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Resumen

Se detecto la presencia del parasito Cryptosporidium sp. en las heces de caracoles terrestres
del Lissachatina fulica utilizando técnicas de tincion, en las provincias Guayas y Los Rios, en la
costa de Ecuador. El nimero de muestras fue establecido de manera aleatoria, realizandose la
recoleccion en dias alternados durante la estacion lluviosa. Se colectaron 411 ejemplares vivos en
recipientes con el fin de obtener su material fecal. Posteriormente, la deteccion e identificacion
del parasito se realizo a través de un analisis coproldgico parasitario y las muestras fueron tefidas
con las técnicas Ziehl Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno y Giemsa.

De la totalidad de caracoles gigantes africanos terrestres recolectados en las provincias Guayas y
Los Rios, el 48,2% de las muestras resultaron positivas para Cryptosporidium sp. con la técnica de
Ziehl Neelsen modificada, el 17.8% con Giemsa y el 14.1% con Safranina-Azul de metileno.

Con respecto a la evaluacion de las técnicas de tincion, los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el método de ANOVA. Entre los resultados obtenidos, existe una
diferencia significativa (p<0,05) entre la técnica de Ziehl Neelsen modificada en relacion con
las otras dos empleadas, demostrando un mejor desempefio en la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium sp., mientras que no se encontraron diferencias significativas entre las técnicas
de Giemsa y Safranina-Azul de metileno.

Palabras clave: Caracol terrestre, Cryptosporidium, Lissachatina fulica, técnicas de tincion.

Summary

The presence of the parasite Cryptosporidium sp. was detected in snail feces of Lissachatina fulica
through staining techniques, in the provinces Guayas and Los Rios, in coastal Ecuador. The number
of samples was determined by a random collection method conducted on alternate days during
the rainy season. About 411 live specimens were placed in containers to obtain the fecal material.
Subsequently, the detection and identification were performed through a parasitic stool analysis;
Ziehl Neelsen modified Safranin-methylene blue and Giemsa techniques were applied.

Of all Giant African land snails collected in the provinces Guayas and Los Rios, 48.2% of samples
tested positive for Cryptosporidium sp. using the modified Ziehl Neelsen, 17.8% for Giemsa and
14.1% for Safranin-methylene blue techniques.

With regards to the evaluation of staining techniques the results were statistically analyzed
using ANOVA, there is a significant difference (p<0.05) between Ziehl Neelsen modified technique
in comparison to the remaining ones, showing a better detect performance for oocysts of
Cryptosporidium sp. However, significant differences between Giemsa and Safranin-methylene
blue techniques were not found.

Key words: Cryptosporidium, Lissachatina fulica, staining techniques, terrestrial gastropod.
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Introduccion

La presencia del caracol gigante africano (Lissachatina
fulica) ha sido detectada en varias provincias de la
costa ecuatoriana, reportandose por primera vez
desde Esmeraldas, en el ahfo 2005. Esta especie
introducida para fines comerciales ha provocado
diversos impactos negativos en los sectores agricola,
ecologico y en la salud publica (Correoso, 2006).

Al momento de su aparicion el tema no generd
mayor interés para las autoridades pertinentes; sin
embargo, debido a su tipo alimentacion polifaga
y a sus desplazamientos masivos hacia las zonas
rurales y urbanas como en jardines y parques,
este caracol terrestre se ha convertido en una
plaga competitiva para nuestros ecosistemas,
principalmente durante la época lluviosa. Guayas
y Los Rios son las provincias de mayor interés
por el impacto ocasionado en la salud humana,
debido a que Lissachatina fulica es el hospedador
de diferentes grupos zooldgicos patdgenos, entre
ellos, el nematodo Angiostrongylus cantonensis,
causante de la meningoencefalitis eosinofilica,
una enfermedad previamente registrada en las
mencionadas provincias y cantones. Esta es
producida por la ingestion de caracoles crudos, su
aparicion fue reportada en Guayaquil en el 2008 y
estudiada por el Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Pablica (INSPI) (Martini et al., 2009).

Lissachatina fulica esta vinculada con la cadena
epidemioldgica de transmision de la Criptosporidiosis
(diarreas acuosas) (Schiffler et al., 2008); esta
se produce por el contacto directo en ambientes
contaminados con la presencia de Cryptosporidium
sp. Este protozoario es un agente patoégeno que se
desarrolla y multiplica en las células epiteliales de los
sistemas digestivos y respiratorios de los vertebrados
y en oOrganos anexos de invertebrados (Arias et al.,
2008; Cabrera et al., 2010).

El proposito de este trabajo es determinar la presencia
del protozoario Cryptosporidium sp. en los caracoles
terrestres de Lissachatina fulica en las provincias del
Guayas y Los Rios, utilizando las técnicas de tincion
Ziehl Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno
y Giemsa.

Materiales y métodos

Para la obtencion y estimacion del tamafio de muestra
se realizd un muestreo aleatorio por el lapso de 30
minutos, durante la época lluviosa entre los afos
2012 y 2013. Cada localidad elegida como punto de
muestreo fue seleccionado mediante un recorrido por
la zona, verificando la presencia de L. fulica.

Los caracoles fueron recolectados de forma manual,
transportados al laboratorio de Parasitologia del
INSPI y distribuidos en recipientes plasticos ad hoc
procurando que tengan sus respectivas aberturas de
aireacion. Posteriormente se colecto el material fecal

C . -

Figura 1. Ooquistes de Cryptosporidium sp. tefiidos con
diferentes técnicas: a) Ziehl Neelsen modificada, b) Safranina-
Azul de metileno y c) Giemsa.

empleando el protocolo establecido en el laboratorio
para la deteccion de agentes patogenos.

El material fecal se colocod en los tubos de ensayo,
diluyéndose a una concentracion de 1:1 con solucion
salina al 8.5% se homogenizo y centrifugd a 2500 rpm
hasta obtener el precipitado final libre de impurezas.
Posteriormente se realizo un frotis de este precipitado
sobre las placas portaobjetos desengrasados para
finalmente aplicar las técnicas de coloracion Ziehl
Neelsen modificada, Safranina-Azul de metileno
y Giemsa para la deteccion de los ooquistes de
Cryptosporidium sp. Al momento de determinar
su presencia, estos fueron medidos empleando el
micrometro ocular.
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Tabla 1. Coordenadas geograficas de las localidades muestreadas para la recoleccion del caracol Lissachatina fulica de

la provincia del Guayas y Los Rios, en la costa de Ecuador.

PROVINCIA DEL GUAYAS

PROVINCIA DE LOS RiOS

Cantoén Localidad Coordenadas Canton Localidad Coordenadas
Mucho Lote 2°09°03”  79°92’34” Barrio Lindo 1°48°24”  79°32°21”
GUAYAQUIL BABAHOYO
Miraflores 2°09’51”  79°55’°02” Pueblo Nuevo 1°32°38”  79°31°46”
El Recreo 2°10°53”  79°48’54” Zapotal 1°21°34”  79°24°56”
DURAN VENTANAS
Primavera 3 2°11°16”  79°51°21” Las Palmeras 1°26’22”  79°27°30”
Chobo 2°15’00”  79°63’53” Km 1 Via A Valencia 1°01°11”  79°27°18”
MILAGRO QUEVEDO
Parque Central 2°07°43”  79°35’37” La Venus 1°2°31”  79°28’30”
Area de Estudio 8
La presente investigacion ha sido llevada a cabo en £ 100%
dos provincias de la costa: Guayas, en los cantones i;—’ 80%
Guayaquil, Duran y Milagro; y Los Rios, en los cantones 8 oo
Babahoyo, Quevedo y Ventanas. En las diferentes 3 w00
localidades visitadas de los mencionados cantones y > "
provincias, tanto urbanas como rurales, era evidente % 20%
la presencia de los caracoles gigantes africanos, g 0%
: i i o Ziehl Neelsen Safranina Giemsa
Lissachatina fulica (tabla 1). s
L. L. Técnicas
Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados a través de una estadistica
descriptiva, creandose una base de datos detallada
en el programa de Excel 2007, donde se elaboraron
graficos representativos de los cantones muestreados
de cada provincia. Se utilizé el analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via, empleando la prueba de
Tukey al 5% para comparar las medias de las técnicas
empleadas, con la ayuda del programa estadistico
QED Statistics 2007.

Resultados

El presente estudio determina la presencia de
Cryptosporidium sp. en las heces de los caracoles
Lissachatina fulica, en los cantones Guayaquil, Duran
y Milagro de la provincia del Guayas y en los cantones
Babahoyo, Quevedo y Ventanas, de la provincia Los

Tabla 2. Aplicacion de tres técnicas en caracoles Lissachatina
fulica para la deteccion de Cryptosporidium sp. en los
cantones Guayaquil, Duran y Milagro de la provincia Guayas
y en los cantones Babahoyo, Quevedo y Ventanas, de la
provincia Los Rios, en la costa de Ecuador.

One-way Analysis of Variance
Source DF SS MS F P

Between 2 1969,44 984.72 13.02 0.00049162
Within 15 1118.17  74.54
Total 17 3087.61 18.27

selected significance level < 0.05

Group N Mean Variance StdD
Ziehl Neelsen 6 33 128 11.31
Safranina 6 9.66 24.66 4.96
Giemsa 6 12.16 70.96 8.42

Figura 2. Porcentaje global de caracoles Lissachatina fulica
infectados por el parasito Cryptosporidium sp. segin tres
técnicas empleadas en dos provincias de Ecuador.

Rios, ambas en la costa de Ecuador. Se obtuvo un alto
porcentaje de positividad, 48.2% con la técnica Ziehl
Neelsen modificada; seguida de la técnica de Giemsa
con un 17.8% y 14.1% con la técnica de Safranina-Azul
de metileno (fig. 1).

Referente al analisis estadistico de las técnicas de
tincion empleadas con ANOVA Yy con la prueba de Tukey
se determiné que hay una diferencia significativa
(p=<0.05) entre las tres técnicas aplicadas para la
identificacion del Cryptosporidium sp. en los caracoles
L. fulica, en los cantones Guayaquil, Duran y Milagro
de la provincia Guayas y en los cantones Babahoyo,
Quevedo y Ventanas, de la provincia Los Rios. La
técnica Ziehl Neelsen modificada es significativamente
diferente a la técnica Giemsa y Safranina-Azul de
metileno; no se encontraron diferencias significativas
entre estas dos Ultimas técnicas (tabla 2).

Conclusiones

Basado en las técnicas de tincion Ziehl Neelsen
modificada, Safranina-Azul de metileno y Giemsa,
se reporta por primera vez la presencia del parasito
Cryptosporidium sp. en las heces del caracol gigante
africano, Lissachatina fulica, en los cantones
Guayaquil, Duran y Milagro de la provincia del Guayas
y en los cantones Babahoyo, Quevedo y Ventanas,
de la provincia Los Rios, en la costa de Ecuador. La
presencia de este coccidio, demuestra que el caracol
gigante africano tiene la capacidad de albergar el
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parasito y de actuar como vehiculo de transmision de
éste y otros microorganismos del medio donde habita,
de alli que puede ser considerado como bioindicador
de contaminacion con interés clinico para el hombre,
tal como lo manifiesta Neira et al. (2010).

De acuerdo con los resultados obtenidos,
existe una diferencia significativa entre los tres
métodos de tincion empleados en la deteccion de
ooquistes, determinandose una mayor deteccion
de Cryptosporidium sp. en Lissachatina fulica con
la técnica Ziehl Neelsen modificado (ZNm), éstos
resultados son comparables al estudio descrito por
Schiffler et al. (2008). Sin embargo, no se descartaria
en su totalidad los restantes dos métodos de tincion
(Safranina-Azul de metileno y Giemsa), los cuales
también demostraron tener cierta capacidad para
detectar la presencia del parasito.

Con relacion a la técnica de tincion de Safranina
no se han encontrado registros publicados para
Cryptosporidium sp. en caracoles, pero ha sido
documentada para ooquistes de Cryptosporidium
baileyi en pollos de engorde, Gallus gallus domesticus
(Cardozo et al., 2008).

En cuanto a la técnica de Giemsa, no se encontro
informacion relacionada con Lissachatina fulica; sin
embargo, esta se ha empleado para la deteccion
de ooquistes de Cryptosporidium sp. en heces
de  animales y humanos (Morales & Herrera,
1986; El-Rahim, et al., 1997). Esta técnica es poco
utilizada debido a la dificultad de observacion de la
estructura interna del parasito debido a que no existe
contratincion (Cardozo et al., 2008).

Cabe mencionar que las tinciones en laboratorios de
microbiologia son las primeras herramientas a utilizar,
entre ellas, Ziehl Neelsen es una tincion diferencial
que ha permitido identificar un mayor porcentaje
debido a la propiedad de ser acido-alcohol resistente
al momento de la observacion en el microscopio
optico, debido a que permite poner de manifiesto
aquellas estructuras del organismo al momento de
proyectar el haz de luz (Negrori, 2009; Lopez et al.,
2014).

En cuanto a los factores ambientales observados,
estos no mostraron tener influencia en el porcentaje
de caracoles parasitados dentro de la investigacion,
debido a que los valores se mantuvieron constantes
en los meses de Enero a Marzo, durante la estacion
lluviosa.

Un elemento poco considerado que puede incrementar
el riesgo de contaminacion en Ecuador se relaciona con
la confusion que existe entre los caracoles terrestres
Lissachatina fulica y Helix aspersa; esta ultima es una
especie muy apreciada en la gastronomia en ciertos
sectores del pais debido a su gran valor nutricional-
Sin embargo, los caracoles de Helix aspersa son
recolectados en estado silvestre o provienen de
criaderos y son consumidos sin una adecuada coccion,
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existiendo la posibilidad de que también se encuentren
infectados, pudiendo el parasito ser transmitido de
esta manera a los consumidores.

Recomendaciones

Se sugiere realizar mayores estudios en la deteccion
de Cryptosporidium sp. empleando métodos
moleculares.

Promover estudios de deteccion de Cryptosporidium
sp. no solo en animales invertebrados sino también en
vertebrados a nivel nacional.

Realizar estudios para la deteccion de Cryptosporidium
sp. en caracoles Helix aspersa.
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Resumen

Durante los afios 2012 y 2013 se analizaron 806 caracoles en la ciudad de Guayaquil. Estas muestras
fueron estudiadas en funcion de su prevalencia para A. cantonensis, en los diferentes 27 sectores
(norte, centro y sur) de la urbe. En el ano 2012 se recolectaron y se diseccionaron 600 caracoles
(Achatina fulica), de los cuales 48, equivalente al 8%, resultaron positivos para Angiostrongylus
cantonensis, en 7 sitios. En el aho 2013 se examinaron 206 caracoles (A. fulica), de los cuales 8,
equivalente al 4%, resultaron positivos para A. cantonensis, en 2 sitios. El aho 2012 se obtuvieron
555 caracoles con mayores resultados en los meses de lluvia (enero a mayo) que en los meses
secos (junio a diciembre), pero en el 2013 se obtuvo una menor cantidad de caracoles con 206
organismos a lo largo del ano (enero a octubre). En marzo de ambos anos, en los sectores norte:
Cdla. Miraflores y Cdla. Kennedy, resultaron positivos para A. cantonensis de manera coincidente.
Este estudio demuestra la relacion dependencia-existencia del parasito A. cantonensis con A.
fulica, cuyas poblaciones a su vez son influenciadas por los meses lluviosos (enero-marzo), en los
sectores cercanos al Estero Salado.

Palabras Claves: Achatina fulica, Angiostrongylus cantonensis, nematodo, prevalencia.

Abstract

Eight hundred and six snails have been analyzed during 2012 and 2013 in the city of Guayaquil. In
terms of their prevalence for A. cantonensis, these studied samples were collected in 27 different
localities (north, center and south) of the city. In 2012, 600 snails (Achatina fulica) from 7 different
areas of Guayaquil were collected and dissected, 48 of which, corresponding to 8%, were positive
for Angiostrongylus cantonensis. In 2013, 206 snails (A. fulica), were examined in 2 different
places of Guayaquil, 8 of which, equivalent to 4%, were positive for A. cantonensis. During 2012,
the results were higher at the rainy season (January to May) than in the dry season (June to
December), but on 2013 fewer snails were obtained throughout the year (January to October).
On March of 2012 and 2013, the northern localities: Cdla. Miraflores and Cdla. Kennedy, were
positive for A. cantonensis coincidentally. This study demonstrated the dependence-existence
relationship between the parasite A. cantonensis and A. fulica, in areas near the Estero Salado
their populations are influenced by the rainy season (January-March).

Keywords: Achatina fulica, Angiostrongylus cantonensis, nematode, prevalence.
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Introduccién al., 2003; Martini, Muzzio y Soldrzano, 2009; Martini,
2011, 2012).

En la costa del Ecuador suelen presentarse

enfermedades tropicales causadas por diversos En Brasil, los moluscos terrestres con infeccion

nematodos, éstas pueden llegar a ser mortales para
la biota animal y humana. Trabajos de investigacion
desde el punto de vista parasitario en el Ecuador,
describen el primer foco de trasmision natural
de Angiostrongylus cantonensis en el caracol
Gigante Africano, Achatina fulica, como huésped
intermediario (Martini, 2011). Achantina fulica, un
molusco que habita en zonas urbanas y rurales, es uno
de los principales transmisores de meningoencefalitis
eosinofilica y angiostrongilosis ocular, debido a su
contacto con alimentos y/o a la ingesta del caracol
crudo (Martini, 2011; Martini et al., 2009).

El Angiostrongylus cantonensis constituye un serio
problema de salud pulblica y esta ampliamente
distribuido en el Ecuador. Cuando este nematodo
infecta a los caracoles, se aloja perfectamente en
la membrana o manto que recubre la cavidad paleal
y la enfermedad es asintomatica. En las personas y
mamiferos superiores, se suele ingerir al caracol o
manipularlo y contagiarse indirectamente.

El Angiostrongylus cantonensis, descrito por primera
vez por H.T. Chen en 1935 como Pulmonema
cantonensis, fue el primer gusano encontrado fuera
de los pulmones de Rattus rattus y Rattus norvegicus
en Canton, China (Chen, 1935; Kliks & Palumbo, 1992).
En 1946, fue transferido al género Angiostrongylus
por Dougherty. En 1937, S. Yokogama publico
Haemostrongylus ratti como una nueva especie,
éste fue un gusano obtenido de una rata en Taiwan,
posteriormente se demostré que éste era un sindénimo
de Angiostrongylus cantonensis. Diez anos después,
Nomura y Lin describieron por primera vez en Taiwan
la infeccion causada por Angiostrongylus cantonensis,
en un menor de 15 afios (Martini, Muzzio y Soldrzano,
2009 y Martini, 2011). Esta infeccion se ha presentado
principalmente en el Sudeste Asiatico y en la cuenca
del Pacifico, Tailandia, Vietnam, Australia, Nueva
Caledonia, Madagascar, Hawai, Tahiti, Japon y Egipto
(Beaver, Jung y Cuup, 1984; Kwon et al., 2013).

En la década de los anos 80, en Cuba se realizaron
diversos estudios que demostraron la amplia
distribucion del parasito A. cantonensis en moluscos
endémicos y roedores en diferentes zonas geograficas
del pais. En la provincia de Camagiiey, mas del 60 %
de los moluscos colectados vivos, pertenecientes a
4 especies, estaban infectados de forma natural con
larvas de Angiostrongylus cantonensis (Molinal et al.,
2008).

Otras identificaciones se hicieron en Puerto Rico
(Andersen et al., 1986), New Orleans, Washington
(Cheng et al., 1965) y Jamaica (2002). La enfermedad
o la evidencia del parasito que la produce fue
reportada en RepUblica Dominicana en 1992, y en Haiti
en el 2003, aunque en este Ultimo pais se sospechaban
de casos desde 1997 (Vargas et al., 1992; Raccurt et
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natural por A. cantonensis se han observado en las
regiones sureste y noreste, donde los casos humanos
de meningoencefalitis eosinofilica también han sido
registrados y el caracol gigante africano, Achatina
fulica, ha sido identificado como el principal vector
del parasito (Caldeira et al., 2007; Lima et al., 2007;
Maldonado et al., 2010; Thiengo et al., 2010; Moreira
et al., 2012).

En Ecuador, el primer reporte del Achatina fulica
se dio a través de la prensa escrita en el aio 2005,
en Atacames, provincia de Esmeraldas (Correoso,
2005). En el 2008, se reportaron diferentes brotes
provenientes de los recintos La Ercilia y Sabanetilla,
en el cantdn Ventanas, en la provincia de Los Rios
y se demostro la presencia del ciclo natural de la
enfermedad en los caracoles Achatina fulica (Martini,
2011). El mayor indice de positividad de A. fulica
como huésped intermediario del Angiostrongylus
cantonensis ha sido reportado en el recinto Los
Laureles, en la provincia de Santo Domingo de Los
Tsachilas (Muzzio, 2011).

La presencia y abundancia excesiva del huésped
intermediario, A. fulica, introducido en el Ecuador, ha
puesto en riesgo la salud de los pobladores y animales,
propensos a infectarse indirectamente con el parasito
A. cantonensis.

A. fulica es una especie que fue introducida
intencionalmente en el Ecuador y que también
actlla como especie depredadora de otros caracoles,
alterando los ecosistemas y biodiversidad nativa.

En este estudio se presenta la biologia, fisiologia,
relacion con el clima y distribucion geografica de A.
cantonensis en la ciudad de Guayaquil. También se
han evaluado los habitats preferenciales, los dafos
fisicos en los barrios residenciales y su devastador
efecto en la vegetacion fructifera.

La presente investigacion es una contribucion para
el desarrollo de programas de prevencion, control
de poblacion, desplazamiento de especies nativas
y control de la meningoencefalitis eosinofilica y
angiostrongilosis ocular.

Hipotesis

Las estaciones climaticas influencian la prevalencia
de la parasitosis por Angiostrongylus cantonensis, en
los sectores urbanos de Guayaquil.

La presencia de Angiostrongylus cantonensis depende
de la existencia del huésped intermediario, el caracol
Gigante Africano, Achatina fulica, en la ciudad de
Guayaquil.

Objetivo General

Registrar la prevalencia de Angiostrongylus
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cantonensis en las diferentes sectores de la ciudad
de Guayaquil.

Objetivos especificos

1. Analizar los diferentes o6rganos en el huésped
intermediario (Achatina fulica) para determinar
la presencia de Angiostrongylus cantonensis.

2. Determinar cualitativamente las larvas de
Angiostrongylus cantonensis en las heces de los
caracoles.

3. Correlacionar la presencia de los moluscos
infectados en varios puntos geograficos de la
urbe.

Materiales y Métodos

La presente investigacion se desarrolldé en el
Laboratorio del Sub-Proceso de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion
(INSPI).

El trabajo de campo consisti6 en recolectar
manualmente ejemplares del caracol gigante africano
(Achatina fulica), con el propoésito de determinar
si estan infectados con el parasito Angiostrongylus
cantonensis. Los caracoles capturados fueron llevados
al laboratorio en respectivos envases plasticos,
para ser codificados y sacrificados para los fines de
este estudio. Los datos fueron llevados en la matriz
principal (Muzzio, 2011).

Area de estudio

La ciudad de Guayaquil, esta localizada en la costa
del Pacifico, en la region litoral del Ecuador, se
encuentra dividida en 74 sectores. Guayaquil es la
ciudad con mayor densidad poblacional en el Ecuador,
posee un estimado de 2°366,902 de habitantes que
ocupan un aproximado de 344.5 km2 de superficie.
El area metropolitana esta compuesta de 316.42 km?,
que representa el 91.9% del area territorial de la
ciudad (suelo). Cuerpos de agua como rios y esteros
comprenden un area de 28.08 km?, equivalente al
8.1% del area de la ciudad (Martini, 2011).

El presente estudio se realizd en 28 sectores
seleccionados: Cdla. Los Esteros, Guasmo Sur, Parque
Centenario, Santa Lucia, cdla. Miraflores, cdla.
El Caracol, Puerto Santa Ana, cdla. Huancavilca,
Mapasingue Este y Oeste, cdla. La Alborada 5ta y 9na
Etapa, cdla. La Kennedy, Coop. Miramar 1, Universidad
Estatal de Guayaquil (ciudadela universitaria),
cdla. Mucho Lote 1, cdla. El Condor, Centro Civico,
Aeropuerto de Guayaquil José Joaquin de Olmedo,
el INSPI (localidad), cdla. Los Ceibos, Teleamazonas,
Laguna de Samboronddn, Parque Forestal, Parque
de la Espol-Prosperina, Urdesa, cdla. Las Garzas y
Hospital Teodoro Maldonado.

Trabajo de laboratorio

Se procedio a la diseccion de los caracoles, mediante
la aplicacion del método de relajacion muscular
(Paraense, 1976). Para obtener las larvas en buen
estado, se realizd la diseccion en un microscopio

estereoscopico binocular, se separaron la membrana
0 manto que envuelve la cavidad paleal (que recubre
los 6rganos internos del caracol), en la que se puede
apreciar nodulos y las larvas encapsuladas se liberaron
por microdiseccion (Figuras 7-11).

Las larvas encapsuladas en esta membrana presentaron
una coloracion café; éstas fueron colocadas en
pequefias cajas Petri de 20 cm de diametro con
solucion salina. Las caracteristicas morfologicas de las
larvas fueron estudiadas con un microscopio de luz,
con el que se aprecio especialmente la distribucion
de los granulos refractiles, las caracteristicas de la
cabeza, la cola y la estructura de la vaina.

Con la finalidad de completar el ciclo y obtener
A. cantonensis adultos, se colocaron las larvas L3
Strongiloidea en diferentes tubos de ensayo, se
centrifugd y se inoculd a las ratas (Rattus spp.) del
laboratorio.

Preservacion de los Helmintos

Los nematodos encontrados en la membrana
pulmonar de los caracoles se fijaron en una solucion
de acido glacial acético al 2%, 3% de formaldehido al
35% y 95% de etanol al 70% (AFA) y se calento a 60°
C. Los especimenes fueron deshidratados y aclarados
en concentraciones crecientes de glicerina para el
analisis bajo microscopio (Dorta et al., 2007).

Técnicas y andlisis de datos
Los resultados fueron tabulados por variables
propuestas con la aplicacion de estadisticas
descriptivas (prevalencia) y dar facilidad al calculo de
los indicadores, con el fin de evitar errores. De esta
manera, se incluyeron todos los organismos en este
estudio. La formula para el calculo de la prevalencia
(P) fue la siguiente (Martinez et al., 2005):

P: Organismos Positivos x 100
Organismos Totales

Ademas, se realizd un analisis de dos formas:
Univarial y bivarial y se utilizd para la tabulacion
de la informacion el programa de Hoja de Calculo
(Microsoft Excel® 2007).

Resultados

En el afo 2012 se recolectaron y diseccionaron 600
caracoles de Achatina fulica, de éstos, 48 presentaron
Angiostrongylus cantonensis en la membrana paleal,
en estadio L3 y uno con L2 (Tabla 1).

Durante la estacion lluviosa (enero a mayo) se
registraron 555 caracoles, ubicados en 15 sitios al
norte (Alborada 5% y 9" Etapa, Mapasingue Oeste y
Este, cdla. Kennedy, cdla. Miraflores, cdla. Urdesa,
Puerto Santa Ana, cdla. Los Ceibos, Teleamazonas,
Mucho Lote 1, cdla. Huancavilca Norte, cdla. Las
Garzas, Aeropuerto de Guayaquil José Joaquin de
Olmedo y Espol-Prosperina), 3 en el centro (Ciudadela
Universitaria, Parque Centenario y el INSPI) y 5 al sur
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de la ciudad (Los Esteros, Guasmo Sur, Santa Lucia,
Parque Forestal y Coop. Miramar No. 1).

En los meses de la estacion seca (junio a diciembre)
se encontraron 45 caracoles, ubicados en 3 sitios al
norte (Centro Civico, cdla. Urdesa y cdla. El Caracol)
y 1 al sur (Hospital Teodoro Maldonado) de la ciudad
de Guayaquil (Tabla 1).

La mayor cantidad de caracoles positivos registrados
fue 23 en el mes de febrero y la menor cantidad fue
1 en los meses de enero y marzo, cada uno (Tabla 1).

En el 2012 se encontré un mayor numero (mayor a 50)
de caracol Gigante Africano (Achatina fulica), en dos
sectores: Cdla Kennedy (61) y cdla. Las Garzas (50).
En mediana cantidad (entre 31-50) en tres sectores:
Cdla. Mucho Lote 1 (32), cdla. Urdesa (38), Parque
Centenario (44) y cdla. Miraflores (47). En menor
cantidad (menores a 31) en veinticinco sectores:
Parque de la Espol (14), INSPI (27), Aeropuerto de
Guayaquil (16), Parque Forestal (26), Puerto Santa Ana
(26), Mapasingue Este (23) y Oeste (8), Guasmo Sur
(11), Canal Teleamazonas (14), Cdla. Huancavilca N.
(3), Laguna Samboronddn (11), Ciudadela Guayaquil
(6), Alborada 97 (24) y 5%Etapa (24), Coop. Miramar
1 (14), cdla. Los Ceibos (16), cdla. Santa Lucia (17),
cdla. Los Esteros (3), Centro Civico (23), cdla. El
Caracol (9) y Hospital Maldonado con 2.

En el 2012 se encontrd la mayor cantidad de caracoles
(Achatina fulica) positivos para Angiostrongylus
cantonensis en cuatro sectores al norte: Cdla. Urdesa
(parque principal y residencias) con 18/32, cdla. Kennedy
1/36, Mapasingue Este con 13/21 y cdla. Miraflores con
4/39. En el centro, Parque Centenario con 10/44. En el
sur, Coop. Miramar No. 1 con 1/14 (Tabla 2).

La mayor cantidad se encontré en la cdla. Urdesa
(norte) con 18 caracoles positivos de 32 para
Angiostrongylus cantonensis, hallados en las cercanias
del Estero Salado (Tabla 2).

Se compar6 las seis diferentes localidades donde
se encontré Achatina fulica, positivas para
Angiostrongylus cantonensis y resulto el sector de
la cdla. Urdesa con la mayor cantidad, seguido de
Mapasingue Este con 13/21y el Parque Centenario con
10/44 (Figura 1).

Urdesa

Mapasingue Este

Cdla. Kennedy

|
0 5 10 15 20

Figura 1 Cantidad de Achatina fulica positivos para A.
cantonensis segun su localidad encontrados. 2012

Tabla 1. Matriz principal de datos de caracoles (Achatina
fulica) positivos para A. cantonensis afo 2012, ciudad de
Guayagquil.

Mes Localidad No. N P
Enero INSPI (patio) 27 27 0
Enero Cdla. Kennedy 36 35 1
Enero Parque de la Espol 14 14 0
Enero Aeropuerto Guayaquil 16 16 0
Enero Parque Forestal 26 26 0
Enero Cdla. Las Garzas 50 50 0
Febrero Parque Centenario 21 17 4
Febrero Puerto Santa Ana 26 26 0
Febrero Mapasingue Este 21 8 13
Febrero Mapasingue Oeste 8 8 0
Febrero Parque Centenario 23 17 6
Febrero Teleamazonas 14 14 0
Febrero Cdla. Huancavilca N. 3 3 0
Marzo Laguna Samborondon 11 11 0
Marzo Miraflores 5 5 0
Marzo Mapasingue Este 2 1 1
Marzo Miraflores 3 3 0
Marzo Guasmo Sur 16 16 0
Abril Cdla. Mucho Lote 1 32 32 0
Abril Universidad Guayaquil 6 6 0
Abril Guasmo Sur 3 3 0
Abril Cdla. Los Ceibos 5 5 0
Mayo Coop. Miramar No. 1 14 13 1
Mayo Alborada 9na Etapa 24 24 0
Mayo Cdla. Urdesa (Parque) 24 8 16
Mayo Cdla. Los Ceibos 11 11 0
Mayo Santa Lucia 17 17 0
Mayo Cdla. Urdesa 3 3 0
Mayo Los Esteros 6 6 0
Mayo Alborada 5ta Etapa 24 24 0
Mayo Kennedy (Parque) 25 25 0
Mayo Miraflores 39 35 4
Junio Centro Civico 23 23 0
Junio Urdesa 8 6 2
Julio Cdla. El Caracol 9 9 0
Nov. Cdla. Urdesa 3 3 0
Nov. Hospital Teodoro M. 2 2 0

Total 600 552 48

En cambio, en el ano 2013 se diseccionaron 206
caracoles (Achatina fulica), de los cuales solo 8
resultaron positivos para Angiostrongylus cantonensis,
encontrados en la membrana paleal, en estadio L2 y
L3 (Tabla 3).
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Durante la estacion lluviosa (enero a mayo) se registro
180 caracoles, ubicados en 5 sitios al norte (Aeropuerto
de Guayaquil, cdla. Kennedy, cdla. Miraflores, Cdla.
Los Ceibos y P. ESPOL) y 1 en el centro (INSPI) de la
ciudad.

En la estacion seca (junio a diciembre) se encontraron
26 caracoles, ubicados (cdla. El Condor) en un sitio al
norte de la urbe (Tabla. 3).

La mayor cantidad de caracoles positivos fue de 5
(cinco) en el mes de abril y de menor cantidad fue de
1 (uno) en el mes de enero (Tabla. 3).

En el 2013, se encontré6 mayor nimero (mayor a 50)
de caracoles Gigantes Africanos (Achatina fulica) en
el sector: Cdla Miraflores (57). En mediana cantidad
(entre 31-50) en un sector: Cdla. Kennedy (36).

Cdla. EI Céndor
Cdla. Ceibos
Miraflores
Aeropuerto Gye.
Parque de la Espol
Cdla. Kennedy
INSPI

0 20 40 60

Figura 2 Localidades con mayor presencia de Caracol Gigante
Africano (Achatina fulica) en Guayaquil, 2013.

En menor cantidad (menor a 31) en cinco sectores:
Cdla. El Condor (26), INSPI (27), aeropuerto de
Guayaquil (14) y parque la Epsol con 16 (Figura 2).

En el 2013 se encontro la mayor cantidad de caracoles
(Achatina fulica) positivos para Angiostrongylus
cantonensis, localizados en dos sectores del norte
de la urbe: Ciudadela Kennedy con 1/36 y la cdla.
Miraflores con 7/57 (Tabla 4).

Se comparo con las dos localidades donde se recolecto
Achatina fulica, positivas para Angiostrongylus
cantonensis y resultd la cdla. Miraflores con mayor
cantidad que cdla. Kennedy (Figura 3).

Se compararon los organismos positivos en los mismos
tiempos (meses y estaciones) de los anos 2012 con los
2013, donde se obtuvo los totales y la prevalencia de
cada ano correspondiente (Tabla 5).

Miraflores

Cdla. Kennedy

0 2 4 6 8

Figura 3 Cantidad de Achatina fulica positivos para A.
cantonensis segun su localidad encontrados 2013.

Tabla 2. Localidades con mayor cantidad de Achatina fulica
positivos para Angiostrongylus cantonensis y totales en el 2012.

Localidades Cantidades

Cdla. Kennedy 1/36

Parque Centenario 10/44
Mapasingue Este 13/21
Coop. Miramar No. 1 1/14

Urdesa (Parque principal) 16/24
Urdesa(residencia) 2/8
Cdla. Miraflores 4/39

Tabla 3. Matriz principal de datos de caracoles (Achatina
fulica) positivos para A. cantonensis y totales en el afo 2013,
ciudad de Guayaquil.

Mes Localidad No. N P
Enero INSPI 27 27 0
Enero Cdla. Kennedy 36 35 1
Enero Parque la Espol 14 14 0
Enero Aeropuerto J. O. 16 16 0
Febrero Miraflores 16 16 0
Febrero Cdla. Ceibos 30 30 0
Marzo Miraflores 34 32 2
Abril Miraflores 7 2 5
Sep. Cdla. El Condor 8 8 0
Octubre Cdla. El Condor 18 18 0

TOTAL 206 198 8

Tabla 4. Localidades con mayor cantidad de Achatina fulica
para Angiostrongylus cantonensis en el 2013.

Localidades Cantidades
Cdla. Kennedy 1/36
Cdla. Miraflores 7/57

Tabla 5. Comparacion entre los meses del afio 2012 con los
del 2013.

2012 2013
Mes Casos Mes Casos
Enero 1 Enero 1
Febrero 23 Febrero 0
Marzo 1 Marzo 2
Abril 0 Abril 5
Mayo 21 Mayo 0
Junio 2 Junio 0
Julio 0 Julio 0
Agosto 0 Agosto 0
Septiembre 0 Septiembre 0
Octubre 0 Octubre 0
Noviembre 0 Noviembre 0
Diciembre 0 Diciembre 0
Total 48 Total 8
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Figura 4. Presencia de Angiostrongylus cantonensis en
caracoles (Achatina fulica) en el afo 2012.
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Figura 5 Presencia de Angiostrongylus cantonensis en
caracoles (Achatina fulica) en el afio 2013.

Casos positivos

[oe}
c O
w

Tiempo: Meses

Figura 6 Presencia de Angiostrongylus cantonensis en
caracoles (Achatina fulica) entre los anos 2012-2013.

En el afio 2012 se registré un total de 48 organismos
positivos y en el ano 2013 registraron solo 8
organismos, de los cuales en el mes de marzo coincidio
con la presencia de A. cantonensis en el organismo
reservorio (Tabla 5).

En el aho 2012 se presenta una prevalencia de 0,08
0 8% y en el ano 2013 de 0,04 o 4%, esto indica
que hay un mayor nimero de significancia de
parasitismo en el afo 2012 en comparacion con el
2013 (Tabla 5).
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Al establecer una comparacion entre los dos afos (2012
y 2013) el primer afio present6 una mayor abundancia
y prevalencia de Angiostrongylus cantonensis, en los
13 diferentes sitios de la ciudad en comparacion con
el segundo ano, que present6 menor cantidad, en los
pocos sitios encontrados (Tabla 5).

A lo largo del afo 2012, durante los meses de febrero
y mayo (estacion lluviosa) se registré la mayor
cantidad de positividad en los vectores naturales y en
menor cantidad durante los meses de enero, marzo y
junio. En el resto de los meses, durante la estacion
seca (Abril hasta Diciembre), hay ausencia tanto
del caracol (Achatina fulica) como del parasito A.
cantonensis (Figura 4).

A lo largo del ano 2013, durante los meses de enero,
marzo y abril (estacion lluviosa) se registro la
mayor cantidad de positividad para Angiostrongylus
cantonensis en los vectores naturales (Achatina fulica).
El resto de meses (estacion seca), hasta el mes de
Octubre, presenta ausencia del caracol (Achatina
fulica) y también del parasito A. cantonensis (Figura 5).

En los meses de febrero y mayo del 2012, aparece
la mayor cantidad de registros de caracoles positivos
de A. cantonensis. Las cantidades significativamente
menores se registraron durante enero, marzo y junio
del mismo afo. Se determind ausencias de parasitos
(Angiostrongylus  cantonensis) durante julio a
diciembre del afno 2012 y nuevamente surgen durante
enero, marzo y abril del 2013, pero en menor cantidad
en comparacion del ano 2012.

El resto de meses (desde mayo hasta octubre), del afo
2013, se registro ausencia tanto de moluscos Achatina
fulica como de parasitos A. cantonensis (Figura 6).

Discusion

En el 2012 se recolectaron cinco veces mas caracoles
(600) que en estudios anteriores (Martini et al., 2009
y Martini, 2011); esto se debe a la alta velocidad de
expansion y reproduccion de A. fulica (Muzzio, 2011).
El poco conocimiento sobre el molusco, la falta de
interés y/o los malos habitos de higiene, permitio
esta endemia de forma natural.

Durante la estacion lluviosa (enero a mayo) se reportd
el mayor nimero de caracoles (A. fulica) y caracoles
infectados, en contraste con la estacion seca (junio
a diciembre). Estos resultados coinciden con los
datos publicados por Palacios y Ontaneda (2012), que
registran el promedio de precipitaciones del 2012, en
un total de 1,235.4 mm, superior en 15% de lo normal,
en 124 dias (enero a abril). Dadas las condiciones
humedas, el molusco A. fulica, incrementd su
poblacion al igual que la tasa de infeccion por A.
cantonensis.

De los 27 sitios, solo 6 resultaron positivos para A.
cantonensis en el 2012. Esto es debido al desarrollo
del molusco (A. fulica) en zona urbana habitada,
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como los ramales del estero salado, que poseen
condiciones ambientales himedas de un 70%, a una
temperatura de 18°C a 20°C, en tales condiciones
estos organismos pueden proliferar con facilidad y
extenderse en otros sectores de la ciudad (Correoso,
2008 y Muzzio, 2011).

En la frecuencia absoluta en el 2012, el nimero de
caracoles A. fulica infectados fue inferior al nUmero
de no infectados, debido a que se recolectd en zonas
residenciales, edificaciones escolares y otros lugares,
en donde en su mayoria no se cumplia todo el ciclo
natural de A. cantonensis.

En el 2013, se recolectaron dos veces mas caracoles
(206) que en estudios anteriores, pero menos que
en el ano 2012, debido a las condiciones climaticas
desfavorables para la reproduccion de A. fulica, los
pocos lugares naturales donde pueda habitar y a
una campana dirigida por la OPS, INH, Agrocalidad
y el Ministerio de Salud. En la campaha masiva
participaron los medios de comunicacion (periodicos,
canales de television y radios).

En la estacion lluviosa (enero a abril) del 2013 se
reportdé el mayor numero de caracoles (A. fulica)
infectados, en comparacion con la estacion seca (junio
a octubre) del mismo ano. Estos meses coinciden con
los datos publicados por Palacios y Ontaneda (2013),
que en el 2013 registran un total de precipitaciones
de 108.56 mm, inferior en -9% de lo normal en 51 dias
(enero a abril). Resultando este ano, como un aho muy
seco, mas que el anterior, y por ello la poca cantidad
de caracoles A. fulica. Si la cantidad de hospederos
intermediarios disminuye, también disminuye el
riesgo de contagiarse de A. cantonensis. Aln asi se
encontré un numero significativo de caracoles en los
mismos meses y los mismos lugares en comparacion
con el ano anterior.

De los 7 sitios solo 2 resultaron positivos para A.
cantonensis. Esto es debido al reducido nimero del
molusco (A. fulica) tanto en zonas urbanas habitadas,
como en zonas verdes y lugares no intervenidos por
el hombre.

Considerando la frecuencia absoluta en el ano 2013,
el nimero de caracoles A. fulica infectados fue
menor e inferior al nimero de caracoles infectados
y no infectados del 2012. Similar al ano anterior, no
se obtuvo la misma carga parasita de A. cantonensis.

Segln las investigaciones realizadas en la provincia
del Guayas en los anos 2008 y 2009 (Martini et al.,
2009 y Martini, 2011), se recolectaron 105 ejemplares
de caracol Gigante Africano (Achatina fulica), entre
éstos, 2 resultaron positivos para Angiostrongylus
cantonensis, con una prevalencia de 1,63%. En el
2011, en Guayaquil se recolectaron 145 caracoles de
los cuales 6 resultaron positivos, con una prevalencia
de 4% (Martini et al., datos no publicados). Los
resultados obtenidos en el presente estudio coinciden
con las observaciones que se habian realizado hasta el

momento, la ciudad de Guayaquil presenta la misma
especie positiva para A. cantonensis.

Coincidiendo con el tiempo de captura por Martini
(2009 y 2011), en los meses mas lluviosos (enero-abril)
existe una mayor probabilidad de encontrar A. fulica
infectada con A. cantonensis en comparacion con los
meses mas secos (junio-diciembre), debido a que estos
inducen a la proliferacion del caracol y por ello existen
mas probabilidades de que se infecten por el parasito.

Las localidades donde aparece A. fulica son ambientes
urbanos donde influyen factores como el asentamiento
de viviendas, deposicion de basura y presencia del
hospedero definitivo (Rattus spp.). En este caso, la
especie hospedera es un vector introducido que posee
una estrecha relacion con A. cantonensis (Muzzio,
2011) y a su vez se encuentra relacionada con el
consumo o manipulacion de caracoles (A. fulica)
vivos, aumentando el riesgo de aparicion de casos con
Angiostrongiliasis en la ciudad.

Conclusiones

Achatina fulica es la Unica especie encontrada
positiva para Angiostrongylus cantonensis, ésta se
encuentra distribuida en 27 localidades en la ciudad
de Guayaquil.

El nimero de prevalencia de moluscos infectados de
forma natural en este estudio, revela el aumento
progresivo de la infeccion larvaria en los hospederos
intermediarios e indica probablemente que A.
fulica sea la responsable de los casos de meningitis
eosinofilica en Guayaquil (Martini, 2011).

Con mayor indice en el 2012 y menor indice de
positividad en el 2013 para el parasito, A. fulica
present6 el mayor indice de positividad en los dos
sectores del norte, durante los dos anos estudiados.
Durante la estacion lluviosa (enero-abril) se obtiene
una mayor cantidad de A. fulica parasitados y no
parasitados, en comparacion con la estacion seca. Hay
una relacion directa y significativa entre el ambiente
que se desarrolla el hospedero intermediario y el
grado de infeccion con el parasito.

El nimero de organismos infectados (prevalencia) es
similar a estudios anteriores realizados. Se encontré
una mayor cantidad de estadios larvales: L3 que L2 de
Angiostrongylus cantonensis, enquistados en las zonas
viscerales.

Achatina fulica es una especie que se esta adaptandoy
distribuyendo rapidamente en diferentes habitats del
Ecuador, ademas de ser potencialmente sensible a A.
cantonensis, y posee un buen grado de adaptabilidad
en estos dos Ultimos anos de estudios.

Recomendaciones

Realizar una continuacion del presente estudio,
fortalecer los mecanismos de vigilancia epidemiologica
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e investigacion necesaria del parasito y del caracol
gigante africano (Achatina fulica), durante temporada
lluviosa, debido a que la proliferacion de este molusco
con su respectivo parasito afectaria a una mayor
cantidad de pobladores.

A nivel del sector salud las acciones mas importantes
que se deben desarrollar son:

° Difusion masiva a la comunidad de mensajes
de prevencion, indicando que se abstengan de
consumir caracoles crudos o cualquier otro
alimento que no preste las condiciones optimas
de sanidad, evitar que los nifios se expongan a
la baba de caracol a través del juego o que los
adultos la utilicen para fines cosméticos.

. Controlar los botaderos de basura, donde pueden
proliferar los caracoles (Achatina fulica) y las
ratas u otros roedores.

° Entrenamiento del personal de salud para
la deteccion y manejo oportuno de casos
sospechosos de Angiostrongylus cantonensis.

. Campaiia de educacion alimentaria, con la
finalidad de difundir la “No ingesta de alimentos
crudos”, que puedan haber sido contaminados
por caracoles.

. Toda acumulacion de casos,
geografica o  institucion
investigacion epidemioldgica.

e  Se sugiere el relleno de las zanjas, limpieza de
drenajes y cajas de aguas-lluvias, por medio
de ordenanzas municipales, para evitar los
asentamientos o ambientes naturales propicios
del caracol gigante africano (Achatina fulica)
donde puedan proliferar, expandirse y distribuirse
de forma sucesiva.

. A nivel del sector ambiental, las acciones mas
importantes que se deben de desarrollar son:

. Inventario de especies autdctonas e importadas
de caracoles.

e  Actividades que conduzcan a la reduccion de
moluscos de Achatina fulica.

e Control estricto de las importaciones vy
exportaciones de alimentos o productos como la
baba de caracol, en especial de especies vivas.

° Investigacion de mecanismos ilegales de
importacion y exportacion de alimentos o
productos como la baba de caracol.

en una zona
requiere  una
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Figura 7. Manipulacion de la membrana de la cavidad Paleal,
bajo estereomicroscopio (1:1).

Figura 8. Enquistamiento de A. cantonensis en la membrana
paleal A. fulica (0,5-0.9 mm).

Figura 9. Enquistamiento de L3 de A. cantonensis en la
membrana Paleal A. fulica (0,5-0.9 mm).

Figura 10. Larva 3 A. cantonensis enquistada en A. fulica
(0,10-0,40 mm).
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Figura 11. 5 Area de estudio de la ciudad de Guayaquil afio
2012 y 2013. Constituye: El presente estudio se realizd en
28 sectores seleccionados: Cdla. Los Esteros, Guasmo Sur,
Parque Centenario, Santa Lucia, Cdla. Miraflores, Cdla. El
Caracol, Puerto Santa Ana, Cdla. Huancavilca, Mapasingue
Este y Oeste, Cdla. La Alborada 5ta y 9na Etapa, Cdla. La
Kennedy, Coop. Miramar 1, Universidad Estatal de Guayaquil
(ciudadela), Cdla. Mucho Lote 1, Cdla. El Condor, Centro
Civico, Aeropuerto de Guayaquil José Joaquin de Olmedo,
el INSPI (localidad), Cdla. Los Ceibos, Teleamazonas, Parque
Forestal, Parque de la Espol - Prosperina, Urdesa, Cdla. Las
Garzas y Hospital Teodoro Maldonado.
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Resumen

Existen diversos agentes de control natural de Tuta absoluta en Chile y Espafna, entre los que
destacaron los hymendpteros parasitoides Apanteles gelechiidivoris y Necremnus artynes.
En ensayos de laboratorio sobre discos de foliolos de tomate, metaflumizona y flubendiamida
tuvieron una alta toxicidad para T. absoluta pero fueron inocuos para Necremnus. Los insecticidas
imidacloprid y a-cipermetrina tuvieron baja eficacia frente a T. absoluta y fueron incompatibles
con el parasitoide. Se propone incluir en estudios similares al hymendptero braconido A.
gelechiidivoris, por su rol en el control natural de T. absoluta en Colombia, su habitat natural, en
el norte de Chile y por uso potencial en Espafia. Ademas, se debe continuar analizando la toxicidad
de los insecticidas utilizados en control de plagas, para preferir aquellos que afecten a la plaga
pero no sean tan toxicos para enemigos naturales como N. artynes.

Palabras clave: Apanteles gelechiidivoris, control bioldgico, Necremnus artynes, polilla del
tomate, Tuta absoluta.

Abstract

The hymenopteran parasitoids Apanteles gelechiidivoris and Necremnus artynes look promising
among the diverse natural control agents of Tuta absoluta in Chile and Spain. In laboratory trials
on disks of tomato leaflets, metaflumizone and flubendiamide were highly toxic for T. absoluta
but innocuous for Necremnus. The insecticides imidacloprid and a-cypermethrin had low efficacy
against T. absoluta, and were not compatible with the parasitoid. The braconid hymenopteran
Apanteles gellechiidivoris should be included in similar studies, because of its role in natural
control of T. absoluta in Colombia, its natural habitat, and northern Chile, and because of its
potential use in Spain. Also, the toxicity of the insecticides used against pests should be analized
continuously, to prefer those that affect the pest but are not so much toxic for natural enemies
like N. artynes.

Keywords: Apanteles gelechiidivoris, biological control, Necremnus artynes, tomato moth, Tuta
absoluta.

Introduccion

La polilla del tomate se colect6 originalmente en 1917
en Huancayo, Perl, e identific6 como Phthorimaea
absoluta (Meyrick). Esta especie es una plaga clave
de este cultivo, tanto en Chile, donde se conoce
desde 1963 (Rojas, 1964) como en Espafha, donde se
introdujo hace pocos anos (Urbaneja et al., 2007).
Esta nueva plaga del tomate en los paises en torno
al Mediterraneo (Desneux et al., 2010) y en Espana
en particular pone en riesgo la implementacion de
programas de manejo integrado que se estan llevando
a cabo en las principales regiones productoras de

* Correspondencia del autor:
E-mail:jaimearaya@yahoo.com

tomate, ya que el control de una larva minadora es
dificil por su capacidad de supervivencia a insecticidas
de contacto, la herramienta mas habitual para reducir
los danos. En Chile se le ha estudiado desde hace
4 décadas (Vargas, 1970), y segun Salazar y Araya
(2001), este insecto recibia con frecuencia hasta 15
tratamientos insecticidas a lo largo de un solo ciclo de
cultivo en el extremo norte del pais (Valle de Azapa),
por lo que ha desarrollado resistencia a algunos
plaguicidas.

Los adultos de T. absoluta son pequenas polillas de
color gris con antenas largas y filiformes de hasta 7
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mm de longitud y una expansion alar de ~10 mm. La
hembra pone 40 a 50 huevos blancos que amarillean
a medida que maduran. Las larvas son de color verde
con la cabeza oscura. La pupa es de tipo obtecta, de
4,4mm de largoy 1,1 mm de didametro y de color verde
hacia marrén a medida que madura; se encuentran de
preferencia en el suelo en capullos blancos sedosos y
a veces en el follaje. En las condiciones climaticas de
las regiones VI y VII de Chile (central) se presenta en
primavera, y las poblaciones aumentan en primavera
y verano. El umbral minimo de desarrollo es 7,9°C, el
que se utiliza para el calculo de grados dia en Chile.
La polilla requiere 74,4 d a 14°C y 23,8 d a 27°C para
completar el ciclo. Esta plaga causa dafno en tomate en
las hojas, flores y frutos. En hojas construye galerias
anchas al alimentarse del mesofilo y dejar sélo la
epidermis. También puede producir aborto floral.
En el fruto penetra dejando una lesion superficial y
cava galerias en su interior. Si la infestacion comienza
en frutos verdes éstos se deforman. La pérdida de
rendimiento puede llegar hasta 90% (Estay y Bruna,
2002).

En Europa, la invasion de T. absoluta ha alcanzado
todos los paises en torno al Mediterraneo. Las
posibilidades para su control biolégico han sido
revisadas recientemente (Desneux et al., 2010). Los
parasitoides asociados a T. absoluta en Cataluna son
los himenodpteros Stenomesius sp. (Chalcididae) y
Necremnus artynes (Walker) (Eulophidae) (Gabarra
y Arno, 2010). También aparecen con frecuencia
depredadores polifagos como los miridos Macrolophus
pygmaeus (Rambur), M. caliginosus Warner vy
Nesidiocoris tenuis Reuter (Arno et al., 2009).

Se desarrollé un proyecto de analisis sobre el posible
uso de agentes de control bioldgico de T. absoluta en
colaboracion entre el CSIC de Madrid y la Universidad
de Chile (Convenio bilateral 2010CL0008), con dos
objetivos: 1. Seleccionar de agentes de control
biolégico de uso potencial contra T. absoluta en
Espana, y 2. Evaluar la susceptibilidad del parasitoide
Necremnus artynes hacia algunos insecticidas
utilizados contra la polilla del tomate en Espana.

1. Seleccién de agentes de control bioldgico de Tuta
absoluta

Ao 1, Chile, mayo de 2011

Objetivo: Prospeccion de enemigos naturales de T.
absoluta que pudieran ser de interés para mejorar los
programas de control biolégico tanto en Chile como
en Espana. En una primera fase se han identificado
los parasitoides asociados a T. absoluta en la region
de Arica.

Metodologia: Se muestrearon hojas de tomate con
sintomas de dano por T. absoluta y se llevaron al
laboratorio de la Universidad de Tarapaca (Arica,
Chile), donde el material vegetal infestado se puso
en baterias Flanders. Las parcelas donde se tomaron
las muestras se seleccionaron en base a su historial

de tratamientos quimicos, que como se indica en la
introduccion, son frecuentes en el Valle de Azapa.
Se eligieron rastrojos de cultivos en este valle (Fig.
1) y que por tanto no habian recibido tratamientos
recientes con insecticidas. Los cultivos de tomate en
este sector ocurren solo donde hay riego. Las laderas
del valle no tienen vegetacion y los insectos fitofagos
se concentran solo en las plantas de tomate. Ademas,
se tomaron muestras in situ en los lugares de muestreo
de ejemplares adultos de Apanteles gelechiidivoris
Marsh mediante aspirador (Fig. 2).

La ubicacion de los sitios de muestreo en la temporada
2011 en Arica, Chile, se presenta en la Tabla 1. Los
parasitoides colectados en los puntos de muestreo se
presentan en la Tabla 2.

En los sitios de muestreo 1y 2 se recogieron abundantes
ejemplares adultos de Apanteles gelechiidivoris Marsh
(Braconidae; Figura 2), que se preservaron en alcohol
70% para confirmar su identificacion.

Los foliolos muestreados se procesaron para verificar
la presencia de otros enemigos naturales de T.
absoluta. En ellos se identificaron larvas inmoviles
de T. absoluta, parasitadas por larvas del eulofido,
Dineulophus phthorimaeae De Santis (Figura 3). Estos
ejemplares se separaron para su desarrollo y verificar
la identidad de los adultos. Tras unos dias, las larvas
de D. phthorimaeae evolucionaron a pupas (Figura 4).

También se aislaron 15 larvas muertas de T. absoluta
desde las galerias, que aparentemente no estaban
parasitadas por ningin entomdfago. Estas larvas se
aislaron en tubos Eppendorf para aislar e identificar
posibles microorganismos que pudieran ser de interés
para el control de T. absoluta, y se enviaron al Prof.
Primitivo Caballero (Universidad Piblica de Pamplona,
Espaia), un especialista en patologia de insectos. En
esas muestras no aparecieron baculovirus del género
Granulovirus que podrian ser patogénicos y podrian
tener interés practico como agentes de biocontrol.
En estas muestras tampoco aparecieron hongos
entomopatdogenos, pero si bacterias esporigenas en
tres de ellas. Actualmente, esas bacterias se estan
analizando para verificar si son patogenas para T.
absoluta y si se cumplen los postulados de Koch.

Afo 1, Espaifa, junio 2011

Objetivo: Prospeccion de enemigos naturales de T.
absoluta que pudieran ser de interés para mejorar los
programas de control bioldgico tanto en Chile como
en Espana. En una primera fase se han identificado los
parasitoides asociados a T. absoluta en las regiones de
Alicante, Aranjuez y Barcelona.

Metodologia del estudio 1: En parcelas de tomate con
bajo uso de insecticidas se muestrearon foliolos con
sintomas de dano por T. absoluta, que se pusieron en
cajas ventiladas en el laboratorio del CSIC, Madrid,
que se mantuvieron a 24°C de dia y 20°C durante la
noche a un fotoperiodo de 16:8 L:0. La ubicacion
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Figura 1. Plantacion de tomate en el Valle de Azapa (Chile).

de los puntos de muestreo en la temporada 2011 en
Espana se presenta en la Tabla 3.

Resultados del estudio 1: En el sitio 1 se colectaron
13 larvas de T. absoluta, una de ellas con signos de
infeccion por patogenos y que se aislo en una capsula
Eppendorf para su identificacion posterior. Las demas
larvas puparon normalmente y las pupas se criaron
para observar si habia parasitismo.

En el sitio 2 se colectaron hojas de tomate de la
variedad Anairis en invernadero con danos de T.
absoluta. Las hojas se pusieron en cajas ventiladas en
una camara de crianza a 24°C de dia y 20°C durante la
noche y un fotoperiodo de 16:8 L:0. En los puntos de
muestreo 1 y 4 se encontraron larvas de T. absoluta
con sintomas de infeccion por microorganismos.

En los sitios 5, 6, 7 y 8 se hicieron liberaciones de
parasitoides criados en laboratorio por el grupo del
IRTA-Cabrils, en invernaderos donde se esta estudiando
su biologia en condiciones controladas, en particular
los himendpteros Stenomesius sp. (Chalcididae) y
Necremnus artynes (Walker) (Eulophidae), ambos

Figura 2. Hembra adulta de Apanteles gelechiidivoris
colectada en 2011 sobre foliolo de tomate en el sitio 1 de
muestreo en Azapa, Arica, Chile.

parasitoides de larvas de T. absoluta que se encuentran
en forma espontanea en esa region.

Afio 2, Chile, febrero-marzo de 2012
En el segundo ano del proyecto se las actividades se
centraron en las actividades siguientes:

En Arica, Chile, se colectaron en junio de 2012
individuos de Apanteles gelechiidivoris Marsh, para
hacer una crianza sobre T. absoluta y desarrollar otro
proyecto en el futuro, con un ensayo similar al que
se describe en el estudio 2 sobre Necremnus artynes.
Conclusiones del estudio 1: Existen diversos agentes de
control natural de T. absoluta en Chile y Espana, entre
los que destacaron los hymenodpteros parasitoides
Apanteles gelechiidivoris y Necremnus artynes.

2. Evaluacion de la susceptibilidad del parasitoide
Necremnus artynes hacia algunos insecticidas
utilizados contra la polilla del tomate en Espaia

Metodologia del estudio 2: En Madrid se hicieron
ensayos con N. artynes para determinar su
compatibilidad con insecticidas que se usan para

Tabla 1. Sitios de muestreo de enemigos naturales de T. absoluta en Arica, Chile, en 2011.

. Fechas de Coordenadas
Sitios Puntos de muestreo - N .

colecta Latitud Longitud Altitud

1 Ticnama-Azapa-Pampa algodonal (38,8 13/05 18.580° 69.9520 W 732m
km de Arica)
2 Parcela de Umbertg Mamani (39 km de 17/05 18.577°5 69.949° W 693 m
Arica)

3 Parcela Ribera del Rio Lauca 20/05 18.515°S 70.181°W 251 m

Tabla 2. Especies de parasitoides colectados en 2011 en Arica, Chile.

Sitios Puntos de muestreo Especies colectadas
1 Ticnama-Azapa-Pampa algodonal . