

AISLAMIENTO BhPm
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FIGURA 3.11 PRUEBA DE HUGH-LEIFSON EN

AISLAMIENTO BdTb




En la tabla 12 se puede observar las caracteristicas de los aislamientos de

colonias de bacterias obtenidas en esta prueba.

TABLA 12

DESCRIPCION DE BACTERIAS SEGUN LA PRUEBA DE HUGH-LEIFSON

Bacteria Forma Iil%‘:'a Margen Prueba Hugh-Leifson
Aero- | Facultati | Anaero-
bia va bia

A Puntiforme |Convexo | Entero X

B Alargado Convexo | Entero X

C Circular Elevado |Entero X

D Irregular Elevado |Estrellada X

E Irregular Elevado |Entero X

F Irregular Plano Ondulado X
G Rizoide Elevada |Filamentoso X

H Circular Convexo | Entero X

3.3.2 Prueba Enzimatica en relacion al oxigeno: Catalasa.

En los cultivos bacterianos que se observaron en el

laboratorio

las muestras que corresponde del

bosque

Protector Prosperina, se encontraron 5 colonias de bacterias

pertenecientes a

la familia Fabaceae que dio como

resultado 100% positivos en esta prueba.

El clado Magnoliide presentd 5 colonias de bacterias, las

cuales reportaron negativa en la prueba de catalasa.




En el grupo Urticales (Urticaceae) de las 3 colonias de
bacterias encontradas todas resultaron ser positivo en la

prueba de catalasa.

En la familia Sapotaceae las dos colonias de bacterias

encontradas resultaron ser positivas en la prueba de

Catalasa.

Todos los datos obtenidos se pueden apreciar en la Figura

3.12.
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FIGURA 3.12 PORCENTAJE DE LA PRUEBA DE

CATALASA BdTb



En las muestras correspondientes al Bosque Humedo Pie-
Montano, se encontraron seis colonias de bacterias
pertenecientes a la Familia Fabaceae, en las cuales se

obtuvo 12,5% Catalasa Positiva y 87,5% Catalasa negativa.

En el clado Magnolide se encontr6 dos colonias
bacterianas, las cuales reportaron ser 100% negativa en la

prueba Catalasa.

En la familia Malvaceae se encontré tres colonias
bacterianas las cuales reportaron ser 100% Catalasa

negativa.

En el orden Urticales (Urticaceae + Moraceae) de las 6
bacterias encontradas encontramos dos bacterias
representativas; siendo el 25% Catalasa positiva y el 75%

Catalasa negativa. (Figura 3.13)
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FIGURA 3.13 PORCENTAJE DE CATALASA EN BhPm

v Anélisis de discusion

A nivel de la familia Annonaceae sobre la captura de radicales
libres en metabolitos secundarios; investigaciones recientes se
demuestra que esto sucede cuando existe ausencia de enzimas
como la superdxido dismutasa, catalasa, peroxidasa; es decir
existe inactividad de varias enzimas. Esto se pudo aseverar que
en nuestro estudio se encontré poca presencia de enzima
catalasa en las muestras de bacterias recolectadas de la
Familia Annonaceae en el BhPm. Esto es corroborado por la
autora Nora Jiménez del Grupo de investigacién en sustancias
Bioactivas de la Facultad de Quimicas Farmacéuticas de la

Universidad de Antioquia; Colombia.



Las bacterias aerdbicas y facultativas poseen enzimas catalasa
y peroxidasa; lo cual dentro de su metabolismo de respiracion
poseen citrocomo que se lo considera una proteina
transportadora de electrones, esto es una caracteristica de las
bacterias aerdbicas. Con este concepto se puede discutir con
bases sobre los resultados bioquimicos en el Bosque Humedo
Pie-Montano donde se encontré bacterias con respiracidon
aerodbicas y facultativas que ademas son de catalasa positiva.
Esto coincide con la metodologia con la que hasta el momento
viene realizando Murray en su trabajo sobre metabolismo

aerobicos de bacterias.

Sobre la familia Fabaceae se han realizados varios estudios
sobre la actividad microbiana; sin embargo, los metabolitos
secundarios y las bioactividades que puedan poseer las
especies de esta familia; solo un pequeno porcentaje han sido
analizados en detalle; algo similar se puede deducir en nuestro
pais. Este criterio es respaldado por discusiones emitidas por

Zampini |. C. en trabajos relacionados de la familia Fabaceae.

