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RESUMEN

El presente trabajo estudia la prevalencia de quitridiomicosis en la
poblacion larvaria de Gastrotheca riobambae de una poza del Parque
Metropolitano de Quito. Las poblaciones de G. riobambae se encuentran
amenazadas debido a la pérdida de habitat. Ademas la disminucion de la
poblacion se explica por la presencia de patégenos como el quitrido
Batrachochytrium dendrobatidis que inicia su infeccion en individuos larvarios.

Por lo tanto, el estudio se enfoca en individuos larvarios que fueron
colectados de su habitat natural, a lo largo de ocho meses, con estadios segun
Gosner entre 26 y 46 y que, posteriormente fueron analizados en laboratorio
segun protocolos ya establecidos para este tipo de muestras.

Se extrajo el aparato bucal de los individuos colectados debido a que es
la Unica zona queratinizada en renacuajos. El aparato bucal fue utilizado para
la extraccion de ADN y la amplificacién mediante PCR del gen 5.8S ribosomal
utilizando primers especificos para B. dendrobatidis.

Los individuos se identificaron como positivos 0 negativos para
quitridiomicosis y los resultados se analizaron mediante estadistica cuantitativa

realizando regresiones lineales, multiples y logisticas.

Este analisis estadistico permiti6 determinar coémo las variables
ambientales durante el periodo de estudio y las caracteristicas del renacuajo
se relacionan con la prevalencia de quitridiomicosis en una poblacién
estudiada. Se observo que la temperatura quincenal del agua, la profundidad
de la poza, el estadio y la longitud total del renacuajo explican el
comportamiento de la prevalencia de quitridiomicosis observada en los
renacuajos analizados. La infeccién por B. dendrobatidis esta presente en las
primeras etapas de desarrollo de G. riobambae por lo que los renacuajo son
los posibles portadores del quitrido.

Este estudio nos ha permitido determinar que la presencia de
quitridiomicosis es posible en las condiciones ambientales y caracteristicas del
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renacuajo Optimas que actlan en conjunto aumentando su prevalencia sobre

la poblacion larvaria de G. riobambae.
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ABSTRACT

The present study examines the prevalence of chytridiomycosis in larval
population of Gastrotheca riobambae in a pond at the Metropolitano Park of
Quito. Gastrotheca riobambae populations are threatened due to habitat loss.
Furthermore, the population decline is explained by the presence of pathogens
such as chytrid Batrachochytrium dendrobatidis that begins its infection in larval

individuals.

Therefore, this study focuses on larvae individuals were collected from
their natural habitat, over eight months, according to Gosner stages between
26 and 46, and subsequently they were analyzed in the laboratory according to
protocols established for these samples.

We extracted the moputhparts of the collected individuals because it is
the keratinizec area in tadpoles. The oral appliance was used for DNA
extraction and PCR amplification of 5.8S ribosomal DNA gene using specific
primers for B. dendrobatidis.

Individuals were identified as positive or negative for chytridiomycosis
and the results were analyzed using quantitative statistical such as linear,
multiple and logistic regression.

The statistic analysis allowed determining how the environmental
variables during the study period and the characteristics of the tadpole are
related to the prevalence of chytridiomycosis in the population. It was noted
that fortnightly water temperature, pool depth, the stage and total length of the
tadpole explain the behavior of the observed prevalence of chytridiomycosis in
the analyzed tadpoles. Infection with B. dendrobatidis is present in the early
stages of G. riobambae tadpoles and they are the potencial carriers of chytrid.

This study allowed to determine that the presence of chytridiomycosis is
possible in optimal environmental conditions and tadpole characteristics that
act together to up the prevalence in larvae G. riobambae population.
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Capitulo 1: INTRODUCCION

El Ecuador esta incluido en el grupo de paises “megadiversos” de la
Tierra, caracterizado por poseer el 70% de las especies animales y vegetales del
planeta. Esta extraordinaria rigueza natural se encuentra bien representada en la
diversidad de anfibios (443 especies descritas en la actualidad), permitiendo que
el Ecuador sea el tercer pais con el mayor nimero de especies de anfibios del
mundo. El 40% de estas especies son endémicas, es decir que Unicamente
habitan en el Ecuador (Coloma et al, 2004).

Actualmente se considera que la diversidad de anfibios del Ecuador es
una de las mas amenazadas del planeta. Recientes estimaciones sobre el estado
de conservacion de los anfibios en nuestro pais, indican que no menos de 139
especies se encuentran en riesgo de extincion y de ellas 25 presumiblemente
estan extintas. No obstante, esta cantidad podria estar subestimada debido a que
la informacién hasta ahora disponible es insuficiente para establecer el estado de
conservacion de otras 115 especies de anfibios (Coloma, 2006).

Los anfibios son considerados bioindicadores del estado del ecosistema
ya que al poseer una piel sensible, son afectados por la presencia de quimicos,
incremento de luz ultravioleta e incremento de temperatura (Coloma, 2006). Las
declinaciones de los mismos y su posterior desaparicion puede iniciar una
cascada de efectos sobre el ecosistema; debido a su estrecha vinculacion con el
medio terrestre y/o acuatico y su limitada capacidad de desplazamiento (ya que
estan estrechamente ligados a sus biotipos de reproduccion), son animales muy
sensibles a las alteraciones locales del habitat (Rice et al., 2006).

Los anfibios presentan una doble vida, terrestre y acuatica que les
permite sobrellevar los cambios en ambos medios; sus pieles son muy
permeables y sus huevos se muestran expuestos a los factores exdgenos debido

a que no poseen una cubierta rigida que les aisle del medio (Berger et al., 1999).



El desequilibrio en los ecosistemas por diversos factores como contaminacion
ambiental e introduccidn de peces resulta una destruccion y degradacion total del
habitat natural de los anfibios (Tyler, 1997), permitiendo que algunos patégenos
se desarrollen rapidamente produciendo la declinacion y extincién acelerada de
poblaciones de anfibios alrededor del mundo (Kriger et al., 2007a).

Entre las enfermedades causadas por patdégenos esta la quitridiomicosis,
producida por B. dendrobatidis (Bd). Este hongo quitrido desarrolla sus zoosporas
en agua y pueden vivir por 24 horas infectando a ranas y renacuajos (Berger et al
1999).

1.1. Formulacién del problema

El hongo quitrido B. dendrobatidis (Bd) se ha visto implicado como agente
causal de la declinacién de las poblaciones de por lo menos 93 especies de
anfibios del orden Anura (ranas y sapos) y Caudata (salamandras), alrededor del
mundo (Kriger et al, 2006a, 2006b, 2007b). Las poblaciones de anfibios afectadas
por esta especie de hongo pueden declinar en pocos meses, sin embargo la
declinacién es selectiva debido a factores ambientales y la biologia del

hospedador para la expresion de la enfermedad (Berger et al, 1999).

Esta especie de hongo fue recientemente descrita como
Batrachochytrium dendrobatidis siendo virulento para los adultos (Berger et al,
1999), mientras que los renacuajos presentan la infeccién en la zona bucal y
mueren mas tarde cuando la queratina junto con el hongo se extiende por todo el
cuerpo al completar la metamorfosis; sin embargo se conoce que este hongo
permanece como saprofito incluso cuando los anfibios ya han desaparecido
(Kriger et al, 2006a).

Se ha propuesto que existe una relacién entre el cambio climatico y el

desarrollo de este hongo debido al aumento de la temperatura nocturna en las
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regiones tropicales favoreciendo el desarrollo del hongo que afecta a los anfibios
(Kriger et al, 2007a). Alrededor del mundo la temperatura media a ascendido en
0.6 grados centigrados en el ultimo siglo (Boletin electrénico, 2005), manteniendo
temperaturas nocturnas en la zona ecuatorial de alrededor de 18 grados
centigrados (Diario Hoy, 2010); lo que provee condiciones Optimas de incubacion
para diferentes patégenos.

Se ha sugerido que este hongo prefiere temperaturas entre 17 y 25
grados centigrados para el desarrollo de la quitridiomicosis (Kriger et al., 2006a,
2007b; Piotrowski et al, 2004), resultando letal en mayor porcentaje para las ranas
gue viven en las altiplanicies debido a las temperaturas frescas que existen en la

zona, a pesar del calentamiento existente en la actualidad.

Desde que B. dendrobatidis fue descrito y considerado causante de
enfermedades emergentes en anfibios (Daszak et al, 2000) no se han reportado
resultados de muestreos intensivos de prevalencia de B. dendrobatidis en la
region neotropical sobre poblaciones larvarias de G. riobambae. A excepcion de
varios trabajos en los cuales se ha utlizado poblaciones larvarias de otras
especies por ejemplo Bufo bufo (Trenton et al, 2009) variando las condiciones de
muestreo. Estos estudios permiten aclarar la incognita usada para B.
dendrobatidis si enfermedad y mortalidad son sin6nimos en presencia del quitrido.
El presente estudio sera el primero en Latinoamérica que lleve a cabo esos
muestreos y explore la influencia del medio ambiente en la prevalencia de B.

dendrobatidis en una poblacién silvestre de Gastrotheca riobambae.

1.2.  Justificacion del problema

Evaluaciones recientes sobre el estado de conservacion de los anfibios a
nivel nacional indican que el 32% de las especies que habitan en Ecuador

enfrentan alto riesgo de extincién (Coloma, 2006).



Desde 1998, se llevan a cabo estudios que permitan determinar la
naturaleza, magnitud y causas de las declinaciones poblacionales y extinciones
de anfibios de los Andes ecuatorianos (Coloma, 2006). A pesar de que anfibios y
reptiles son elementos clave en la salud de los ecosistemas (Retallick et al., 2004,
el desconocimiento generalizado de la sociedad acerca de los anfibios, ha
permitido que la situacién critica de sus poblaciones no alcance el grado de
preocupacion conservacionista que existe en la sociedad respecto a otras

especies mas emblematicas.

El manejo de quitridiomicosis como enfermedad infecciosa emergente es
importante debido al efecto sobre las poblaciones de anfibios endémicos llegando
a ser una causa de posibles extinciones permanentes. La prevalencia de la
quitridiomicosis se ve influenciada por cambios climaticos como temperatura,
calidad de agua y tiempo (Berger et al., 1999). La prevalencia de una enfermedad
permite determinar el efecto potencial del mismo en la poblacién y la posibilidad
de problemas en el futuro (Retallick et al., 2004). Por lo que un estudio de
prevalencia de quitridiomicosis en la poblacion larvaria de G. riobambae del
Parque Metropolitano de Quito permitira obtener informacion necesaria para un
manejo adecuado de esta enfermedad emergente que perjudica gravemente a
poblaciones endémicas de la zona.

Gastrotheca riobambae es considerada una especie de rana muy comun
en zonas andinas, sin embargo su poblacion ha disminuido debido al crecimiento
urbano, cambios climaticos, presencia de patégenos, entre otros y a pesar de ser
una especie tolerante a modificaciones de habitat, sus poblaciones se restringen a
zonas con remanentes de vegetacion natural (amphibiaweb ecuador, 2007). Por
lo que un estudio enfocado en la declinacion de G. riobambae debido a
patdgenos como B. dendrobatidis permitira una visualizaciéon del estado de

conservacion de esta especie endémica tan importante para el Ecuador.

Debido a estos aspectos de conservacion de anfibios y habitats la zona
de estudio escogida fue el Parque Metropolitano de Quito, ya que a pesar de

encontrarse dentro del casco urbano de la ciudad; mantiene zonas con
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vegetacion y condiciones naturales que permiten que este tipo de ranas se

reproduzcan y no se pierda por completo las poblaciones endémicas, a pesar de

gue estas se vean afectadas por otras variables como las enfermedades (Ron S.,

comunicacion personal, Julio 2009).

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

Objetivos de lainvestigacion

Objetivo General

Determinar la prevalencia de quitridiomicosis causada  por
Batrachochytrium dendrobatidis en la poblacion larvaria de Gastrotheca

riobambae en el Parque Metropolitano de Quito.

Objetivos Especificos

Analizar el efecto de quitridiomicosis sobre la poblacién de renacuajos de
Gastrotheca riobambae durante ocho meses en el Parque Metropolitano de
Quito.

Identificar la correlacion entre las condiciones ambientales (temperatura,
calidad de agua, tiempo estacional) del Parque Metropolitano de Quito y la
prevalencia del hongo en la poblacién de Gastrotheca riobambae.

Revelar el futuro de la poblacion de Gastrotheca riobambae en condiciones
naturales de habitat en base a los datos obtenidos de la prevalencia
hallada de Batrachochytrium dendrobatidis en el Parque Metropolitano de
Quito.



1.4. Marco Tebrico

Batrachochytrium dendrobatidis es el agente infeccioso responsable de
una potencial enfermedad mortal para anfibios. La quitridiomicosis en la
actualidad se encuentra diseminada alrededor de todo el mundo causando
grandes bajas de poblaciones de anfibios y se considera una enfermedad
infecciosa emergente; siendo la mayor amenaza de la diversidad biolégica
(Daszak et al, 2000; Morgan et al, 2007). Este hongo infecta a dos 6rdenes de
anfibios (Anura y Caudata), sin conocerse con exactitud el origen del agente y las

vias de transmision (Hyatt et al, 2007).

La introduccién de este agente patégeno en diferentes habitats de
anfibios esta en debate. No se conoce con certeza si la presencia de este hongo
es una nueva introduccién o ya ha estado presente desde hace mucho tiempo
atras, causando declinaciones poblacionales. Esto permite analizar la
suceptibilidad del hospedador conjuntamente con cambios medioambientales u
otros factores que permiten el desarrollo de la enfermedad siendo un reto para la
conservacion de anfibios (Kilpatrick et al, 2010).

La Evaluacion Global de los Anfibios (www.iucnredlist.org/anfibios) estima

mas de 6000 especies de anfibios, de los cuales aproximadamente el 92,5% se
encuentra en “peligro critico” posiblemente vinculados a la quitridiomicosis
(Kilpatrick et al, 2009).

Batrachochytrium dendrobatidis ha sido encontrado desde tiempo atras
en muchas especies de anfibios, por ejemplo en Australia se encontrd el quitrido
desde 1989 en diferentes regiones tanto en anfibios silvestres como en cautiverio,
Panama en 1997, Washington y otros parques de América, Arizona e lllinois
(Pressier el at, 1999). Recientemente quitridiomicosis fue detectada en Ecuador
en adultos de Telmatobious niger capturadas en 1989 en los paramos del Azuay,
adultos de Atelopus sp. recogidos en Riobamba 1991 (Merino y Coloma,

comunicacion personal, Junio, 2009). Estas investigaciones dia a dia se hacen
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mas comunes, debido a que la distribucidon de quitrido es probable que aumente

en gran medida.

Para la deteccion de B. dendrobatidis se han empleado varios métodos
dentro de los cuales los tratamientos mas empleados son analisis histolégicos e
inmunohistoquimica de piel, andlisis de dedos de individuos adultos, bafio con
solucion DS, andlisis de discos orales extirpados de renacuajos, hisopos (Hyatt et
al, 2007). Se emplea como herramienta molecular Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de punto final para determinar la presencia y/o ausencia de
quitridiomicosis. En la actualidad se estan desarrollando métodos de deteccion
tanto para individuos adultos como renacuajos y con alto nivel de sensibilidad con
la finalidad de la conservacién de especies y al mismo tiempo para mantener el

equilibrio en el ecosistema.

Andlisis genéticos de B. dendrobatidis han constatado que existe muy
poca variabilidad a nivel mundial (Morehouse et al, 2003) y ha permitido tener una
secuenciacion completa del genoma (James et al, 2000).

El prondstico a largo plazo de los efectos de la quitridiomicosis permitira
gue las diferentes especies de anfibios que han logrado sobrevivir en diferentes
condiciones y se estan recuperando, se mantengan por mucho mas tiempo. Por lo
gue es necesario llevar una accion de proteccion de los habitats naturales
restantes de tal manera que se restablezcan las poblaciones. Sin embargo como
actualmente se conoce poco sobre la interacciéon de las condiciones ambientales
y el quitrido en los anfibios, muchas especies de ranas se consideran
amenazadas (Berger et al, 1999).



1.4.1. Caracteristicas y descripcion de Gastrotheca riobambae

Gastrotheca riobambae o también conocida popularmente como rana
marsupial, es una especie de anfibio perteneciente a la familia Hemiphractidae,
descrita como especie por Fowler en 1913 (Frost et al, 2010).
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Figura 1.1 Distribucion geogréafica de Gastrotheca riobambae en Ecuador.

Fuente: amphibiaweb Ecuador.

Esta especie se distribuye ampliamente en Ecuador (Figura 1.1),
especialmente en bosques y valles interandinos del norte y centro de Ecuador, a
altitudes entre 2200-3500 msnm, en las zonas altitudinales altoandina, templada
occidental y templada oriental (amphibiaweb Ecuador, 2007).



Gastrotheca riobambae se encuentra en peligro de extinciéon debido a la
pérdida de los habitats naturales como bosques montanos, valles interandinos
humedos y secos, zonas de cultivos, riachuelos, lagunas, entre otras
(Amphibiaweb Ecuador, 2007). Los individuos de la rana marsupial habitan en
habitats naturales, sin embargo también son encontrados en habitats modificados
gue mantienen una vegetacion natural y estan en las proximidades de las
ciudades. G. riobambae es una especie crepuscular y nocturna, sin embargo en

condiciones in vitro puede ser también activa durante el dia (AMNH, 2001).

Morfologicamente se distingue a G. riobambae ya que las hembras
adultas miden 6.5 cm y los machos 5 cm. En general poseen dos fases de
colores: café y verde, pero también existen individuos con la mezcla de estas dos
fases. El color de los individuos juveniles puede cambiar de café a verde, mientras
crecen. También pueden ser individuos de colores uniformes o con rayas

longitudinales en el dorso (Coloma, 2006).

El dimorfismo sexual permite diferenciar machos y hembras. Los machos
poseen un saco gular que se infla cuando estan cantando; mientras que las
hembras tienen una bolsa con la entrada en la parte posterior del dorso. Machos y
hembras tienen amplios discos digitales en los dedos y en los pies, que les
permiten adherirse para una buena escalada en superficies verticales (Duellman
K et al, 2010).

Durante el cortejo el macho llama atractivamente la atencién de la hembra
y Si esta se siente atraida por él, inmediatamente se da el amplexus. Los huevos
emergen de la cloaca de la hembra; mientras que el macho captura los huevos
con sus pies y los dirige a la bolsa dorsal fertilizandolos (Duellman et al, 2010). La
hembra se caracteriza por transportar los embriones en una bolsa dorsal (Figura
1.2), donde almacena, incuba los huevos vy posteriormente libera alrededor de
130 renacuajos en aguas empozadas (Duellman et al, 2005). Los renacuajos son
grises y una vez completa la metamorfosis miden alrededor de 2-3 cm (Duellman,
2001).



Figura 1.2 Hembra de Gastrotheca riobambae con embriones en la bolsa dorsal.
Fuente: PUCE Luis A. Coloma.

Durante la incubacion, las paredes de la bolsa marsupial desarrollan un
delgado revestimiento muy irrigado por vasos sanguineos, este “tapiz” se ajusta a
la forma de los huevos, creando una camara, el embrién desarrolla una
membrana vascular propia, formada por un conjunto de branquias especializado:
las branquias acampanadas; asi se establece un contacto directo en la madre y el
embrion, permitiendo un intercambio de gases, liquidos y nutrientes, asi como

para la eliminacion de desechos (Duellman et al, 2001,2005).

Los renacuajos se caracterizan por ser de desarrollo libre, en el cual
completan su metamorfosis en alrededor de dos o tres meses dentro del agua.
Las ranitas emergen del agua y de estos los machos juveniles comienzan a cantar

dos meses después (Duellman et al, 2001).

Gastrotheca riobambae es considerada una especie en peligro de
extincion (IUCN et al, 2004), debido a que sus poblaciones actualmente se
encuentran muy fragmentadas por diferentes razones que interfieren con el
habitat natural de esta especie de anfibios; a pesar de ser considerada muy
tolerante a condiciones extremas de modificacién. Algunas especies pueden
declinar o incluso llegar a la extincion, por razones aun no explicadas

sustancialmente pero puede atribuirse a varios factores en los que se incluyen
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enfermedades peligrosas para los anfibios como la quitridiomicosis (Kriger et al,
2007a).

1.4.2. Descripcién de Batrachochytrium dendrobatidis

El hongo quitrido pertenece a un grupo grande y diverso del Reino Fungi
Division Chytridiomycota, Clase Chytridiomycetes, Orden Chytridiales que ha sido
encontrado en casi todos los tipos de medio ambiente incluyendo selvas,
desiertos y la tundra artica (Powell, 1993). EIl principal sustrato de este tipo de
hongos son compuestos que presentan queratina por ejemplo cadaveres de
insectos, celulosa de materia vegetal, queratina de pelo, piel y ufias o incluso el
polen (Berger et al, 1999).

Los Chytridiales generalmente se conocen por ser parasitos de plantas e
invertebrados, siendo B. dendrobatidis el primer caso de un hongo quitrido que
afecte a vertebrados y exclusivamente a la clase amphibia (Berger et al, 1998).
Por lo que al quitrido de anfibios se ha colocado en un nuevo género
Batrachochytrium. Su nombre se deriva de un aislado azul pardo de una rana en
cautiverio (Dendrobates azureus) que murié en el Parque Zooldgico Nacional de
Washington y fue descrito por primera vez como Batrachochytrium dendrobatidis
(Longcore et al, Berger et al, 1999).

Batrachochytrium dendrobatidis es considerado un biodegradador
primario y posiblemente muy importante para el desarrollo del ecosistema (Barr,
1990); sin embargo otros son considerados parasitos de insectos, hongos, algas,
plantas y nematodos causando enfermedades de gran importancia para cada una
de estas especies (Powell, 1993).

Batrachochytrium dendrobatidis es originario de Sudafrica al parecer era
una infeccién estable en poblaciones silvestres de Xenopus laevis. Se cree que se

propago alrededor del mundo a partir de los afios 30 por causas que aun se
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desconocen, pero que al parecer estarian relacionadas con ejemplares de X.
laevis importados a terceros paises (Kilpatrick et al, 2010).

Sparrow (1960) describe al quitrido como una epidemia de aparicion
repentina y con una rapida multiplicacion causando un descenso poblacional
excepcional dentro de las diferentes especies de anfibios. El inicio de parasitismo
de los hongos de la clase de Chytridiomycete es muy a menudo correlacionada
con un rapido descenso de la poblacion hospedador causando un impacto en el
ecosistema propio del hospedador (James et al, 2000).

Ademas se considera que la virulencia, la capacidad de reproduccion y la
pérdida de condiciones ambientales Optimas son factores que dan lugar al
desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo las epidemias en las poblaciones de
Litoria caerulea en el sur de Queensland ocurrieron en las estaciones de invierno
de 1996,1997 y 1998 demostrando una regularidad estacional de preferencia de
B. dendrobatidis (Berger et al, 1998).

La quitridiomicosis se caracteriza por una severa hiperqueratosis en la
piel afectando la respiracién cutanea y la termorregulacion del hospedador anfibio
hasta ocasionarle la muerte por desbalances electroliticos y de agua (Berger et al,
1999). Se ha sugerido que el cambio climatico es una de las principales causas
para el desarrollo y diseminacién de este hongo (Kriger et al, 2006a, 2007b). Por
este motivo las ranas tienen una baja resistencia y el hongo causa muertes
masivas (Berger et al, 1999). Aunque B. dendrobatidis posee una amplia
distribucion y gama de hospedadores se sospecha que solo algunas especies son
vulnerables a la quitridiomicosis (Kriger et al, 2006a).
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Figura 1.3 Microfotografias electrénicas de piel infectada de rana Litoria lesueuri de Queensland,
Australia que murié con quitridiomicosis cutanea. (A) Esporangios maduros con tubos de descarga
visibles hacia el exterior. El tapdn de material en el tubo de descarga se ha lanzado en uno de los
esporangios (punta de flecha). (Bar 5 10 mm). (B) Capa superficial de la epidermis con
esporangios, evidente por la protrusién de tubos de descarga sin abrir a través de células
infectadas (puntas de flecha). (Bar 5 10 mm).

Fuente: Berger et al, 1998.

La mayoria de quitridos (miembros del orden Chytrdiales) se reproducen
en medios acudticos, ya que poseen zoosporas flageladas y méviles que se
desarrollan dentro de un esporangio estacionario. Los esporangios de algunas
especies forman uno o méas tubos de descarga de zoosporas (Figura 1.3) (Berger
et al, 1998). Estas zoosporas se presentan en pantallas de quimiotaxis hacia su
sustrato especifico que les permitird llegar a los hospedadores o a los nutrientes
en los alrededores que no son abundantes, siendo el agua probablemente la

principal via de difusion (Berger et al, 1999).

La infeccion en las diferentes especies de anfibios se produce
principalmente a través de zoosporas de B. dendrobatidis que pueden vivir hasta
24 horas y son transmitidas por el agua invadiendo las capas superficiales de la
epidermis tanto en ranas como en el aparato bucal de renacuajos, convirtiéndose
asi en una enfermedad terminal después de 10 a 47 dias de exposiciéon (Berger et
al 1999).
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Figura 1.4 Ciclo de vida de B.dendrobatidis. En la etapa de sustrato independiente, las zoosporas
son flageladas, mdviles y de vida libre. Por el contrario en el sustrato dependiente (después de
infectar al huésped), la zoospora se enquista y desarrolla un talo de reproducciéon con un dnico
esporangio que producen y liberan zoosporas.

Fuente: Kilpatrick et al, 2010.

Batrachochytrium dendrobatidis posee dos etapas en su ciclo de vida
(Figura 1.4) que son caracteristicas de los quitridos: una sésil donde las
zoosporas son flageladas, moéviles y de sustrato independiente. La segunda etapa
es cuando forma el talo de reproduccién y las zoosporas son liberadas del
esporangio inmaduro y a su vez el esporangio maduro forma nuevamente mas

zoosporas para su posterior liberacién (Longcore et al, 1999).

Los esporangios de B. dendrobatidis se caracterizan por permanecer
como saprofitos en el medio ambiente o una vez encontrada su fuente de sustrato
tomarse de 4 a 5 dias para crecer y convertirse en esporangios maduros

conteniendo de esta manera numerosas zoosporas (Longcore et al, 1999). Sin
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embargo algunos quitridos si pueden sobrevivir durante décadas en condiciones
extremas (Powell, 1993), pero esto no se ha observado en B. dendrobatidis que
pueden ser relativamente fragiles (Longcore et al, 1999).

Se ha investigado el quitrido B. dendrobatidis y se conoce que este crece
y se reproduce Optimamente en temperaturas de 4 a 25 grados centigrados y pH
entre 4 y 8; considerando que puede soportar la congelacion (Gleason et al,
2008).

La temperatura juega un papel importante en el desarrollo del quitrido, ya
gue la maduracion de los zoosporangios se acelera con la temperatura y el
namero de zoosporas producidos por la zoosporangia disminuye con la
temperatura (Woodhams et al, 2008), por lo que se puede lograr un control de la
tasa de crecimiento de la poblacién del B. dendrobatidis a través de un rango de

temperaturas.

Uno de los puntos de gran importancia durante el ciclo de vida del quitrido
B. dendrobatidis es la supervivencia fuera del hospedador, ya que de esta
depende la dinamica de transmision de la enfermedad. Se considera que B.
dendrobatidis puede existir como un organismo de vida libre en el medio ambiente
y puede ser transportado por renacuajos saludables a varios hospedadores
(Berger et al 1999), asi se explica la capacidad de persistir y causar
quitridiomicosis, incluso cuando poblaciones se han reducido considerablemente
(Daszak et al, 2000, Kriger et al, 2006b).

En estudios de condiciones de laboratorio con arena y agua de lago
estériles, B. dendrobatidis persistio alrededor de tres meses (Johnson et al, 2003),
sin embargo, como es un quitrido cultivable en el correcto medio de cultivo; se
considera que puede persistir indefinidamente. No se ha demostrado como actia
B. dendrobatidis en condiciones no estériles cuando se enfrentan a la
competencia de otros microorganismos (Longcore et al, 1999).
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Se desconoce la capacidad de reproduccion sexual del quitrido, sin
embargo existen algunas pruebas de que la reproduccion es mediante
recombinacion (James et al, 2009).

1.4.3. Etiologia de la enfermedad

La quitridiomicosis parece ser una enfermedad emergente causando una
alta tasa de mortalidad en muchas especies de anuros y por ende la desaparicion
y extincion de algunas especies. Dependiendo de la especie de anfibio puede ser
mas o0 menos vulnerable a la quitridiomicosis ya que es necesaria una
combinacion de caracteristicas de distribucion y biolégicas del quitrido con el
hospedador (Berger et al, 1999).

Para entender de mejor manera la etiologia de quitridiomicosis es
importante considerar la epidemiologia de la enfermedad que se ha propuesto
que puede demostrarse a través de la actividad de las zoosporas, fisiologia y
produccion de proteasas de B. dendrobatidis (Piotrowski et al, 2004). La
quitridiomicosis en si como enfermedad presenta ciertos signos clinicos tipicos en
la mayoria de anfibios como son: letargo, inapetencia, delgadez extrema,
decoloracién de la piel, presencia de descamacion de la piel, falta de coordinacion
(Berger et al, 1999).

Uno de los sintomas mas comunes es la pérdida del reflejo de
enderezamiento del anfibio, debido a que se siente muy decaido; prediciendo la
muerte en pocos dias después de la aparicion de los signos clinicos (Berger et al,
1999). A pesar de que el individuo enfermo presenta los sintomas sigue
mostrando un estado corporal bueno con tamafo de érganos y grasa adecuados

ya que el quitrido ataca al anfibio externamente y no a érganos internos.
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Figura 1.5 Muda de piel de un adulto muerto de Litoria caerulea de Thagoona, Queensland
examinado con microscopia de luz. Quitrido refractil, redondas y ovaladas. La mayoria estan
vacios pero otros contienen zoosporas en desarrollo (flecha). Se observan esporangios vacios
divididos por tabiques delgados. E= células epidérmicas. Bar = 20 mm.

Fuente: Berger et al, 1999.

La presencia de desprendimiento de piel en el cuerpo del anfibio es un
signo inespecifico que se observa en otras enfermedades. En algunas ranas se
ha observado mediante microscopia (Figura 1.5) la presencia de tumores
redondos u ovalados sobre la piel lo que permite un rapido diagnéstico de la
enfermedad. Debido a este primer sintoma poco a poco las ranas se vuelven
letargicas y son incapaces de limpiarse ellas mismas, ya que el exceso de
desprendimiento de piel puede ocurrir en respuesta a la infeccion de la piel
(Berger et al, 1999).

La intensidad de la infeccién es variable dependiendo del tipo de rana,
pero la piel de la parte ventral del cuerpo, extremidades y pies por lo general se
encuentran infectados con mayor consistencia, debido a que son zonas con
mayor presencia de queratina causando asi la hiperqueratosis (Berger et al,

1998). En algunos casos se puede observar una falta de inflamacion de la piel
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debido a la ausencia de estimulacion del sistema inmune del huésped,
probablemente debido al sitio de infeccion, dafio epidérmico insuficiente o el
quitrido presenta antigenicidad inherente baja frente al hospedador (Berger et al
1998, 1999).

En renacuajos se puede detectar la presencia de quitridiomicosis en el
aparato bucal debido a que es la Unica parte queratinizada que poseen durante el
proceso de metamorfosis (Berger et al, 1999), sin embargo encontrar renacuajos
muertos o0 moribundos debido a la enfermedad es complicado. El muestreo de
individuos pre- metamorfosis es mas sencillo debido a que se limitan a habitats
acuaticos, por lo que la técnica apropiada de identificaciébn y evaluacién de
quitridiomicosis en renacuajos es mediante la escision del aparato bucal (Retallick
et al, 2006 Hyatt et al, 2007). Todo lo contrario sucede con individuos adultos,
porque la piel completa del anfibio se convierte en una zona queratinizada
permitiendo la infeccion del hongo y da lugar a su amplia propagacion
culminando en un posible descenso del individuo debido a la enfermedad (Trenton
et al, 2009).

Por otro lado existe evidencia que algunos de renacuajos presentan
anormalidades en su aparato bucal como pérdida parcial o completa de piezas
bucales queratinizadas (Rachowicz & Vredenburg, 2004). Este tipo de eventos se
ha observado en Australia y Panama, sin embargo las pruebas no fueron

reportadas segun lo expuesto por Blaustein et al (2005).

Actualmente se han propuesto dos hipoétesis para explicar como el hongo
quitrido limita la epidermis superficial de tal manera que lleva a la muerte a las
ranas. La primera hipétesis es que el quitrido libera enzimas proteoliticas y otros
componentes activos que se absorben por la piel permeable de los anfibios. La
segunda hipotesis es que los dafios en funcién de los resultados de la
perturbacion de la piel de agua o el equilibrio de electrolitos que resulta en muerte
del anfibio (Berger et al, 1998, Pessier et al, 1999). Estas hipotesis siguen en
cuestionamiento por lo que el verdadero desarrollo e infeccién del quitrido no se

han determinado con exactitud.
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1.4.4. Diagnéstico molecular de quitridiomicosis

Se han realizado estudios de variacion genética de diferentes cepas de B.
dendrobatidids pertenecientes a América del Norte, América Central, Australia y
Africa. Se demostré que existe un bajo nivel de variacion genética dentro de estas
muestras intercontinentales (Morehouse et al, 2003), concluyendo en que el
guitrido probablemente es diploide y posee una reproduccion clonal (Rosenblum
et al, 2009).

Annis et al (2004) desarrollaron primers especificos para B. dendrobatidis,
a partir de los primers universales de secuenciacion para hongos en las regiones
ITS5 e ITS4 (White et al, 1990), los cuales reconocen las regiones conservadas
entre los genes 28S y 18S de ARNTr. Estos fueron usados para amplificar el gen
5.8S ARNr y el espacio interno transcrito (ITS) con las regiones ITS1 y ITS2 para
el quitrido B. dendrobatidis y otros géneros de quitridos. Los primers disefiados
fueron probados para detectar sus limites, amplificando diferentes
concentraciones de ADN vy diferentes aislados de zoosporas de B. dendrobatidis
(James et al, 2000). Demostrando que los primers funcionan y amplifican
especificamente una banda de aproximadamente 300 pares de bases
correspondiente a B. dendrobatidis (Annis et al, 2004).
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Capitulo 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

Se identificaron los cuerpos de agua, comunmente llamados pozas
existentes en el Parque Metropolitano de Quito, los cuales se considera como el
mejor habitat para los renacuajos de G. riobambae. Las pozas se seleccionaron
en base a que estas mantengan un nivel de agua constante durante el tiempo de
muestreo. Para el presente estudio se trabajo con la poblacién larvaria de
Gastrotheca riobambae del Parque Metropolitano de Quito.

2.2. Zonade estudio

El Consorcio Ciudad-Ecogestion (www.parquemetropolitano.ec) describe

a la zona de estudio con el nombre de Parque Metropolitano Guanguiltagua de
Quito, que se encuentra ubicado en el sector nororiental del Distrito Metropolitano
de Quito, a 2988 metros sobre el nivel del mar y registra una temperatura media
de 11 grados centigrados. Con una extension de 574 hectareas es considerado el

principal pulmén de la ciudad de Quito.

Este lugar esta rodeado de una amplia vegetacién asi como una gamma
de alrededor de sesenta especies de aves y diez especies de colibries y el objeto

de este estudio la rana marsupial (G. riobambae).

La zona especifica de muestreo fue una poza de agua (Figura 2.1)

ubicada dentro del Parque Metropolitano de Quito.
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Figura 2.1 Ubicacion de la poza de muestreo dentro de las instalaciones del Parque Metropolitano
Guanguiltagua.

2.3. Periodo de investigacién

El periodo de investigacion de la prevalencia de quitridiomicosis fue
durante ocho meses que comprenden desde el mes de agosto del 2009 a abril del
2010.

21



2.4. Disefio y Analisis de Datos

La prevalencia de quitridiomicosis en la poblacién larvaria de G.
riobambae, definida como la proporcidbn de individuos que padecen una
enfermedad a partir del analisis del aparato bucal de los renacuajos, y la
amplificacion de PCR para la confirmacion de la presencia de B. dendrobatidis
(banda correspondiente al gen 5.8S ribosomal de B. dendrobatidis), en un periodo
de ocho meses.

Se utilizé6 JMP Statistical Discovery de SAS como herramienta de analisis.
Se evalud los requisitos de normalidad de la frecuencia de los datos colectados.
En el caso de que los datos no cumplieran con este requisito se realiz6 una

transformacién no pardmetrica logaritmica o box cox.

Se correlacionaron mediante regresion lineal los datos de prevalencia de
quitridiomicosis y abundancia relativa poblacional de renacuajos como variables
dependientes con las variables independientes de temperatura quincenal del agua
de la poza, calidad de agua (concentracion de nitritos, nitratos, fosfatos y pH),
profundidad de poza, largo total del renacuajo, estadio promedio de renacuajo,

precipitacion quincenal y tiempo mediante una regresion lineal.

La distribucion de las variables fue apreciada por un diagrama de
dispersiéon generado por la distribucion y la linea de tendencia de los datos
colectados a través del periodo de tiempo determinaron la prevalencia de
quitridiomicosis en la poblacion de G. riobambae.

Una vez obtenidas todas las regresiones lineales se escogid las tres
variables mas influyentes sobre la prevalencia para realizar una regresion multiple
y analizar el grado de influencia de estas variables independiente en el desarrollo
de quitridiomicosis. De la misma manera se procedié a realizar una regresion
logaritmica y se evalu6 cada una de las variables independientes sobre cada uno

de los individuos analizados para quitridiomicosis.
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2.5. Procedimiento

2.5.1. Muestreo en campo

Se colocd un punto de referencia en la poza seleccionada, para colectar
datos de las condiciones ambientales como temperatura del agua, calidad de
agua, profundidad de la poza, hora de coleccion (tiempo) (Heyer et al, 1994).

El muestreo seriado de renacuajos se llevé a cabo cada 15 dias durante
ocho meses seguidos, empleando el método de muestreo cuantitativo con ciertas
variaciones para estimar la abundancia relativa de la poblacion de renacuajos en
cada poza (Heyer et al, 1994). Se utiliz6 redes de malla con agujeros moderados
y mangos de madera para atrapar 20 renacuajos por poza tomando en cuenta el
estadio de desarrollo de los renacuajos entre 26 y 46 segun lo sugerido por
Gosner (1960) en el libro de Duellman & Trueb (1994). Anexo F.

Se prefieren estos estadios debido a que el renacuajo posee el aparto
bucal mas desarrollado y por lo tanto mas queratinizado, importante para el
desarrollo de B. dendrobatididis (Berger et al, 1999). Los renacuajos se colocaron
en recipientes de vidrio individuales para ser cuantificados y se determind el
estadio de cada renacuajo muestreado.

Las muestras individualmente se conservaron a una temperatura
moderada en un rango de 15 a 17 grados centigrados que permitié que los
renacuajos no sufran estrés ya que esto podria afectar en el desarrollo del
estudio. Una de las consecuencias mas frecuentes debido al aumento de
temperatura en cada uno de los recipientes es que el animal muera antes de

tomar el tejido adecuado objeto de estudio (Blaustein et al, 2005).

Para el analisis de los parametros de calidad de agua se determiné
concentracion de nitritos, nitratos, fosfatos y pH. Se tomé una muestra de agua de

la poza en un recipiente de aproximadamente tres litros, se conservé en un medio
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fresco y de preferencia en refrigeracion hasta su posterior entrega en el
Laboratorio del Departamento de Petréleos, Energia y Contaminacion (DPEC) de
la Universidad Central del Ecuador.

2.5.2. Extraccion de Tejidos

A cada uno de los renacuajos colectados en el campo, se le sometié al
analisis del aparato bucal. Es importante el andlisis de la zona bucal en
renacuajos, debido a que la infeccion en estos se limita a la zona queratinizada y
puede resultar en deformaciéon y erosion, lo que puede ser usado para el
diagndstico (Drake et al, 2007, Rachowicz & Vredenburg, 2004).

Se preparé una zona de trabajo completamente estéril. Cada individuo fue
sumergido en un recipiente con alcohol al 95% de tal manera que se lo deshidrato

por completo llegando por ultimo a la muerte.

Se midié el largo total del renacuajo en milimetros, empleando un
calibrador (pie de rey). La medida de longitud total del renacuajo se considero
desde la punta de la boca hasta la punta de la cola.

Previo a la extracciéon del aparato bucal se revis6 cuidadosamente si este
no poseia alguna deformacion (Kriger et al, 2007c). Se prosiguido a cortar el
aparato bucal con la ayuda de una tijera de tejidos previamente esterilizada,
cortando lo mas profundo posible el aparato bucal de tal manera que se pueda
conservar todas las partes queratinizadas que posee cada individuo.

Las muestras de aparato bucal extraidas de los renacuajos fueron
conservadas en tubos previamente marcados que contienen alcohol al 70% para
la posterior extraccion de ADN.
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2.5.3. Extraccion de ADN

A partir del tejido almacenado en alcohol al 70% se procedié con el
protocolo de extraccion de ADN modificado de Hyatt et al, 2007.

1. Pesar de 0.002 a 0.003 g de perlas de Zirconia y colocarlas en un tubo de
1.5 ml conjuntamente con 55 pL de PrepMan Ultra (Sample Preparation
Reagent. Applied Biosystems).

2. Cortar el aparto bucal lo mas finamente posible y afadir al tubo
anteriormente preparado.

3. Homogenizar la muestra con vortex durante dos minutos, permitiendo que
la muestra entre en contacto con las perlas de zirconia uniformente.

4. Centrifugar por dos minutos a 13000 rpm.

5. Repetir el paso tres y cuatro.

6. Incubar la muestra en un termobloque a 92 grados centigrados, durante
diez minutos.

7. Enfriar la muestra durante cinco minutos.

8. Centrifugar la muestra durante 8 minutos a 13000 rpm.

9. Transvasar el sobrenadante del tubo en un tubo nuevo. Este es nuestro
ADN extraido y listo para seguir con el proceso.

10. Almacenar el ADN a -20 grados centigrados para conservar la calidad de la

muestra.
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2.5.3.1. Cuantificaciéon de ADN

Con protocolo ya establecido por el Laboratorio Molecular de Anfibios de
la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador QCAZ para el uso del
espectrofotdmetro “nanodrop” se cuantificO cada uno de los ADN extraidos

dandonos una concentracion en ng de ADN/pL.

1. Iniciar el nanodrop y realizar un blanco con agua grado PCR.

2. Realizar un re-blanco con la solucién final en la que se encuentra el ADN
extraido (en nuestro caso es PrePman Ultra).

3. Colocar de 1.5 a 1.8 pL de la muestra en el objetivo y cuantificar
(MEASURE).

4. Una buena concentraciéon (pureza) y calidad de ADN se considera cuando
se evalla los valores dados en las absorbancias de 230/280 y 260/280
respectivamente. Un valor optimo que se lee en estas absorbancias es de
1.8-2.

5. El reporte con cada una de las muestras cuantificadas se almacena

automaticamente en el reporte correspondiente a cada muestreo.

2.5.4. Pruebas de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el ADN de cada renacuajo extraido y cuantificado se procedié a
realizar una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) segun el protocolo ya
establecido (Annis et al, 2004). Se trabajo con una concentracion de ADN
ajustada a 20 ng/ yL de ADN.
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La composiciéon de la PCR para la amplificacion del gen 5.8S ribosomal

de B. dendrobatidis se tomo de Annis et al, 2004 con ciertas modificaciones; como

se describe a continuacion (Tabla 2.1):

Tabla 2.1 Composicién de Master Mix para amplificacion del gen 5.8S ribosomal de B.

dendrobatidis.

Concentraciéon

Reactivo 1X (pL) Final Especificaciones
ina
_ Tagq DNA Polymerasa
Taq Polimerasa 0.16 0.8 U/uL Recombinante. 500 unidades
(5U/uL). Invitrogen
Bd1A 25 10 mM 5-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’
Tm=53.6 °C, PM=5,803.8
Bd2A 25 10mM 5"-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’
Tm=50.3 °C, PM=6,083.0
dNTP's 0.25 20 mM 100 mM dNTP Set, Grado PCR.
Invitrogen.
Buffer 10X 25 10 X Buffer de reaccion (-MgCiI2) 1.25 ml.
Invitrogen.
MgCl, 15 S0 mM 50 mM MgCI2 1 ml. Invitrogen.
H.0 10.6 Grado PCR
ADN 5 20 ng/ uL Dilusién de ADN extraido.
Volumen Final
25

de Reaccién

Fuente: Maodificado de Annis et al, 2004.

Los reactivos usados durante la preparacion del Master Mix se

conservaron en un bloque de frio para que ninguno de estos se degrade con los
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cambios de temperatura y en especial la Tag Polimerasa Recombinante, durante

el ensamblaje.

Se realiz6 una reacciéon de PCR con cada uno de los individuos
colectados a lo largo del tiempo de muestreo, empleando en cada reaccién un
control positivo y negativo para asegurar las condiciones de amplificacion en la
PCR.

El control positivo que se usé en cada reaccion de PCR, corresponde a
un individuo analizado anteriormente y que forma parte del archivo de los
individuos positivos de quitridiomicosis en el laboratorio molecular QCAZ con
namero de identificacion T1660.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador (Multigene

Labnet) empleando las siguientes condiciones de amplificacion:

R/
°

Denaturacion inicial de 93 °C por 10 minutos

X4

35 ciclos de: a) 45 segundos a 93 °C (Denaturacion)

*,

b) 45 segundos a 60 °C (Alineamiento)

¢) 1 minuto a 72 °C (Extensién)

°

Extension final de 72 °C por 10 minutos

R/
°

Conservacion 4 °C.

El producto de PCR se almacené a una temperatura de 4 grados
centigrados para evitar cualquier degradacion del ADN y poder proceder con el
siguiente paso de electroforesis.
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2.5.5. Electroforesis de muestras

Los fragmentos de ADN amplificados se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (AGR-LE-500. AXYGEN Biosciences) al 1% en
0.5X TBE (Tris, Borato, EDTA).

Cada uno de los productos de PCR se mezclaron con 1 yL de marcador
de carga (Blue/Orange 6X. Loading Dye 1ml. Promega) que nos permitié la
visualizacion de las bandas en el gel de agarosa. El peso molecular de cada
producto de PCR fue estimado utilizando una escalera o ladder (Tracklt™ 100 bp
DNA ladder. 100 appls (0.1 pg/pL).Invitrogen).

Las condiciones de electroforesis empleadas para correr cada una de las
muestras mediante una fuente de poder (Enduro Power Supplies 300V. Labnet
International Inc.) fueron: 1 hora, 90 voltios y 399 amperios; permitiéndonos
identificar la banda que corresponde al gen 5.8S ribosomal de B. dendrobatidis de
aproximadamente 300 pares de bases y que finalmente es nuestro resultado de

evaluacion si un individuo esta infectado o no con quitridiomicosis.
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3.1.

Capitulo 3: RESULTADOS

Datos generales

Durante los ocho meses de desarrollo del proyecto se realizaron cada

guince dias muestreos de renacuajos llegando a un total de 19 muestreos. La

prevalencia promedio de B. dendrobatidis en el periodo de estudio fue de 33.94%

(n=380) en la poza con agua permanente. Los niveles de prevalencia varian de

0.5% a 85% a través del tiempo(Tabla 3.1), por lo que se podria pensar que este

efecto se debe a las fluctuaciones ambientales observadas ocurridos durante el

tiempo de estudio.

Tabla 3.2 Prevalencia de quitridiomicosis en renacuajos de Gastrotheca riobambae en diferentes

tiempos de muestreo, caracteristicas de renacuajo y condiciones ambientales.

LT Estadio Abundancia
Fecha n Prevalencia™ | Renacuajo Renacuaio relativa Temperatura | Precipitacion*
(%) promedio (Promedijo) poblacional Agua (°C) (mm)
(mm) (promedio)
8-Aug-09 20 25.0 58.55 35.60 20 ND 0
24-Aug-09 20 40.0 59.13 36.70 25 ND 0.3
7-Sep-09 20 10.0 50.39 32.90 15 ND 0.7
21-Sep-09 20 14.3 64.17 38.65 20 15.76 7.4
5-Oct-09 20 20.0 67.70 38.50 16 14.85 1.6
19-Oct-09 20 40.0 52.20 35.65 10 14.57 36.3
3-Nov-09 20 05 34.88 32.40 10 13.23 32
21-Nov-09 20 30.0 51.60 35.80 16 14.00 155
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LT

Abundancia

Fecha n Prevalencia™ | Ren acua}jo RE:;%T%O relati.va Temperatura | Precipitacion*
(%) promedio (Promedio) poblamonal Agua (°C) (mm)
(mm) (promedio)
5-Dec-09 20 5.0 42.50 33.75 28 14.60 75.2
21-Dec-09 20 5.0 51.00 35.20 30 14.40 178
4-Jan-10 20 10.0 46.65 34.85 45 13.73 814
16-Jan-10 20 5.0 63.00 37.20 50 13.89 0.3
30-Jan-10 20 25.0 60.30 37.55 29 16.22 4.3
11-Feb-10 20 45.0 54.58 36.35 20 15.55 379
1-Mar-10 20 70.0 65.42 37.60 20 1551 75
13-Mar-10 20 65.0 60.06 37.25 40 16.02 138
27-Mar-10 20 85.0 64.25 37.15 40 15.16 15
10-Apr-10 20 60.0 64.15 37.30 40 15.18 144 4
24-Apr-10 20 75.0 59.98 36.30 25 15.18 71

™ Prevalencia= (No. individuos afectados/ n)*100

* Fuente: INAMHI

ND: No determinado

Durante todo el periodo de muestreo Agosto 2009 a Abril 2010 el verano

fue intenso, es decir, la temperatura ambiental registrada por el INAMHI en ese

lapso de tiempo fue mayor en aproximadamente un grado centigrado que la

temperatura ambiental normal esperada y la precipitacion fue menor de la

esperada en esos meses como se muestra en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Precipitacion y Temperatura ambiental proporcionados por el INAHMI para el periodo
de tiempo de estudio.

PRECIPITACION TEMPERATURA
(mm) (*C)

MES NORMAL MES NORMAL MES
Agosto 09 28.5 0.9 15.6 16.8
Septiembre 09 78.4 74 155 17.4
Octubre 09 107.4 69.3 15.3 17.1
Noviembre 09 103.2 71.3 15.2 16.8
Diciembre 09 86 120 15.3 16.6
Enero 10 85.1 4.6 15.2 16.9
Febrero 10 1171 454 15.3 17.7

Marzo 10 1459 26.5 15.2 17
Abril 10 1534 2094 15.3 16.7

TOTAL 905 554.8 15.32 17

La temperatura promedio del agua de poza vari6 entre 13.23 °C a 16.22
°C lo que no nos permite hacer una inferencia de la prevalencia, debido a que no
existe una amplia variacién dentro de la poza estudiada. Al mismo tiempo no
existe una correlacién significativa (R?=0.003038; F=0.0427; p=0.8393) entre la
temperatura promedio del agua de poza y la precipitaciéon en el periodo (Ver
ANEXO A).
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Estas temperaturas no se encuentra dentro del rango de temperatura de
17-25 °C preferido por B. dendrobatidis (Piotrowski et al, 2004), sin embargo en
estos muestreos se observd una prevalencia de quitridiomicosis de alrededor del
25%, indicando la evidencia de que existen individuos infectados cerca del rango
de temperatura.

Adicionalmente, se obtuvieron varias correlaciones de los datos tomados
en campo y en laboratorio con relacién a la prevalencia de quitridiomicosis en la
poblacién larvaria de G. riobambae y la abundancia relativa poblacional durante el
periodo de muestreo correspondiente Agosto 2009 a Abril 2010.

3.2.  Analisis de Regresién Lineal

Mediante regresién lineal de las condiciones ambientales y caracteristicas de los
renacuajos (variables independientes) se pretende explicar el comportamiento de
la variacion de la abundancia relativa poblacional larvaria y la prevalencia de
quitridiomicosis en la poblacidon de renacuajos (variables dependientes) para

observar la relacién lineal entre estas variables.

3.2.1. Regresion lineal de Abundancia Relativa de renacuajos

Con este analisis se pretende explicar la relacion entra la abundancia
relativa poblacional de renacuajos (variable dependiente) estimada en cada
muestreo empleando el método de muestreo cuantitativo con ciertas variaciones
(Heyer et al, 1994), y las otras variables. Por lo tanto, mediante el uso de un
modelo de regresion lineal simple esta variable no estuvo correlacionada con
ninguna de las variables ambientales, caracteristicas de los renacuajos o con la

prevalencia (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Andlisis de regresiones lineales de la abundancia relativa (variable dependiente) en
relacion a las condiciones ambientales y caracteristicas de renacuajo (variables independientes).

VARIABLES
INDEPENDIENTES R cuadrado Fo (ANOVA) P
Temperatura quincenal 0.0034 0.0481 0.8296
(agua)
Precipitacién quincenal 0.0063 0.1026 0.7529
Promedio estadio 0.0831 15424 0.2311
(renacuajo)
LT (renacuajo) 0.0880 1.6417 0.2173
Profundidad del agua 0.0012 0.0211 0.8861
(poza)
Nitritos 0.0017 0.0301 0.8642
Fosfatos 0.0733 1.3457 0.2621

El promedio del estadio del renacuajo explica el 8.32% de la abundancia
relativa poblacional (R?=0.083182; F=1.5424; p>0.2311), sin embargo no se
considera un modelo significativo de regresion que explique la correlacion con la
abundancia relativa debido a que el valor de p es mayor que 0.05 (Ver Anexo
B.1).

El promedio de longitud total del renacuajo explica un 8.80% la
abundancia relativa (R*=0.088066; F=1.6417; p>0.2173), por lo tanto es un
modelo no significativo (Ver Anexo B.2). En el presente estudio se consideré

capturar prioritariamente renacuajos con estadios avanzados, por lo tanto se
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estaba colectando renacuajos de longitudes grandes; sin embargo estos

parametros no influyen en la abundancia poblacional relativa.

La concentracion de fosfatos es uno de los parametros medidos y
evaluados en la calidad de agua de la poza y es el Unico dentro de los parametros
fisico-quimicos medidos que en un 7,34% (R?=0.073354; F=1.3457; p>0.2621)
explica el comportamiento de la abundancia relativa poblacional (Ver Anexo B.3),
considerandose aun una correlacion no significativa. Esto podria deberse al
producto del azar ocurrido durante los muestreos, sin que la variable influencie

sobre la abundancia relativa de la poblacién larvaria.

3.2.2. Regresion lineal de Prevalencia de quitridiomicosis en la poblacion de

renacuajos

El modelo de regresion simple permite determinar la correlacion entre la
prevalencia de quitridiomicosis con las condiciones ambientales y las
caracteristicas de renacuajo (variables independientes) como se resume en la
Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Andlisis de regresiones lineales de la prevalencia de quitridiomicosis (variable
dependiente) en relacién las condiciones ambientales y caracteristicas del renacuajo (variables
independientes).

VARIABLES 2
R cuadrado (r) p >F (ANOVA) P
INDEPENDIENTES
Temperatura quincenal
0.37983 8.5745 0.0110
(agua)
Precipitacién quincenal 0.0357 0.5917 0.4530
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VARIABLES 2
R cuadrado (r) p >F (ANOVA) P

INDEPENDIENTES
Profundidad del agua 0.35088 9.1894 0.03566
Nitritos 0.0076 0.1300 0.7229
Fosfatos 0.03170 0.5566 0.4658
Abundancia Relativa 0.00441 0.0753 0.7871

Estadio renacuajo
) 0.27228 6.3608 0.0219

(promedio)

LT renacuajo 0.3368 8.6317 0.0092

La variable temperatura quincenal del agua de la poza explica el 37.98%
la variacién en la prevalencia de quitridiomicosis (R?=0.379831; F=8.5745;
p>0.0110). Este porcentaje de correlacion permite rechazar la hipétesis nula
propuesta en cada uno de los analisis. El modelo demuestra que mientras menor
es la temperatura del agua de la poza, la prevalencia de quitridiomicosis
disminuye (Ver Anexo C.1). La correlacion positiva presentada con esta variable
ambiental en el estudio es de importancia ya que se trabajo con una temperatura
menor a la preferida por el quitrido o como en otros estudios con temperaturas
ambientales de 17.8 °C (Kriger et al, 2007c).

La profundidad del agua en la poza explicé el 35.08% (R?=0.350882;
F=9.1894; p>0.03566) de la variacion en la prevalencia de quitridiomicosis (Ver
Anexo C.2). La prevalencia de quitridiomicosis durante el periodo de muestreo fue
mayor siempre que la profundidad del agua de la poza fuera mayor.

Entre las variables ambientales consideradas en el estudio la
precipitacion explica el 3.57% de la variacion de prevalencia de quitridiomicosis
(R?=0.03566; F=0.5917; p>0.4530) (Ver Anexo C.3), los nitritos el 0.75%
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(R?=0.00759; F=0.1300; p>0.7229) (Ver Anexo C.4); mientras que los fosfatos el
3.17% (R?=0.0317; F=0.5566; p>0.4658) (Ver Anexo C.5). Ademas la abundancia
relativa poblacional explica el 0.44% la prevalencia de quitridiomicosis
(R?=0.004409; F=0.0753; p>0.7871) (Ver Anexo C.6). Por lo tanto los nitritos y
fosfatos medidos en la calidad de agua, la precipitacion y la abundancia relativa
poblacional no se consideran un modelo de regresidén significativo para la

prevalencia de quitridiomicosis.

Dentro de las variables independientes se considera a las caracteristicas
de los renacuajos en donde el promedio del estadio de los renacuajos explica el
27.22% de la prevalencia de quitridiomicosis (R*=0.272284; F=6.3608; p>0.0219);
con un modelo de regresion lineal significativo (Ver Anexo C.7). Este resultado
quiere decir que. mientras mas avanzado el estadio del renacuajo, mayor es la
prevalencia de quitridiomicosis. La correlacion podria deberse a que estadios mas
avanzados tienen los discos orales mas grandes y con mas queratina la cual es el

sustrato del quitrido (Berger et al, 1998).

El promedio de la longitud total de los renacuajos explica el 33.68% vy
estuvo significativamente correlacionado con la prevalencia (R*=0.33676;
F=8.6317; p>0.0092) (Ver Anexo C.8). Esta correlacion indica que mientras mas
largo es un renacuajo, la prevalencia va a ser mayor. Sin embargo esta variable
esta relacionada estrechamente con el estadio del renacuajo, ya que esta medida
de largo total va a variar de acuerdo al individuo que se esté estudiando y el
estadio que presente el mismo, por lo tanto esta correlaciéon se explica de igual

manera.

3.3. Regresion Lineal Mdltiple

Tomando en cuenta que existen variables independientes que estan

fuertemente correlacionadas con la prevalencia de quitridiomicosis, es posible
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realizar una regresion lineal multiple (Tabla 3.5). Esta regresion nos permitié
observar como estas variables actian en conjunto frente a la variable dependiente
prevalencia de quitridiomicosis y pronosticar su comportamiento (Gutiérrez et al,
2008).

Tabla 3.5. Andlisis de regresion mdltiple de la prevalencia (variable dependiente) en relacion la
temperatura quincenal del agua, longitud total y estadio promedio del renacuajo.

VARIABLES
R cuadrado p >F (ANOVA) P
INDEPENDIENTES
Temperatura quincenal
0.0415
(agua)
LT (renacuajo) 0.555614 0.0178 0.0545
Estadio renacuajo
. 0.0869
(promedio)

Se realizaron varias combinaciones con todas las variables ambientales y
caracteristicas del renacuajo, para encontrar la mejor combinacion de tres
variables independientes influyentes sobre la prevalencia (Ron S, comunicacién

personal, 2010).

Esto nos permitié seleccionar como primera combinacién a la temperatura
guincenal del agua, longitud total promedio del renacuajo y estadio promedio del
renacuajo (Tabla 3.5).

Las variables independientes de temperatura quincenal del agua de la
poza, promedio de longitud total de los renacuajos estudiados y promedio de
estadio del renacuajo en conjunto explican el 55,56% de la prevalencia de
quitridiomicosis (R*=0.555614; F=0.0178) (Ver anexo D.1). Este andlisis corrobora
lo observado en otros estudios en donde se ha demostrado que la temperatura es

uno de los factores de mayor importancia para el desarrollo de la infecciéon
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(Berger et al, 1999) y posteriormente diseminacion de la enfermedad sobre cada

individuos desde su etapas iniciales (Drake et al, 2007).

Y como segunda combinaciéon para la regresion multiple se escogi6 a la
temperatura quincenal del agua de poza, estadio promedio del renacuajo y

profundidad del agua de la poza (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Andlisis de regresion mdltiple de la prevalencia (variable dependiente) en relacion la
temperatura quincenal del agua, estadio promedio del renacuajo y profundidad del agua.

VARIABLES
R cuadrado p >F (ANOVA) P
INDEPENDIENTES
Temperatura quincenal
0.5110
(agua)

Estadio renacuajo 0.5805 0.0128 0.3062

(promedio)
Profundidad del agua 0.0367

Las variables independientes de temperatura quincenal del agua de la
poza, promedio de estadio del renacuajo y profundidad del agua en la poza en
conjunto explican el 58,05% de la prevalencia de quitridiomicosis (R?*=0.5805;
F=0.0128) (Ver anexo D.2). Explicando que al tratarse de dos variables que no
estan directamente correlacionadas entre si (estadio y longitud del renacuajo)
como se mostré en el caso anterior. Se observa una mejor explicacion tanto de
condiciones ambientales como caracteristicas del renacuajo sobre la prevalencia

de quitridiomicosis en la poblacion larvaria.
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3.4. Regresion Logistica

La regresion logistica nos permite evaluar el efecto de las variables

independientes en la probabilidad de que un individuo esté infectado o no por B.

dendrobatidis, sus resultados se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Regresion logistica de presencia o ausencia de B. dendrobatidis (variable dependiente)

en relacion a las variables independientes.

VARIABLE

2 2
INDEPENDIENTE R Chi P

Abundancia Relativa 0.0491 23.8812 <.0001

Estadio 0.0001
0.0577 0.8101

Promedio Estadio 0.0988
48.019 <.0001

LT individual 0.0086
415764 0.0414

LT promedio 0.0011
0.52365 0.4693

Temperatura quincenal 0.0863
35.9646 <.0001

Precipitacién quincenal 0.0059
2.8687 0.0903

Profundidad del agua 0.0926
45.0004 <.0001

Nitratos 0.0049
2.3929 0.1219

Nitritos 0.0000
0.0058 0.9394
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VARIABLE P 2
INDEPENDIENTE R Chi P
Fosfatos 0.0050
2.4504 0.1175
pH 0.0000
0.0214 0.8837

La probabilidad de infeccién con B. dendrobatidis esta correlacionada con
las variables independientes abundancia relativa poblacional, temperatura

guincenal del agua y profundidad del agua de poza.

La variabilidad de la presencia/ausencia de B. dendrobatidis se ve
influenciada en un 4.91% (R?=0.0491; chi’=23.88; p=<.0001) por la abundancia
relativa poblacional (Ver Anexo E.1). Esta influencia se refleja al analizar los
individuos que presentan la infeccidon, ya que se asume que representan una baja
en la poblacion de G. riobambae, sin embargo no se asegura esta declinacion ya
gue no se ha realizado un estudio de seguimiento de cada uno de los individuos
posterior a la identificacion de la infeccion.

El promedio del estadio del renacuajo influye en el 9.88% (R*=0.0988;
chi’=48.019; p=<.0001) sobre la presencia de B. dendrobatidis (Ver Anexo E.2).
Es una de las variables mas importantes que influye en la presencia del quitrido,
ya que como se hizo mencion antes este factor influye sobre la prevalencia de
quitridiomicosis y como se ha demostrado en el estudio de Smith et al (2007) los
renacuajos en estadios mas avanzados presentan mayor prevalencia que los
individuos con estadios tempranos. Por lo tanto se podria encontrar mas

presencia del quitrido en individuos con estadio avanzado.

La temperatura quincenal del agua de la poza en el estudio influye en el
8.63% (R%=0.0863; chi’=35.9646; p=<.0001) sobre la presencia de B.
dendrobatidis (Ver Anexo E.3). En el rango de temperatura de 14.57 a 16,22 °C
se evidencié en mayor proporcion la presencia de quitrido y se correlacionan la

temperatura y la prevalencia. En el presente trabajo se determina mientras mas
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cercana es la temperatura del agua de la poza al rango de temperaturas
preferidas por el quitrido mayor es la prevalencia.

Finalmente la profundidad del agua de la poza influye en la presencia de
B. dendrobatidis con el 9.26% (R?=0.926 chi’=45.00; p=<.0001) y viceversa, ya
gue el agua es el principal medio de dispersion para B. dendrobatidis en una
poblacién larvaria (Ver Anexo E.4).
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Capitulo 4: DISCUSION

La prevalencia promedio de quitridiomicosis en la poblacién larvaria de G.
riobambae del Parque Metropolitano de Quito en el periodo de estudio Agosto
2009 a Abril 2010 fue de 33.94%. Esta prevalencia se considera alta dentro de la
poblacién estudiada que fue bastante limitada por tratarse de un muestreo en una
sola poza en estado natural, en comparacion con estudios que se han llevado a
cabo monitoreando una poblacion de diferentes localidades y condiciones de
temperatura durante un periodo de tiempo mas amplio para observar el efecto de
B. dendrobatidis sobre poblaciones larvarias y de adultos (Vredenburg et al,
2010).

Una vez encontrada la prevalencia de quitridiomicosis en la poblaciéon
larvaria de G. riobambae se puede suponer que la poblacién adulta se ve
afectada por la presencia del quitrido. Estas consideraciones llevaron a analizar
las correlaciones existentes entre las condiciones ambientales asi como de las
caracteristicas de los renacuajos para la abundancia relativa. A pesar de esto las
correlaciones encontradas no resultaron significativas y por lo tanto no estan
afectando a la abundancia relativa promedio de los renacuajos en la poza de
estudio. En varios estudios se analiza que la presencia de B. dendrobatidis en
Optimas condiciones de temperatura y reservas de sustrato permite la persistencia
del quitrido con un efecto negativo (Smith et al, 2007). La cadena de
consecuencias por la infeccién de quitridiomicosis inicia en renacuajos con una
reduccion de tasa de crecimiento, inhibicion de habilidad de competitividad,
deformaciones del aparato bucal disminuyendo la eficiencia de alimentacion y
finalmente la afeccion del individuo cuando es adulto llevandolos hasta su
extincion (Parris & Cornelius, 2004).

Entre las variables analizadas para la abundancia relativa poblacional
(variable dependiente) el estadio promedio y el largo total del renacuajo no

muestran correlacién con la abundancia relativa poblacional. Esto sugiere que
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mientras un individuo esta en estado larvario y es identificado como infectado por
quitridiomicosis, no quiere decir que dicho individuo va a morir a causa de la
infeccidn, ya que pueden existir otras causas de mortalidad en individuos larvarios
o por simple seleccién natural. Este punto es importante destacar ya que existen
muchas especies de anfibios que pueden ser infectados, sin embargo no mueren
debido al desarrollo de quitridiomicosis (Trenton et al, 2009). Por esto las
declinaciones de anfibios no solo se puede atribuir a un patégeno como B.
dendrobatidis ya que el mismo individuo puede morir por otras enfermedades o
predadores naturales (Blaustein et al, 2010).

Entre las variables ambientales analizadas para la abundancia relativa
poblacional, la variable que destaca es los fosfatos medidos en la calidad de
agua. Considerando que las aguas en donde se desarrollan naturalmente los
renacuajos de G. riobambae son aguas estancadas y pocas veces tienen
movimientos, la concentraciéon de fosfatos fue baja (entre 0.12 a 1.07 mg/l) al igual
gue con los nitratos (0.05 a 0.9 mg/l) lo que indica una excelente calidad del agua
segun la norma INEN 1108. Estos parametros de calidad de agua fueron las
Optimas para el desarrollo de los renacuajos y no influyeron en la abundancia
relativa poblacional. De estos importantes parametros dependen el pH, la
productividad primaria y el crecimiento de plantas como algas que pueden servir
de sustrato para los anfibios y al mismo tiempo ayudar a la oxigenacion de las
aguas, de tal manera que los individuos adultos elijan el mejor lugar para la
puesta de huevos (Fredericksen et al, 2001) que posteriormente se desarrollaran

sin ninguna limitacion.

Las correlaciones presentadas entre la prevalencia de quitridiomicosis
con las condiciones ambientales y caracteristicas de los renacuajos se mostraron
influyentes en el modelo de regresion lineal y nos permiten evaluar el desarrollo

de quitridiomicosis en la poblacion larvaria de G. riobambae.

Estas correlaciones se observaron a pesar de que el muestreo usado no
nos permitié visualizar claramente la variaciéon de la prevalencia en relacién de la

temperatura del agua de la poza, debido a la limitacion de datos obtenidos. Se
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pretendia muestrear en varias pozas, sin embargo por las condiciones climaticas
naturales estas pozas no mantuvieron agua constantemente, y por lo tanto la
poblacién de renacuajos no pudo ser monitoreada durante todo el periodo de

muestreo.

Se obtuvo una variacién de temperatura promedio quincenal del agua de
poza maxima de 16.22 °C y minima de 13.23 °C que a pesar de ser un rango de
temperaturas fuera de los limites preferidos por B. dendrobatidis hubo evidencia
de quitridiomicosis. Ademas la temperatura promedio del agua de la poza fue de
14.866 °C y se observd que en esta temperatura si puede desarrollarse
quitridiomicosis afectando a las poblaciones con posteriores declinaciones siendo
los renacuajos los principales portadores de la existencia de B. dendrobatidis
(Smith et al, 2007). A pesar de este hallazgo no hay estudios que hayan probado
con larvas en temperaturas de 14 °C que refuercen la hipotesis de la correlacion
positiva prevalencia- temperatura para el desarrollo de quitridiomicosis en estas

condiciones.

La mayor prevalencia de quitridiomicosis se registr0 en el muestreo
namero 17 correspondiente al 27 de Marzo del 2010 en un 85% (Tabla 3.1), en el
gue la temperatura del agua fue de 15.159 °C. Este muestreo se considera dentro
de un mes con altas temperaturas en comparacioén con las normales registradas
en afios anteriores (Tabla 3.2). Segun el INAHMI la temperatura ambiental de
Marzo 2010 fue de 17 °C y precipitacion de 26.5 mm; sin embargo las medidas
normales esperadas eran de temperatura 15.2 °C y 145.9mm de precipitacién. El
mes de marzo fue uno de los meses mas calientes durante el periodo de
investigacién. A pesar de estas circunstancias se detectd la presencia de B.
dendrobatidis en un alto porcentaje, ya que aumento en general la temperatura
del Parque Metropolitano y la temperatura del agua de poza se acerca al rango

preferido por el quitrido para su optimo desarrollo.

La prevalencia de quitridiomicosis en este rango de temperatura puede
explicarse mediante las acotaciones realizadas por Kriger et al (2007b), en donde

se determind que las ranas de regiones templadas tienen infecciones
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significativamente mas intensas que las contrapartes tropicales. El Parque
Metropolitano de Quito se ubica a 2988 msnm con una temperatura media de
11°C, y el perfecto habitat para la rana marsupial (G. riobambae) incurre dentro de
una regiéon templada mas no dentro de una region tropical. La temperatura y la
ubicacién geografica (a pesar de no ser una variable tomada en cuenta) nos
llevan a un analisis a groso modo, de que las ranas en zonas templadas como el
Parque Metropolitano poseen un mayor riesgo de mortalidad inducida por

quitridiomicosis.

Otro factor ambiental a ser considerado es la precipitacion, ya que se
presenta mayor prevalencia e intensidad de infecciones por B. dendrobatidis en
lugares con precipitaciones altas ademas de temperaturas ambientales frescas
(Kriger et al, 2007b). Entre los datos colectados no se encontré correlacion
significativa entre la precipitacion y la temperatura promedio quincenal del agua
de poza, ya que en el periodo de muestreo la presencia de precipitacion fue baja
y solo se tuvo 554.8 mm en comparacién con la precipitacion esperada para el
periodo que era de 905 mm, segun lo reportado por el INAMHI (2010) por lo que

se considera una etapa de verano intenso durante el periodo muestreo.

Otra variable considerada de importancia es la profundidad de agua en la
poza que reportd una correlacion importante con la prevalencia, ya que mientras
mayor sea la profundidad, mayor sera la prevalencia. Esta es una variable muy
susceptible a otras variables consideradas en el estudio e incluso factores
externos. El agua de la poza muestreada siempre se mantuvo empozada en un
mismo lugar, excepto cuando existia presencia de precipitaciones o cuando agua
de los depdsitos de la EMMAP era liberada. Sin embargo, no se realizé ningun
andlisis en el que se explique la correlacion de la profundidad del agua con estas

variables.

Cuando se analizo las caracteristicas del renacuajo, la proporcion de
prevalencia de quitridiomicosis fue significativa y positivamente relacionada con el
estadio del renacuajo y se explica en un 35% (Tabla 3.3). Sin embargo, no existe

evidencia de que estos renacuajos al cumplir con todo su proceso de
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metamorfosis llegaran a desarrollar completamente la enfermedad terminando en
muerte, ya que seria motivo de otro estudio en donde se mantenga una poblacién
de individuos enfermos y sanos, para posteriormente ir controlando a través del
tiempo su desarrollo y poseer una mejor visualizacién de la prevalencia de

quitridiomicosis.

En este estudio se observé que mientras mayor es el estadio del
individuo, mayor sera la prevalencia de quitridiomicosis. Por ejemplo, en los
muestreos con un estadio promedio de 32 segun Gosner (1960) existio un 0.5%
de prevalencia de quitridiomicosis; mientras que con un estadio promedio de 36 la
prevalencia fue de 75%. Esta correlacion positiva entre la prevalencia de B.
dendrobatidis y el estadio de desarrollo del renacuajo es similar a la reportada por
Smith, et al (2007), en Strongylopus hymenopus donde reportdé una prevalencia
de 15.8% en un estadio de 30 mientras que en un estadio de 35 la prevalencia fue
de 63.5%.

Ademas esta correlacion nos permite evaluar y considerar que un
renacuajo y su disposicion a B. dendrobatidis, en un estadio mas avanzado ha
tenido mas tiempo para el contagio. Por lo tanto, con mas tiempo el renacuajo ha
desarrollado de mejor manera el aparato bucal, permitiendo que la cantidad de
gueratina sea mayor para que el quitrido encuentre su fuente de energia y a la
vez darse cambios en el comportamiento de inmunocompetencia haciendo mas
vulnerable al hospedador (Berger et al, 1998,1999). Es importante recalcar que el
proceso para que un individuo se considere infectado por B. dendrobatidis puede
ser dependiente del tiempo, de manera que solo se producen infecciones después
de exposiciones repetidas o se detectan Unicamente después que la infeccién ha
alcanzado una magnitud critica (Blaustein et al, 2005).

En el muestreo de campo se prefiri6 colectar siempre renacuajos en
estadios avanzados y que a su vez eran grandes y tenian mas tiempo de
exposicion al quitrido. Una variable relacionada con el estadio del renacuajo es la
medida de longitud total que fue tomada desde el inicio de la boca hasta la punta

de la cola de cada renacuajo. Esta variable se explica, ya que un individuo con
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estadio avanzado va a poseer una mayor longitud. Ademas se ha demostrado que
la longitud de un renacuajo es uno de los pronosticadores mas importantes de
supervivencia y dosis de infecciobn que nos ayuda a evaluar la variacion de
prevalencia en una poblacién larvaria como lo reportado por Carey et al (2006) en
renacuajos de Bufo boreas.

El promedio de longitud total de los renacuajos asi como el estadio
promedio son variables que en el presente estudio se correlacionan entre ellas y
con la prevalencia de quitridiomicosis en la poblacion larvaria. El desarrollo del
renacuajo influye mucho en la presencia o ausencia de B. dendrobatidis. En los
renacuajos la parte queratinizada se presenta solo en el aparato bucal durante
todo el proceso de metamorfosis (Berger et al, 1998; Kriger et al 2006b), mientras
mas grande es el renacuajo y mas avanzado es su estadio de desarrollo se
considera un buen objetivo de estudio y por lo tanto un blanco preferido por B.
dendrobatidis para el desarrollo de infeccion (Smith et al, 2007).

Todas las variables evaluadas tanto ambientales como caracteristicas del
renacuajo, siempre presentan un mejor panorama del efecto de la prevalencia de
quitridiomicosis si se las evalla en conjunto. Esto nos permite observar que
muchas de las variables evaluadas siempre se ven influenciadas por otros
factores que proporcionan las condiciones esenciales para el desarrollo de

quitridiomicosis.

Este es el caso cuando se selecciond tres variables de las cuales dos
estan relacionadas entre ella, como es el caso de temperatura quincenal del agua,
promedio de longitud total y estadio del renacuajo. Este andlisis permite verificar
gue mientras se seleccione a un renacuajo en un estadio mas avanzado y con
mayor longitud en las condiciones éptimas de temperatura va a dar lugar a un

mejor desarrollo de quitridiomicosis afectando a este individuo.

Asimismo cuando se analizé las otras tres variables influyentes sobre la
prevalencia de quitridiomicosis se puede ver que dos condiciones ambientales

como la temperatura y profundidad del agua de poza permiten un mayor
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desarrollo del renacuajo en buenas condiciones y dan lugar a que el renacuajo
alcance estadios de metamorfosis con éxito. Como el renacuajo puede
desarrollarse en el lugar adecuado con condiciones de temperatura y la
profundidad del agua de poza este es mas afectado. Especialmente al hablar de
profundidad de la poza va a existir mayor prevalencia de quitridiomicosis cuando
la profundidad es mayor, debido a que existe mayor extension de area para que el
quitrido sea transportado y posteriormente infectar a nuevos individuos

persistiendo en el tiempo.

Al concluir con el desarrollo de este estudio de prevalencia de
quitridiomicosis no se pudo cumplir con el tercer objetivo propuesto que incluia
revelar el futuro de la poblacion de G. riobambae ya que la prevalencia promedio
de quitridiomicosis encontrada no asegura que esta poblacion pueda llegar a una
declinacién como se ha visto en otros casos, pero si se afirma que la infeccion
esta presente en sus primeras etapas y los portadores del quitrido en este caso
son los renacuajos de G. riobambae.
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Capitulo 5: CONCLUSIONES

Las condiciones ambientales y caracteristicas del renacuajo son variables
gue presentaron baja correlacion respecto a la abundancia relativa
poblacional, indicando que no afectan a la poblacion larvaria de

Gastrotheca riobambae.

La prevalencia de quitridiomicosis aumenta cuando la temperatura
qguincenal del agua vy profundidad del agua de la poza aumentan y son

evaluadas independientemente.

Mientras mas avanzado es el estadio segin Gosner del renacuajo la
prevalencia sera mayor, por que el individuo ha tenido mucho mas tiempo
para la infeccidbn y presenta un aparato bucal mejor desarrollado con

suficiente queratina para B. dendrobatidis.

La longitud total del renacuajo al correlacionarse con la prevalencia indica
gue a mayor largo la prevalencia sera mayor, y a su vez esta variable esta

directamente correlacionada con el estadio promedio del renacuajo.

Las variables temperatura quincenal del agua de poza, longitud total del
renacuajo y estadio promedio del renacuajo cuando actdan en conjunto
explican la prevalencia de quitridiomicosis en el 55.56% sobre la poblacion

larvaria de Gastrotheca riobambae.

Las variables temperatura quincenal del agua de poza, estadio promedio
del renacuajo y profundidad del agua de la poza cuando actidan en
conjunto explican la prevalencia de quitridiomicosis en el 58.05% sobre la

poblacién larvaria de Gastrotheca riobambae.
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> La poblacién larvaria de Gastrotheca riobambae se ve afectada por la
prevalencia de quitridiomicosis, sin embargo no se afirma que exista una

disminucién de la misma por la presencia de la enfermedad.
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Capitulo 6: RECOMENDACIONES

» Realizar un estudio con Gastrotheca riobambae, incluyendo una mayor
distribucion de los individuos en diferentes condiciones ambientales y
localidades que permitan visualizar ampliamente el efecto de

quitridiomicosis.

» Realizar un proyecto en el que a los renacuajos capturados se les someta
la prueba de presencia de Batrachochytrium dendrobatidis sin matarlos.
Permitiendo mantener estos individuos en diferentes condiciones y
monitorear su comportamiento en relacion a los efectos de quitridiomicosis

incluyendo una poblacién control.

» Evaluar individuos adultos y larvas durante varias generaciones para
correlacionar si quitridiomicosis est4d afectando la poblacion de G.
riobambae a través del tiempo.
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Anexo A. Regresion lineal Temperatura quincenal vs. Precipitaciéon.

Ajuste Linear

ANEXOS

16.5

16 -

155

15

145

T QUINCENAL

14

135

13

I
-0.5 0 0.5

I I
15 2 25

PRECIPITACION

T QUINCENAL = 14.948846 - 0.068852*PRECIPITACION

Resumen del ajuste

R Cuadrado 0.003038
R Cuadrado Ajustado -0.06817
Raiz Media del Error Cuadrado 0.893004
Media de la Respuesta 14.86598
Observaciones 16
Andlisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.034018 0.034018 0.0427 0.8393
Error 14 11.164390 0.797456
Total 15 11.198408
Parametros Estimados
Parametro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion 14.948846 0.459154 32.56 <.0001
PRECIPITACION -0.068852 0.333363 -0.21 0.8393




Anexo B. REGRESIONES LINEALES DE ABUNDANCIA RELATIVA
POBLACIONAL

B.1. Regresiéon lineal de Abundancia Relativa vs. Promedio Estadio del

renacuajo.

50 -

ABUNDANCIA
RELATIVA

PROMEDIO ESTADIO

Ajuste Linear
ABUNDANCIA RELATIVA = -49.27289 + 2.1045361*PROMEDIO ESTADIO

Resumen del ajuste

R Cuadrado 0.083182
R Cuadrado Ajustado 0.029251
Raiz Media del Error Cuadrado 12.50843
Media de la Respuesta 26.78947
Observaciones 19

Analisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 241.3238 241.324 1.5424 0.2311
Error 17 2659.8341 156.461
Total 18 2901.1579

Parametros Estimados

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p

Intercepcion -49.27289 61.31246 -0.80 0.4327
PROMEDIO ESTADIO 2.1045361 1.694568 1.24 0.2311




B.2. Regresion lineal de Abundancia Relativa vs. Promedio Largo Total del

renacuajo poza 1.

ABUNDANCIA
RELATIVA

30 35 40 45 50 55 60 65 70
LT RENACUAJO

Ajuste Linear

ABUNDANCIA RELATIVA = 2.2678753 + 0.4352228*LT RENACUAJO

Resumen del ajuste

R Cuadrado 0.088066
R Cuadrado Ajustado 0.034423
Raiz Media del Error Cuadrado 12.47507
Media de la Respuesta 26.78947
Observaciones 19

Analisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 255.4930 255.493 1.6417 0.2173
Error 17 2645.6649 155.627
Total 18 2901.1579

Parametros Estimados

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p

Intercepcion 2.2678753 19.35106 0.12 0.9081
LT RENACUAJO 0.4352228 0.339676 1.28 0.2173




B.3. Regresion lineal de Abundancia Relativa vs. Fosfatos.

Ajuste Linear
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FOSFATOS

ABUNDANCIA RELATIVA = 33.068912 + 14.411914 *FOSFATOS

Resumen del ajuste

R Cuadrado 0.073354
R Cuadrado Ajustado 0.018845
Raiz Media del Error Cuadrado 12.5753
Media de la Respuesta 26.78947
Observaciones 19
Analisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 212.8104 212.810 1.3457 0.2621
Error 17 2688.3475 158.138
Total 18 2901.1579
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion 33.068912 6.133861 5.39 <.0001
FOSFATOS 14.411914 12.42349 1.16 0.2621




Anexo C. REGRESION LINEAL PREVALENCIA

C.1. Regresion lineal de Prevalencia vs. Temperatura quincenal.

PREVALENCIA
o
~
|

-0.5
06 :
— — - T \ \
13 13.5 14 145 15 155 16 16.5
T QUINCENAL
Ajuste Linear
PREVALENCIA = -2.867369 + 0.168333*T QUINCENAL
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.379831
R Cuadrado Ajustado 0.335534
Raiz Media del Error Cuadrado 0.192372
Media de la Respuesta -0.36493
Observaciones 16
Analisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.31731806 0.317318 8.5745 0.0110
Error 14 0.51809993 0.037007
Total 15 0.83541799
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcién -2.867369 0.855943 -3.35 0.0048
T QUINCENAL 0.168333 0.057486 2.93 0.0110




C.2. Regresion lineal de Prevalencia vs. Profundidad del Agua poza.
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ALTURA AGUA
Ajuste Linear
PREVALENCIA = -3.408033 + 1.5636435*ALTURA AGUA
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.350882
R Cuadrado Ajustado 0.312699
Raiz Media del Error Cuadrado 0.183747
Media de la Respuesta -0.36903
Observaciones 19
Andlisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p

Modelo 1 0.31026228 0.310262 9.1894 0.0075
Error 17 0.57397294 0.033763
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -3.408033 1.003394 -3.40 0.0034
ALTURA AGUA 1.5636435 0.515816 3.03




C.3. Regresiodn lineal de Prevalencia vs. Precipitacion poza.
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PRECIPITACION
Ajuste Linear
PREVALENCIA = -0.423383 + 0.0524236*PRECIPITACION
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.03566
R Cuadrado Ajustado -0.02461
Raiz Media del Error Cuadrado 0.230852
Media de la Respuesta -0.36927
Observaciones 18
Analisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.03153099 0.031531 0.5917 0.4530
Error 16 0.85268412 0.053293
Total 17 0.88421511
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcién -0.423383 0.088935 -4.76 0.0002
PRECIPITACION 0.0524236 0.068154 0.77 0.4530




C.4. Regresion lineal de Prevalencia vs. Nitritos.

Ajuste Linear

PREVALENCIA

-3.5 -3 -2.5

I I f
-2 -1.5 -1

NITRITOS

PREVALENCIA = -0.438628 - 0.0298317*NITRITOS

Resumen del ajuste

R Cuadrado
R Cuadrado Ajustado

Raiz Media del Error Cuadrado

Media de la Respuesta

Observaciones

0.00759
-0.05079
0.227198
-0.36903

19

Analisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.00671152 0.006712 0.1300 0.7229
Error 17 0.87752369 0.051619
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -0.438628 0.19993 -2.19 0.0424
NITRITOS -0.029832 0.082732 -0.36 0.7229




C.5. Regresiodn lineal de Prevalencia vs. Fosfatos.

Ajuste Linear

PREVALENCIA

-0.9 -0.7 -0.5 -0.3

FOSFATOS

\ 1
01 0 01

PREVALENCIA = -0.441101 - 0.1654111*FOSFATOS

Resumen del ajuste

R Cuadrado
R Cuadrado Ajustado

Raiz Media del Error Cuadrado
Media de la Respuesta

Observaciones

0.031704

-0.02525

0.224421

-0.36903
19

Analisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.02803358 0.028034 0.5566 0.4658
Error 17 0.85620164 0.050365
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcién -0.441101 0.109466 -4.03 0.0009
FOSFATOS -0.165411 0.221712 -0.75 0.4658




C.6. Regresidn lineal de Prevalencia vs. Abundancia Relativa Poblacional.

PREVALENCIA

| I
10 20

| I
30 40

ABUNDANCIA RELATIVA

50

Ajuste Linear

PREVALENCIA= -0.400083 + 0.0011592*ABUNDANCIA RELATIVA

Resumen del ajuste

R Cuadrado

R Cuadrado Ajustado

Raiz Media del Error Cuadrado
Media de la Respuesta
Observaciones

0.004409

-0.05416

0.227562

-0.36903
19

Analisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.00389825 0.003898 0.0753 0.7871
Error 17 0.88033697 0.051785
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -0.400083 0.124642 -3.21 0.0051
ABUNDANCIA RELATIVA 0.0011592 0.004225 0.27 0.7871




C.7. Regresién lineal de Prevalencia vs. Promedio del Estadio del renacuajo.
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PROMEDIO ESTADIO
Ajuste Linear
PREVALENCIA = -2.771536 + 0.0664739*PROMEDIO ESTADIO
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.272284
R Cuadrado Ajustado 0.229477
Raiz Media del Error Cuadrado 0.194554
Media de la Respuesta -0.36903
Observaciones 19
Andlisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p

Modelo 1 0.24076285 0.240763 6.3608 0.0219
Error 17 0.64347237 0.037851
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -2.771536 0.953644 -2.91 0.0098
PROMEDIO ESTADIO 0.0664739 0.026357 252 0.0219

Xl




C.8. Regresion lineal de Prevalencia vs. Promedio Largo Total del renacuajo.

PREVALENCIA

T \ \
30 35 40 45

I I |
55 60 65

70
LT RENACUAJO

Ajuste Linear
PREVALENCIA =-1.20618 + 0.0148582*LT RENACUAJO
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.33676
R Cuadrado Ajustado 0.297745
Raiz Media del Error Cuadrado 0.185736
Media de la Respuesta -0.36903
Observaciones 19
Andlisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 1 0.29777471 0.297775 8.6317 0.0092
Error 17 0.58646051 0.034498
Total 18 0.88423522
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -1.20618 0.288109 -4.19 0.0006
LT RENACUAJO 0.0148582 0.005057 2.94 0.0092

Xl




Anexo D. REGRESION MULTIPLE

Anexo D.1. Regresiéon multiple de Prevalencia vs. Temperatura quincenal,

Promedio Largo total del renacuajo y Promedio de Estadio del Renacuajo.
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-06 -05 -04 -03 -0.2 -01 0.0
PREVALENCIA Predecida
P=0.0178 RSg=0.56 RMSE=0.1759
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.555614
R Cuadrado Ajustado 0.444517
Raiz Media del Error Cuadrado 0.17589
Media de la Respuesta -0.36493
Observaciones 16
Analisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 3 0.46416977 0.154723 5.0012 0.0178
Error 12 0.37124822 0.030937
Total 15 0.83541799
Parametros Estimados
Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion 2.5333798 2.84113 0.89 0.3901
T QUINCENAL 0.1692718 0.07416 2.28 0.0415
LT RENACUAJO 0.0415716 0.01951 2.13 0.0545
PROMEDIO ESTADIO -0.213502 0.114521 -1.86 0.0869

X




Anexo D.2. Regresiéon multiple de Prevalencia vs. Temperatura quincenal,

Promedio de Estadio del Renacuajo y Profundidad del agua de la poza.
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-06 -05 -04 -03 -02 -01 0.0
PREVALENCIA Predecida
P=0.0128 RSg=0.58 RMSE=0.1709
Resumen del ajuste
R Cuadrado 0.580506
R Cuadrado Ajustado 0.475633
Raiz Media del Error Cuadrado 0.170893
Media de la Respuesta -0.36493
Observaciones 16
Andlisis de Varianza
Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado medio Fo Valor-p
Modelo 3 0.48496523 0.161655 5.5353 0.0128
Error 12 0.35045276 0.029204
Total 15 0.83541799
Parametros Estimados
Parametro Estimacion Error estandar Estadistico Valor-p
Intercepcion -5.206197 1.301821 -4.00 0.0018
T QUINCENAL 0.0548188 0.080917 0.68 0.5110
PROMEDIO ESTADIO 0.0403891 0.037787 1.07 0.3062
PROFUNDIDAD AGUA 1.3123699 0.55849 2.35 0.0367
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Anexo E. REGRESION LOGISTICA

E.1. Regresién Logistica de Resultado vs. Abundancia Relativa.

1.00

0.75

RESULTADO
o
al
T

0.25

0.00

ABUNDANCIA RELATIVA

Prueba del Modelo

Fuente -LogLikelihood GL Chi Cuadrado Prob>Chi?
Diferencia 11.94057 1 23.88115 <.0001
Completo 231.10462
Reducido 243.04519

Parametros Estimados

Parametro Estimacion Error estandar Chi Cuadrado Prob>Chi’
Intercepcion 2.21750357 0.3634514 37.23 <.0001
ABUNDANCIA RELATIVA -0.0541129 0.011607 21.73 <.0001
R? 0.0491
Observaciones 379
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E.2. Regresién Logistica de Resultado vs. Promedio Estadio del Renacuajo.
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T
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L e e e e e B T BSL R e
30 40 50 60 70 80
PROMEDIO ESTADIO

Prueba del Modelo

Fuente -LogLikelihood GL Chi Cuadrado Prob>Chi®
Diferencia 24.00965 1 48.0193 <.0001
Completo 219.03554
Reducido 243.04519
Parametros Estimados

Parametro Estimacion Error estandar Chi Cuadrado Prob>Chi?
Intercepcion 3.34536286 0.4301749 60.48 <.0001
PROMEDIO ESTADIO -0.0543804 0.0081983 44,00 <.0001
R? 0.0988
Observaciones 379
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E.3. Regresién Logistica de Resultado vs. Temperatura quincenal.

1.00

0.75

RESULTADO
o
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T

0.25

0.00 +————
13 135 14

T QUINCENAL

Prueba del Modelo

Fuente -LogLikelihood GL Chi Cuadrado Prob>Chi’
Diferencia 17.98232 1 35.96464 <.0001
Completo 190.41129
Reducido 208.39360

Parametros Estimados

Parametro Estimacion Error estandar Chi Cuadrado Prob>Chi?
Intercepcion 14.2040798 2.4635993 33.24 <.0001
TEMPERATURA QUINCENAL -0.9099999 0.1635183 30.97 <.0001
R? 0.0863
Observaciones 320
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E.4. Regresion Logistica de Resultado vs

. Profundidad del agua.
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ALTURA AGUA
Prueba del Modelo
Fuente -LogLikelihood GL Chi Cuadrado Prob>Chi’
Diferencia 22.50019 1 45.00037 <.0001
Completo 220.54501
Reducido 243.04519
Parametros Estimados
Parametro Estimacion Error estandar Chi Cuadrado Prob>Chi?
Intercepcion 4.4696102 0.6580431 46.14
TEMPERATURA QUINCENAL -0.0421392 0.0071915 34.33
R? 0.0926
Observaciones 379
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Anexo F. ESTADIOS EN LA METAMORFOSIS DE UN RENACUAJO SEGUN
GOSNER (1960).
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Figure 5-17. Standard early stages of development of anurans. Stages are according to Gosner (1960).
Guidelines indicate major features mentioned in text.
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Figure 5-18. Standard later stages of development of anurans. Stages are according to Gosner (1960).
Pigmentation is not shown. Guidelines indicate major features mentioned in text.
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Anexo G. BASE DE DATOS COLECTADOS

RENACUAJOS LABORATORIO
MUE;#TREO MUESTRA CODIGO ABRLIJETR"?"I’:I/?A ESTADIO LT RESULTADO

1 1.1-8-01 20 30 39.73 Negativo

2 1.1-8-02 20 31 46.24 Negativo

3 1.1-8-03 20 33 63.63 Negativo

4 1.1-8-04 20 34 60.3 Positivo

5 1.1-8-05 20 32 51.06 Positivo

6 1.1-8-06 20 38 64.24 Negativo

7 1.1-8-07 20 31 47.46 Negativo

8 1.1-8-08 20 34 50.11 Negativo

1 9 1.1-8-09 20 31 49.03 Negativo
10 1.1-8-10 20 34 49.9 Positivo

11 1.1-8-11 20 40 60.78 Negativo

12 1.1-8-12 20 35 56.52 Positivo

13 1.1-8-13 20 33 48.98 Negativo

14 1.1-8-14 20 33 55.08 Negativo

15 1.1-8-15 20 33 58.06 Negativo

16 1.1-8-16 20 34 60.81 Negativo

XX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
17 1.1-8-17 20 34 53.8 Negativo
18 1.1-8-18 20 34 53.21 Negativo
19 1.1-8-19 20 33 5191 Positivo
20 1.1-8-20 20 43 65.91 Negativo
21 2-24-01 25 35 51.09 Negativo
22 2-24-02 25 36 54.37 Positivo
23 2-24-03 25 37 56.96 Negativo
24 2-24-04 25 39 74.28 Negativo
25 2-24-05 25 40 58.79 Positivo
26 2-24-06 25 37 60.54 Negativo
27 2-24-07 25 37 54.88 Negativo
2 28 2-24-08 25 36 52.51 Negativo
29 2-24-09 25 35 50.82 Positivo
30 2-24-10 25 35 59.09 Negativo
31 2-24-11 25 36 59.12 Negativo
32 2-24-12 25 36 59.89 Positivo
33 2-24-13 25 34 45.56 Positivo
34 2-24-14 25 34 45.32 Negativo
35 2-24-15 25 38 66.47 Positivo

XXI



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
36 2-24-16 25 36 64.42 0 Negativo
37 2-24-17 25 36 60.02 1 Positivo
38 2-24-18 25 40 75.11 1 Positivo
39 2-24-19 25 37 61.76 0 Negativo
40 2-24-20 25 40 72.9 0 Negativo
41 3.1-7-01 15 30 39.73 0 Negativo
42 3.1-7-02 15 31 40.24 0 Negativo
43 3.1-7-03 15 33 63.63 Positivo Positivo
44 3.1-7-04 15 34 60.3 1 Positivo
45 3.1-7-05 15 32 51.06 0 Negativo
46 3.1-7-06 15 38 64.24 0 Negativo
47 3.1-7-07 15 31 47.46 0 Negativo
3 48 3.1-7-08 15 34 50.11 0 Negativo
49 3.1-7-09 15 31 49.03 1 Positivo
50 3.1-7-10 15 34 49.9 0 Negativo
51 3.1-7-11 15 40 60.78 0 Negativo
52 3.1-7-12 15 35 56.52 0 Negativo
53 3.1-7-13 15 33 48.98 0 Negativo
54 3.1-7-14 15 33 55.08 0 Negativo

XX



RENACUAJOS LABORATORIO
MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
55 3.1-7-15 15 33 58.06 Negativo
56 3.1-7-16 15 34 60.81 Negativo
57 3.1-7-17 15 34 53.8 Negativo
58 3.1-7-18 15 29 32.21 Negativo
59 3.1-7-19 15 29 31.18 Negativo
60 3.1-7-20 15 30 34.73 Negativo
61 4-21-01 20 41 78.51 Negativo
62 4-21-02 20 41 84.21 Negativo
63 4-21-03 20 42 53.38 Positivo
64 4-21-04 20 41 80.1 Negativo
65 4-21-05 20 38 71.6 Negativo
66 4-21-06 20 43 71.94 Negativo
4 67 4-21-07 20 43 64.01 Positivo
68 4-21-08 20 43 49.68 Positivo
69 4-21-09 20 36 60.19 Negativo
70 4-21-10 20 33 40.99 Negativo
71 4-21-11 20 40 81.25 Negativo
72 4-21-12 20 37 66.16 Negativo
73 4-21-13 20 41 69.99 Negativo

XX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
74 4-21-14 20 42 72.19 Negativo
75 4-21-15 20 41 65.56 Negativo
76 4-21-16 20 41 75.95 Positivo
77 4-21-17 20 35 82.07 Positivo
78 4-21-18 20 40 60.57 Negativo
79 4-21-19 20 27 24.04 Negativo
80 4-21-20 20 28 31.08 Negativo
81 5.1-5-01 16 34 55.04 Negativo
82 5.1-5-02 16 33 52.71 Negativo
83 5.1-5-03 16 40 75.78 Positivo
84 5.1-5-04 16 35 54.31 Negativo
85 5.1-5-05 16 40 67.92 Negativo
86 5.1-5-06 16 40 69.72 Negativo
> 87 5.1-5-07 16 40 7791 Positivo
88 5.1-5-08 16 34 54.94 Negativo
89 5.1-5-09 16 39 63.52 Negativo
90 5.1-5-10 16 41 69.95 Negativo
91 5.1-5-11 16 40 68.58 Negativo
92 5.1-5-12 16 40 73.66 Negativo

XXIV



RENACUAJOS LABORATORIO
MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
93 5.1-5-13 16 43 64.58 Negativo
94 5.1-5-14 16 44 68.83 Negativo
95 5.1-5-15 16 39 78.18 Negativo
96 5.1-5-16 16 40 79.48 Negativo
97 5.1-5-17 16 40 79.95 Positivo
98 5.1-5-18 16 40 83.53 Positivo
99 5.1-5-19 16 36 63.98 Negativo
100 5.1-5-20 16 32 51.45 Negativo
101 6-19-01 10 42 77.75 Positivo
102 6-19-02 10 40 78.25 Positivo
103 6-19-03 10 41 74.93 Positivo
104 6-19-04 10 36 64.46 Negativo
105 6-19-05 10 32 46.65 Negativo
6 106 6-19-06 10 39 81 Positivo
107 6-19-07 10 32 49.61 Negativo
108 6-19-08 10 32 53.79 Negativo
109 6-19-09 10 32 39.85 Positivo
110 6-19-10 10 31 40.28 Negativo
111 6-19-11 10 31 37.48 Negativo

XXV



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
112 6-19-12 10 32 38.09 Negativo
113 6-19-13 10 30 258 Negativo
114 6-19-14 10 33 29.89 Negativo
115 6-19-15 10 44 43.23 Negativo
116 6-19-16 10 43 65.59 Positivo
117 6-19-17 10 42 65.98 Positivo
118 6-19-18 10 31 30.12 Negativo
119 6-19-19 10 32 28.28 Negativo
120 6-19-20 10 38 73.03 Positivo
121 7.1-3-01 10 32 37.31 Positivo
122 7.1-3-02 10 33 34.35 Negativo
123 7.1-3-03 10 31 35.91 Negativo
124 7.1-3-04 10 31 30.02 Negativo
125 7.1-3-05 10 32 34.27 Negativo
! 126 7.1-3-06 10 31 31.59 Negativo
127 7.1-3-07 10 33 35.24 Negativo
128 7.1-3-08 10 34 37.49 Negativo
129 7.1-3-09 10 32 33.6 Negativo
130 7.1-3-10 10 31 31.75 Negativo

XXVI



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
131 7.1-3-11 10 33 38.57 Negativo
132 7.1-3-12 10 33 34.21 Negativo
133 7.1-3-13 10 31 31.97 Negativo
134 7.1-3-14 10 32 33.72 Negativo
135 7.1-3-15 10 34 36.38 Negativo
136 7.1-3-16 10 34 36.9 Negativo
137 7.1-3-17 10 32 36.03 Negativo
138 7.1-3-18 10 34 37.07 Negativo
139 7.1-3-19 10 34 38.62 Negativo
140 7.1-3-20 10 31 32.62 Negativo
141 8-21-01 16 39 64.72 Positivo
142 8-21-02 16 36 52.42 Negativo
143 8-21-03 16 34 43.85 Positivo
144 8-21-04 16 34 52.12 Negativo
8 145 8-21-05 16 36 53.87 Negativo
146 8-21-06 16 37 54.53 Negativo
147 8-21-07 16 34 46.91 Negativo
148 8-21-08 16 33 48.02 Negativo
149 8-21-09 16 34 53.57 Negativo

XXVII



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
150 8-21-10 16 33 37.84 Negativo
151 8-21-11 16 32 33.03 Negativo
152 8-21-12 16 31 32.45 Negativo
153 8-21-13 16 31 36.29 Negativo
154 8-21-14 16 32 29.27 Negativo
155 8-21-15 16 40 79.78 Negativo
156 8-21-16 16 33 30.15 Positivo
157 8-21-17 16 41 79.65 Positivo
158 8-21-18 16 42 68.78 Positivo
159 8-21-19 16 42 65.62 Negativo
160 8-21-20 16 42 69.12 Positivo
161 9.1-5-01 28 34 51.73 Negativo
162 9.1-5-02 28 33 41.14 Negativo
163 9.1-5-03 28 33 40.22 Negativo
164 9.1-5-04 28 34 41.38 Negativo
9 165 9.1-5-05 28 33 37.69 Negativo
166 9.1-5-06 28 35 50.27 Positivo
167 9.1-5-07 28 36 59.67 Negativo
168 9.1-5-08 28 33 42.19 Negativo

XXVINI



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
169 9.1-5-09 28 34 41.95 Negativo
170 9.1-5-10 28 33 34.98 Negativo
171 9.1-5-11 28 33 46.94 Negativo
172 9.1-5-12 28 34 37.89 Negativo
173 9.1-5-13 28 35 41.29 Negativo
174 9.1-5-14 28 32 305 Negativo
175 9.1-5-15 28 34 49.33 Negativo
176 9.1-5-16 28 32 28.99 Negativo
177 9.1-5-17 28 34 38.9 Negativo
178 9.1-5-18 28 35 48.89 Negativo
179 9.1-5-19 28 35 48.24 Negativo
180 9.1-5-20 28 33 37.74 Negativo
181 10-21-01 34 30 4551 Negativo
182 10-21-02 36 30 45.24 Negativo
183 10-21-03 33 30 35.583 Negativo
10 184 10-21-04 34 30 50.64 Negativo
185 10-21-05 33 30 41.41 Negativo
186 10-21-06 33 30 39.26 Negativo
187 10-21-07 37 30 60.76 Negativo

XXIX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
188 10-21-08 37 30 59.71 Negativo
189 10-21-09 37 30 60.84 Positivo
190 10-21-10 37 30 59.83 Negativo
191 10-21-11 35 30 44.99 Negativo
192 10-21-12 37 30 65.13 Negativo
193 10-21-13 35 30 49.95 Negativo
194 10-21-14 36 30 46.48 Negativo
195 10-21-15 32 30 34.18 Negativo
196 10-21-16 38 30 67.43 Negativo
197 10-21-17 33 30 43.27 Negativo
198 10-21-18 34 30 47.5 Negativo
199 10-21-19 34 30 48.91 Negativo
200 10-21-20 39 30 73.48 Negativo
201 11.1-4-01 36 45 54.49 Negativo
202 11.1-4-02 33 45 37.37 Positivo
203 11.1-4-03 34 45 38.56 Positivo
11
204 11.1-4-04 34 45 435 Negativo
205 11.1-4-05 34 45 45.22 Negativo
206 11.1-4-06 34 45 52.1 Negativo

XXX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
207 11.1-4-07 33 45 37.71 Negativo
208 11.1-4-08 36 45 57.61 Negativo
209 11.1-4-09 33 45 34 Negativo
210 11.1-4-10 37 45 55.27 Negativo
211 11.14-11 34 45 4411 Negativo
212 11.1-4-12 39 45 64.43 Negativo
213 11.1-4-13 34 45 36.5 Negativo
214 11.1-4-14 34 45 43.42 Negativo
215 11.1-4-15 33 45 35.7 Negativo
216 11.1-4-16 35 45 447 Negativo
217 11.1-4-17 34 45 354 Negativo
218 11.1-4-18 33 45 38.38 Negativo
219 11.1-4-19 36 45 59.37 Negativo
220 11.1-4-20 41 45 75.12 Negativo
221 12-16-01 38 50 67.7 Negativo
222 12-16-02 34 50 77.4 Negativo
12 223 12-16-03 36 50 69.65 Negativo
224 12-16-04 41 50 78.05 Negativo
225 12-16-05 37 50 65.64 Negativo

XXXI



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
226 12-16-06 41 50 65.92 Positivo
227 12-16-07 37 50 67.7 Negativo
228 12-16-08 37 50 61.54 Negativo
229 12-16-09 39 50 61.63 Negativo
230 12-16-10 37 50 63.85 Negativo
231 12-16-11 36 50 62.46 Negativo
232 12-16-12 35 50 47.49 Negativo
233 12-16-13 36 50 58.29 Negativo
234 12-16-14 34 50 68.44 Negativo
235 12-16-15 38 50 64.43 Negativo
236 12-16-16 40 50 67.65 Negativo
237 12-16-17 35 50 51.34 Negativo
238 12-16-18 34 50 44.67 Negativo
239 12-16-19 35 50 49.12 Negativo
240 12-16-20 44 50 67.04 Negativo
241 13-30-01 37 29 68.13 Positivo
242 13-30-02 36 29 57.19 Negativo
13
243 13-30-03 38 29 67.12 Negativo
244 13-30-04 41 29 56.52 Positivo

XXX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
245 13-30-05 36 29 65.08 Negativo
246 13-30-06 41 29 58.39 Negativo
247 13-30-07 41 29 67.79 Positivo
248 13-30-08 36 29 67.23 Negativo
249 13-30-09 40 29 74.7 Negativo
250 13-30-10 41 29 69.52 Positivo
251 13-30-11 37 29 62.23 Negativo
252 13-30-12 40 29 70.63 Negativo
253 13-30-13 39 29 66.26 Negativo
254 13-30-14 36 29 67.12 Negativo
255 13-30-15 34 29 44.21 Negativo
256 13-30-16 35 29 48.09 Negativo
257 13-30-17 35 29 48.66 Positivo
258 13-30-18 35 29 50.7 Negativo
259 13-30-19 36 29 50.8 Negativo
260 13-30-20 37 29 45.65 Negativo
261 14.1-11-01 33 20 33.83 Negativo
14 262 14.1-11-02 36 20 52.39 Positivo
263 14.1-11-03 36 20 46.91 Negativo

XXX



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
264 14.1-11-04 35 20 4411 Negativo
265 14.1-11-05 35 20 48.85 Negativo
266 14.1-11-06 36 20 49.01 Negativo
267 14.1-11-07 36 20 48.35 Negativo
268 14.1-11-08 38 20 68.57 Negativo
269 14.1-11-09 38 20 60.9 Positivo
270 14.1-11-10 37 20 64.71 Positivo
271 14.1-11-11 37 20 57.75 Positivo
272 14.1-11-12 35 20 46.75 Negativo
273 14.1-11-13 41 20 71.73 Positivo
274 14.1-11-14 35 20 45.48 Positivo
275 14.1-11-15 39 20 64.92 Negativo
276 14.1-11-16 36 20 56.3 Positivo
277 14.1-11-17 36 20 55.66 Negativo
278 14.1-11-18 35 20 47.89 Negativo
279 14.1-11-19 37 20 64.51 Positivo
280 14.1-11-20 36 20 62.88 Positivo
281 15.1-01-01 40 20 60.84 Positivo
15
282 15.1-01-02 40 20 73.46 Positivo

XXXIV



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
283 15.1-01-03 40 20 69.37 Positivo
284 15.1-01-04 31 20 68.89 Positivo
285 15.1-01-05 31 20 68.86 Positivo
286 15.1-01-06 41 20 76.33 Positivo
287 15.1-01-07 39 20 72.55 Positivo
288 15.1-01-08 39 20 67.12 Positivo
289 15.1-01-09 40 20 77.21 Positivo
290 15.1-01-10 40 20 74.8 Positivo
291 15.1-01-11 37 20 60.39 Negativo
292 15.1-01-12 39 20 66.63 Positivo
293 15.1-01-13 38 20 69.3 Positivo
294 15.1-01-14 36 20 58.71 Positivo
295 15.1-01-15 37 20 63.19 Positivo
296 15.1-01-16 37 20 59.88 Negativo
297 15.1-01-17 36 20 57.47 Negativo
298 15.1-01-18 35 20 48.07 Negativo
299 15.1-01-19 41 20 63.44 Negativo
300 15.1-01-20 35 20 51.91 Negativo
16 301 16-13-01 36 40 50.02 Negativo

XXXV



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
302 16-13-02 36 40 56.34 Positivo
303 16-13-03 38 40 61.36 Negativo
304 16-13-04 36 40 52.2 Negativo
305 16-13-05 34 40 4231 Positivo
306 16-13-06 40 40 69.1 Positivo
307 16-13-07 40 40 67.91 Positivo
308 16-13-08 36 40 55.53 Negativo
300 16-13-09 39 40 67.88 Positivo
310 16-13-10 40 40 70.1 Positivo
311 16-13-11 37 40 61.27 Positivo
312 16-13-12 37 40 61.93 Positivo
313 16-13-13 38 40 63.07 Positivo
314 16-13-14 34 40 46.8 Negativo
315 16-13-15 34 40 44.27 Positivo
316 16-13-16 39 40 69.93 Positivo
317 16-13-17 37 40 64.3 Positivo
318 16-13-18 40 40 73.52 Positivo
319 16-13-19 37 40 60.59 Negativo
320 16-13-20 37 40 62.94 Negativo

XXXVI



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
321 17-27-01 40 40 77.94 Positivo
322 17-27-02 40 40 75.04 Positivo
323 17-27-03 40 40 72.81 Negativo
324 17-27-04 39 40 69.91 Positivo
325 17-27-05 40 40 71.81 Positivo
326 17-27-06 40 40 72.11 Positivo
327 17-27-07 39 40 73.63 Positivo
328 17-27-08 39 40 66.29 Positivo
329 17-27-09 38 40 62.85 Positivo
17 330 17-27-10 34 40 52.93 Negativo
331 17-27-11 34 40 56.18 Positivo
332 17-27-12 36 40 64.54 Positivo
333 17-27-13 33 40 46.11 Positivo
334 17-27-14 35 40 58.63 Positivo
335 17-27-15 34 40 54.85 Positivo
336 17-27-16 34 40 53.42 Positivo
337 17-27-17 36 40 65.23 Positivo
338 17-27-18 34 40 46.25 Negativo
339 17-27-19 39 40 70.49 Positivo

XXXVII



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
340 17-27-20 39 40 73.87 Positivo
341 18.1-10-01 34 50 57.45 Positivo
342 18.1-10-02 41 50 69.97 Positivo
343 18.1-10-03 35 50 58.92 Positivo
344 18.1-10-04 41 50 77.02 Negativo
345 18.1-10-05 36 50 68.15 Negativo
346 18.1-10-06 36 50 66.66 Positivo
347 18.1-10-07 36 50 62 Negativo
348 18.1-10-08 36 50 64.51 Negativo
349 18.1-10-09 35 50 57.38 Negativo
18
350 18.1-10-10 40 50 7291 Negativo
351 18.1-10-11 38 50 70.92 Positivo
352 18.1-10-12 40 50 70.52 Positivo
353 18.1-10-13 38 50 73.08 Positivo
354 18.1-10-14 37 50 57.67 Positivo
355 18.1-10-15 36 50 59.69 Negativo
356 18.1-10-16 41 50 63.87 Positivo
357 18.1-10-17 38 50 54.73 Positivo
358 18.1-10-18 36 50 60.45 Negativo

XXXV



RENACUAJOS

LABORATORIO

MUESTREG | MUESTRA | CODIGO ABNDANCIA ESTADIO LT RESULTADO
359 18.1-10-19 36 50 61.56 Positivo
360 18.1-10-20 36 50 55.56 Positivo
361 19-24-01 36 36.3 64.98 Negativo
362 19-24-02 35 36.3 52.84 Positivo
363 19-24-03 36 36.3 59.88 Positivo
364 19-24-04 36 36.3 64.95 Positivo
365 19-24-05 37 36.3 65.85 Positivo
366 19-24-06 36 36.3 58.37 Negativo
367 19-24-07 38 36.3 66.02 Positivo
368 19-24-08 36 36.3 58.61 Positivo
19 369 19-24-09 36 36.3 56.99 Positivo
370 19-24-10 36 36.3 59.4 Positivo
371 19-24-11 36 36.3 54.07 Positivo
372 19-24-12 39 36.3 79.7 Positivo
373 19-24-13 37 36.3 64.92 Positivo
374 19-24-14 37 36.3 67.46 Positivo
375 19-24-15 35 36.3 51.56 Positivo
376 19-24-16 34 36.3 52.34 Negativo
377 19-24-17 35 36.3 49.79 Negativo

XXXIX



RENACUAJOS

LABORATORIO

# ABUNDANCIA
MUESTREO MUESTRA CODIGO RELATIVA ESTADIO LT RESULTADO
378 19-24-18 38 36.3 66.26 Positivo
379 19-24-19 38 36.3 60.1 Positivo
380 19-24-20 35 36.3 45.54 Negativo

XL



Anexo H. INFORMES DE CALIDAD DE AGUA.

H.1. Informe muestreo 1 (8-Ago-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR e

Frra
FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA ~

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-01-01-A-2
Fecha: 2010-01-13
Referencia: OT: 10-01-01-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacién de la muestra: AGUA 10-21-02 (21-12-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 04-01-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-01-01-A-2
Fecha de realizacion de ensayos: 06-01-2010
DETERMINACION  UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/l APHA 4500 NO; B 0,3
Nitritos ma/l APHA 4500 NO, B 0,023
Fosfatos mg/| APHA 4500 PO4 0,28
pH*T APHA 4500 H B 5,86

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL

Revisado Por: " \gn : Zf N
f}\\ : ) 74 ] )
E é-ﬁm.’i A A(v{)mz[@ C : ~ & “
. Ing. César Alvarado Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
e RESPONSABLE TECNICO DIRECTOR DEL DPEC

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 G . -
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR
MC2201-A01-4 Hoja 2de 4

XL



H.2. Informe muestreo 2 (24-Ago-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA |

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA \
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

if‘ﬁ;ﬁ;;;;,c‘

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-01-01-A-4
Fecha: 2010-01-13
Referencia: OT: 10-01-01-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacién de la muestra: AGUA 11-04-02 (04-01-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 04-01-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-01-01-A-4
Fecha de realizacion de ensayos: 06-01-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/! APHA 4500 NO; B 0,2
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,128
Fosfatos mg/I APHA 4500 PO4 0,43
pH*® APHA 4500 H B 6,80

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL

Revisado Por: )

@6&)@,&.4@@@}(& (j ‘

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010

~~-Ing. César Alvarado—
RESPONSABLE TECNICO

==
Ing. Andrés Pe'ta Rosa.,MSc
DIRECTQR DEL DPEC

Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccion: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec

MC2201-A01-4

QUITO - ECUADOR
Hoja 4 de 4
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H.3. Informe muestreo 3 (7-Sep-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS, FiSICAY MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS
Informe No: 09-09-08-A-1
Fecha: 2009-09-16
Referencia: OT: 09-09-08-A
Atencion: Srta. Andrea Manzano
Empresa: PARTICULAR
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: Agua de pozo (10-09-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 10-09-2009
Codigo de la muestra: OE-09-09-08-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 10-09-2009
DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; -B 0,23
Nitritos mg/I APHA 4500 NO, -B 0,049
Fosfato P-P04 mg/| APHA 4500 -PC 0,26
pH*® SM 4500-H* B 6,07

Realizado Por: cegl

Revisado Por:—

D
@esozo 4 Macado &/

Ing. César Alvarado
esponsable Técnico

Aprobado Por:

INFORMACION: LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCU

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR
MC2201-A01-3 Hoja 1de 1

XL



H.4. Informe muestreo 4 (21-Sep-09).

UNIVERSIDAD

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS, FiSICAY MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA )
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

CENTRAL DEL ECUADOR

Informe No: 09-09-23-A-1
Fecha: 2009-09-29
Referencia: OT: 09-09-23-A
Atencidn: Srta. Andrea Manzano
Empresa: PARTICULAR
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: Agua de pozo (22-09-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 23-09-2009
Cddigo de la muestra: OE-09-09-23-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 24-09-2009
DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; -B <0,2
Nitritos mg/I APHA 4500 NO, -B 0,16
Fosfato P-P04 mg/l APHA 4500 -PC 0,21
pH*@ SM 4500-H" B 6,58

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0.07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: cegl ( Revisado Por:

e . Mpeode ¢

Aprobado Por:

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010

Ing. César Alvarado -~
Responsa Senico

Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
INFORMACION: LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL-CLIENTE HA EN
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCI

OCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec

MC2201-A01-3

QUITO - ECUADOR
Hoja1de 1

XLIV



H.5. Informe muestreo 5 (5-Oct-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

Informe No: 09-10-10-A-1
Fecha: 2009-10-14
Referencia: OT: 09-10-10-A
Atencion: Srta. Andrea Manzano
Empresa: PARTICULAR
Direccidn: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: Agua de Pozo (05-10-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 21-09-2009
Cadigo de la muestra: OE-09-10-10-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 12/10/2009
Observaciones: Muestra en envase plastico con tapa rosca azul.
DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; -B 0,1
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, -B 0,003
Fosfato P-P04 ma/| APHA 4500 -PC 0,33
pH*® PNE/DPEC/A/SM 4500-H* B 6,29

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

/< Revisado Por:
@Q@A Kooiado ©.

Ing. César Alvarado
Responsable Té

Realizado Por: cegl Aprobado Por:

ENSAY
No OAE LE 2C 06-010 B .
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acri

INFORMACI('JN LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO-X GA
R DQCUMENTOS FOTOCOPIADOS. ____
ax: 96/6 E-mall. dpeca@nng.uce.edu.ec

0 0 3
QUITO ECUADOR
MC2201-A01-3 Hoja 1 de 1

XLV



H.6. Informe muestreo 6 (19-Oct-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETR@LEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS
AGUAS

Informe No: 09-10-25-A-1
Fecha: 2009-11-06
Referencia: OT: 09-10-25-A
Atencion: Srta. Andrea Manzano
Empresa: PARTICULAR
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: Agua de pozo (19-10-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 21-10-2009
Coédigo de la muestra: OE-09-10-25-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 21-10-2009/22-10-2009
DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; -B 0,1
Nitritos mg/! APHA 4500 NO, -B 0,005
Fosfato P-P04 mg/| APHA 4500 -PC 0,12
pH® SM 4500-H* B 5,65

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0.07unidades de pH (K=2)

Aprobado Por:

A Moowado @ &

ENSAYOS T—
No OAE LE 2C 06-010 R o
Los ensayos marcados con (*) estdn incluidos en el alcance de la acreditacién del OAE.

INFORMACION: LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccion: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR

XLVI



H.7. Informe muestreo 7 (3-Nov-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR " WOEMERIA QUi

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 09-11-25-A-1
Fecha: 2009-11-25

Referencia: OT: 09-11-25-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA POZA N° 1 (7.1-3-AG 1) (3-11-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 25-11-2009
Codigo de la muestra: OE-09-11-25-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 25-11-2009/26-11-2009
Observaciones: Ninguna

DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO

Nitratos mg/! APHA 4500 NO; B 0,1

Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,009

Fosfatos mg/! APHA 4500 PO4 0,39

H* @ APHA 4500 H B 5,62

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado

Ing. Andrés De\(a Rosa.,MSc—
DIRECTOR DEL DPEC

INFORMACION: LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL CLIENTE HA ENTREGADO AL DPEC.
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2004794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR

XLVII



H.8. Informe muestreo 8 (21-Nov-09).

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FISICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA )
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

M,..mu.,,,.,c;

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 09-11-25-A-3
Fecha: 2009-11-25

Referencia: OT: 09-11-25-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA POZA No 1 (8.1-21-AG 1) (21-11-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 25-11-2009
Cédigo de la muestra: OE-09-11-25-A-3
Fecha de realizacion de ensayos: 25-11-2009/26-11-2009
Observaciones: Ninguna

DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO

Nitratos mg/! APHA 4500 NO; B <0,1

Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,002

Fosfatos mg/I APHA 4500 PO4 0,64

pH*@ APHA 4500 H B 5,65

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: cegl . \
Revisado Por:

/>

Ing. Andrés Dé La Rosa.,MSc
DIRECTOR DEL DPEC

INFORMACION: LOS RESULTADOS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL CLIENTE HA ENTREGADO AL DPEC.
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec

OUTTO - ECUADOR

XLVIN



H.9. Informe muestreo 9 (5-Dic-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

[ ‘;@lm nt;:m;:'

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS _
Informe No: 09-12-04-A-1
Fecha: 2009-12-23
Referencia: OT: 09-12-04-A
Empresa: PARTICULAR
Atencién: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacién de la muestra: AGUA POZA N°1 9.1-5-01 (05-12-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 10-12-2009
Cédigo de la muestra: OE-09-12-04-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 10-12-2009/11-12-2009
Observaciones: Ninguna
DETERMINACION |UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; B 0,1
Nitritos mg/I APHA 4500 NO, B 0,014
Fosfatos mg/I APHA 4500 PO4 1,07
pH*® APHA 4500 H B 6,63

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: cegl

A‘proibaﬂﬁ?t!r:\ )

Revisado Por:

Ing. César

Ing. Andrés|\De La Rosa.,MSc
A"”’:‘;‘i"/ DIRECTOR DEL DPEC
Responsable/Te 0

. o
INFORMACION: LOS RESULTADOQS DE ESTE INFORME SE APLICAN SOLO A LAS MUESTRAS QUE EL CLIENTE HA ENTREGADO AL DPEC.
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR

XLIX



H.10. Informe muestreo 10 (21-Dic-09).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR e aum:

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-01-01-A-1
Fecha: 2010-01-13
Referencia: OT: 10-01-01-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Anélisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacién de la muestra: AGUA 10-21-01 (21-12-2009)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 04-01-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-01-01-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 06-01-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/Il APHA 4500 NO; B 0,1
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,009
Fosfatos mg/| APHA 4500 PO4 0,25
pH*® APHA 4500 H B 5,82

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL

Revisado Por:

f\J \
Q(’SMA‘ Wocado C.

Ing. César Alvarado Ing. Andrés De\La Rosa.,MSc
RESPONSABLE TECNICO DIRECTOR DEL DPEC

rorba’dE)_P—o‘r?"
£ )

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 R »
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccion: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR



H.11. Informe muestreo 11 (4-Ene-10).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADQR ;,;...m;u.,.;c‘

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FISICAS Y MATEMATICA | &
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA )

DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-01-01-A-3
Fecha: 2010-01-13
Referencia: OT: 10-01-01-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 11-04-01 (04-01-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 04-01-2010
Cddigo de la muestra: OE-10-01-01-A-3
Fecha de realizacién de ensayos: 06-01-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; B 0,2
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,001
Fosfatos mg/I APHA 4500 PO4 0,41
pH*® APHA 4500 H B 5,64

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL Revisado Por: &
- e

@a_d?bbr:
ape)

/_\. "'-,\ 2 y
Cax 4 Mioisdo ©: o
Ing. César Alvarado Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
RESPONSABLE TECNICO DIRECTOR DEL DPEC
ENSAYOS \\\w

No OAE LE 2C 06-010 — P
Losnensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.
ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR

LI



H.12. Informe muestreo 12 (16-Ene-10).

INFORME DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

e

AGUAS
Informe No: 10-01-10-A-1
Fecha: 2010-02-03
Referencia: OT: 10-01-10-A
Empresa: PARTICULAR
Atencién: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 12.1-16-01 (16-01-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 18-01-2010
Cddigo de la muestra: OE-10-01-10-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 20-01-2010
DETERMINACION UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; B <0,1
Nitritos mg/! APHA 4500 NO; B 0,001
Fosfatos mg/! APHA 4500 PO4 0,53
pH*® APHA 4500 H B 6,38

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

‘ealizado Por: CEGL //

Revisado Por:

Ing. César Alvarado

= 2 “~.RESPONSABLE TE 0
ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010

0s ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacién del OAE.
\DVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
DIRECTOR DEL DPEC

direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec

QUITO - ECUADOR

LIl



H.13.

Informe muestreo 13 (30-Ene-10).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

WOEMIERIA num,,q'\

AGUAS
Informe No: 10-02-02-A-1
Fecha: 2010-02-22
Referencia: OT: 10-02-02-A
Empresa: PARTICULAR
Atencioén: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 13-30-01 (30-01-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 01-02-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-02-02-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 01-02-2010/08-02-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/l APHA 4500 NO; B 0,9
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B < 0,002
Fosfatos mg/1 APHA 4500 PO4 0,57
pH* APHA 4500 H B 6,50

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= £0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL Revisado Por:

(. Aprobado Por:

s Nz 8, 7]
@ C&” A ALL)!UO(/-.)C SNTR Ji ]
Ing. César Alvarado Ing. Andrés De La Rosa.,MSc

RESPONSABLE TECNICO DIRECTOR DEL DPEC
_____//

ENSAYOS
No OAE LE 2C 06-010
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacién del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2004794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
OUITO - ECUADOR

LHl



H.14. Informe muestreo 14 (11-Feb-10).

INFORME DE RESULTADOS

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA \
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION N

QUi

AGUAS
Informe No: 10-02-19-A-1
Fecha: 2010-02-22
Referencia: OT: 10-02-19-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Anadlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA RESIDUAL 08-02-2010
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 08-02-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-02-19-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 08-02-2010/12-02-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; B <01
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,004
Fosfatos mg/| APHA 4500 PO4 0,63
pH*® APHA 4500 H B 6,6

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

2ealizado Por: CEGL Misado Por:
C“
"
‘& funadb
&l A 'téﬂrbfﬁf d

Ing. César Alvarado
_RESPONSABLE TECNICO

<A .
/~Aprobade Por:
[ p'/bal ) \

= )

Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
DIRECTOR DEL DPEC
ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 . X -
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién; Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
OLTTO - FCLADOR

LIV



H.15. Informe muestreo 15 (1-Mar-10).

FACULTAD DE INGENIERIA, CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICA

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR " GEMERA QU

AGUAS
Informe No: 10-03-01-A-1
Fecha: 2010-03-12
Referencia: OT: 10-03-01-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Anadlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 15-01-01 (01-03-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 01-03-2010
Codigo de la muestra: OE-10-03-01-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 02-03-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; B <01
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B < 0,001
Fosfatos mg/I APHA 4500 PO4 0,41
pH*® APHA 4500 H B 6,34

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL - -*”"ri_#iRevisadO Por:

€ 3]

~~_Ing. César Alvar Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
RESPONSABLE TECNICO DIRECTOR DEL DPEC

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 o o
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccion: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR

LV



H.16. Informe muestreo 16 (13-Mar-10).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

( ";ag,;uénu qt;,;,c:

AGUAS
Informe No: 10-03-23-A-1
Fecha: 2010-04-09
Referencia: OT: 10-03-23-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 16-03-01 (13-03-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 15-03-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-03-23-A-1
Fecha de realizacién de ensayos: 16-03-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/| APHA 4500 NO; B 0,3
Nitritos ma/I APHA 4500 NO, B 0,040
Fosfato P-P04 mg/I APHA 4500-PC 0,89
pH*® PNE/DPEC/A/SM 4500-H* B 5,89

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= £0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL Revisado Pors —__

@*BW’A-A@NAJD C. ‘

ENSAYOS
No OAE LE 2C 06-010 = o e
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de |a acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

ng. César Alvarado -~ SR Ing. Aridrés De La Rosa.,MSc
RESP! ECNICO DIRECTOR DEL DPEC

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec

QUITO - ECUADOR
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H.17. Informe muestreo 17 (27-Mar-10).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-03-48-A-1
Fecha: 2010-04-20
Referencia: OT: 10-03-48-A
Empresa: PARTICULAR
Atencién: Srta. Andrea Manzano.
Direccidn: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Andlisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA CODIGO 17-27-01 (27-03-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 30-03-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-03-48-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 30-03-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
pH*® PNE/DPEC/A/SM 4500-H" B 6,50
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; B <01
Nitritos mg/| APHA 4500 NO, B 0,004
Fosfato P-P04 mg/I APHA 4500-PC 0,26

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
DIRECTOR DEL DPEC

(Lo Msds ©

Ing. César Alvarado
ONSABLE TECNICO

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 L .
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR
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H.18. Informe muestreo 18 (10-Abr-10).

FACULTAD DE INGENIERIA QUiMICA

DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR Fr—

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-04-14-A-1
Fecha: 2010-04-20
Referencia: OT: 10-04-14-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccion: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Anélisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA CODIGO 18-10-01 (10-04-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 13-04-2010
Cédigo de la muestra: 0QE-10-04-14-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 14-04-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO;” B 0,9
Nitritos mg/! APHA 4500 NO,” B 0,045
Fosfato P-P04 mg/! APHA 4500-PC 0,31
pH*™ PNE/DPEC/A/SM 4500-H B 5,39

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL Revisado Por:

J U

Ing. Andrés De La Rosa.,MSc
DIRECTOR DEL DPEC

ENSAYOS

No OAE LE 2C 06-010 L o,
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccién: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR
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H.19. Informe muestreo 19 (24-Abr-10).

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

———

INFORME DE RESULTADOS

AGUAS
Informe No: 10-04-46-A-1
Fecha: 2010-05-04
Referencia: OT: 10-04-46-A
Empresa: PARTICULAR
Atencion: Srta. Andrea Manzano.
Direccién: Nabyek Valdivieso y Occidental
Tipo de ensayos: Analisis fisicoquimicos
Tipo de muestra: Agua
Identificacion de la muestra: AGUA 19-23-01 (29-04-2010)
Muestreo realizado por: Cliente
Fecha de ingreso de muestra: 29-04-2010
Cédigo de la muestra: OE-10-04-46-A-1
Fecha de realizacion de ensayos: 29-04-2010
DETERMINACION | UNIDADES NORMA RESULTADO
Nitratos mg/I APHA 4500 NO; B 0,2
Nitritos mg/l APHA 4500 NO, B 0,001
Fosfato P-P04 mg/I APHA 4500-PC 0,19
pH*® PNE/DPEC/A/SM 4500-H* B 6,04

Observaciones: (1) Incertidumbre asociada a la medida de pH, U= +0,07unidades de pH (K=2)

Realizado Por: CEGL

Ing. Andrés De La Rosa. MSc
DIRECTOR DEL DPEC

ENSAYOS
No OAE LE 2C 06-010 o . ——
Los ensayos marcados con (*) estan incluidos en el alcance de la acreditacion del OAE.

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL. EL DPEC NO SE RESPONSABILIZA POR DOCUMENTOS FOTOCOPIADOS.

Direccidn: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gato Sobral Teléfono: 2904794 / 2544631 ext. 104 Fax: 2529676 E-mail: dpec@fing.uce.edu.ec
QUITO - ECUADOR
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