La familia Fabaceae por lo general estan ligadas a bacterias

gram-negativas en cultivos, pero en comunidades vegetales



como los bosques; los estudios son limitados. Sobre los
resultados obtenidos tanto en el BhPm y el BdTb se presentd
un mayor porcentaje de colonias Gram Positivos, y esto puede
ser dado por la variabilidad de factores a nivel en biodiversidad
regional. Segun Rodrigo Sierra indica que en el Ecuador
existen veinticuatro regiones con diferencias marcadas a nivel

de factores climaticos, caracterizaciones edaficas, entre otros.



CAPITULO 4.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

De los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion del
aislamiento de microorganismos en dos zonas ecolégicamente
diferentes mediante la técnica de microorganismos eficientes se

pueden establecer las siguientes conclusiones.

1. La morfologia de colonias de bacterias a nivel del bosque humedo
Pie-montano presenta mayor diversidad de caracteristicas
morfoldgicas, respecto de los aislamientos obtenidos en el bosque
deciduo de tierras bajas, lo cual puede deberse a la diferencia en

factores ambientales, como clima, temperatura y precipitacion.

2. En ambas comunidades se obtuvieron poblaciones de bacterias
Gram positivas, indiferente a la familia o grupo taxondémico en

donde se realizé el aislamiento.



3. A nivel sobre la familia Fabaceae y el clado Magnoliide se
comportaron en forma semejante en ambos ecosistemas en
estudio, pues se presentd predominio de bacterias Gram positivas
principalmente los aislamientos correspondientes al bosque
humedo Piemontano y poca presencia de Gram negativas en el

bosque deciduo de tierras bajas.

4. Acerca del grupo heterogéneo a nivel de tincion de Gram,
demostrd ser bacterias gram positivas las familias que conforman
este grupo (familia Malvaceae y familia Sapotaceae) y cabe
resaltar que el orden Urticales presentd porcentajes interesantes

en cuanto a bacterias Gram negativas.

5. La prueba de Catalasa, produjo resultados interesantes respecto
de los aislamientos en cada comunidad vegetal. Siendo asi, las
colonias obtenidas desde el bosque deciduo de tierras bajas dieron
reaccion positiva al 100% en Fabaceae y para el orden Urticales;
mientras que el clado Magnoliide representado por la familia
Annonaceae produjo un infimo porcentaje de colonias con

reaccion catalasa positiva.



6. Sobre la misma prueba bioquimica el grupo heterogéneo a través
de la familia Sapotaceae dio como resultado que las colonias
aisladas se distribuyan equitativamente; se encontré reacciones

positivas y negativas, esto a nivel de la comunidad del BdTb.

7. El metabolismo respiratorio de los aislamientos de bacterias
realizadas permitieron establecer q los cultivos obtenidos a partir
de esta familia presentaron preponderadamente respiracion

facultativas en ambos ecosistemas.

8. Los aislamientos encontrados a nivel del clado Magnoliide respecto
en el BhPm presentaron mayoritariamente en su totalidad
respiracion facultativa, en cambio los aislamientos de este grupo
en el BdTb presentaron sélo un pequefio porcentaje de colonias

que poseen respiracion aerdébica.

9. El orden Urticales a través de sus aislamientos obtuvo un
metabolismo de tipo fermentativo, oxidativo y facultativo solo a
nivel de Bosque humedo Pie montano; siendo todo lo contrario en
el Bosque deciduo de tierras bajas; que en los resultados

demostraron en su totalidad colonias facultativas.



RECOMENDACIONES
En relacion a las conclusiones generadas en esta investigacion, se

pueden emitir las siguientes recomendaciones:

Obtener muestras de suelos, como respaldo para la obtencién de
microorganismos, en forma paralela a la colocacion de trampas para

su captura.

Evaluar otros grupos taxonémicos de plantas con flores respecto de su
relacion con Microflora benéfica de suelos, y desde diferentes

comunidades vegetales.

Se deben realizar pruebas de campo posterior al aislamiento de
microbios. Estas cepas deberan fijarse en melaza, y aplicarse a los
sistemas radiculares de cultivos, para autentificar su rol benéfico en la

agricultura.

Realizar la mayor cantidad de pruebas bioquimicas para los
organismos unicelulares, incluyendo la realizacion de pruebas de

bioactividad a nivel de familia Fabaceae.



APENDICES



APENDICE A

UBICACION DE FAMILIAS DE PLANTAS EN BdTb.
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APENDICE B.

MATERIAL HERBORIZADO

MATERIAL DE LENOSAS INVESTIGADAS A NIVEL BdTb

FAMILIA FABACEAE

P

,,,,,,

]

Centrolobium ochroxilum Caesalpinia glabrata




CLADO MAGNOLIIDE

"

Annona squamosa L. Annona muricata L.

FAMILIA SAPOTACEAE

Pradosia montana




MATERIAL DE LENOSAS INVESTIGADAS A NIVEL BHPM

FAMILIA FABACEAE

Dussia lehmannii Inga carinata

CLADO MAGNOLIIDE

Rhodostemonodaphne kunthiana




FAMILIA URTICACEAE

Cecropia gabrielis Ficus citrifolia

FAMILIA MALVACEAE

Matisia coloradum




Sefiores

Jorge Enriquez B.
Jorge L. Viera B.

Guayaquil, 11 de Enero del 2010

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIES PARA LAS COMUNIDADES EN

ESTUDIO

BOSQUE SACHA WIWUA. GUASAGANDA, LA MANA (COTOPAXI)

# FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRES
COMUNES
01 | FABACEAE Inga carinata T. D. Penn. “Guaba”
02 | FABACEAE Dussia lehmannii Harms “Yuca”
03 | LAURACEAE | Rhodostemonodaphne kunthiana (Nees) Rower | “Canelo blanco”
04 | MALVACEAE | Matisia cf. coloradorum Benoist “Helecho”
05 | MORACEAE Ficus cf. citrifolia Mill “Matapalo”
06 | URTICACEAE | Cecropia cf. gabrielis Cuatrec. “Guarumo”
BOSQUE PROTECTOR PROSPERINA. PROSPERINA, GUAYAQUIL, GUAYAS
# FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRES COMUNES
07 | FABACEAE Centrolobium ochroxylum Rose ex Rudd “Amarillo”
08 | FABACEAE Caesalpinia glabrata Kunth “Cascol”
09 | SAPOTACEAE Pradosia montana T. D. Penn. “Paipai” / “Tillo colorado”
10 | URTICACEAE Cecropia litoralis Snethl “Guarumo”
11 | ANNONACEAE | Annona muricata L. “Guanabana”
12 | ANNONACEAE | Annona squamosa L. “Chirimoya”
Muy Atentamente:

Ing. Felipe Mendoza G.

Profesor de Botanica de Espol
Director de Seminario de graduacion



APENDICE C

TECNICAS DE PURIFICACION EN COLONIAS DE MICROORGANISMOS

Técnica de dilucion por estrias en bacterias.

10.06.2009 11:48

Técnica de Purificacion de hongos.



APENDICE D

PRUEBAS EN TINCION DE GRAM

BACILOS GRAM NEGATIVOS

BACILOS GRAM POSITIVOS



COCOS GRAM NEGATIVOS.

COCOS GRAM POSITIVOS



APENDICE E.

PRUEBA ENZIMATICA EN RELACION AL OXIGENO: CATALASA

REACCION CATALASA POSITIVA




APENDICE F.

REACCIONES DE LA PRUEBA OXIDO FERMENTATIVA

Prueba oxido fermentativa




APENDICE G.

COLONIAS DE HONGOS ENCONTRADAS DESDE MUESTRAS DE

CAMPO




APENDICE H

DESCRIPCION DE COLONIAS DE HONGOS ENCONTRADAS

DESCRIPCION DE HONGOS ENCONTRADAS EN LABORATORIO,

EXTRAIDAS DEL BOSQUE PROTECTOR PROSPERINA.

Crema Vertical Algodonosa | Septadas Esporas
delgadas

Verde con Irregular Esporulado | No visto Esporas
borde blanco

Blanco Lateral Algodonosa | No visto | Esporangiofo
ros
Blanco Vertical Algodonosa | Septadas
delgadas
Blanco Lateral Algodonosa | Septadas | Hifas lobosas
delgadas
Verde, negro Irregular Esporulado | No visto Esporas
y borde

blanco




DESCRIPCION DE HONGOS ENCONTRADAS EN LABORATORIO,

EXTRAIDAS DEL BOSQUE SACHA WIWUA.

CREMA

BLANCIO con
borde negro

Crema

LATERAL

irregular

Vertical

ALGODON
OSA

Esporulado

algodonosa

SEPTAD
AS

No visto

septadas

ESPORAS

Esporas

esporas

blanco

crema

irregular

vertical

esporulado

algodonoso

No visto

septadas

Esporangiofo
ro

hifas

Verde

irregular

esporulado

No visto

esporas




APENDICE |

COLONIA DE HONGOS VISTAS AL MICROSCOPIO.
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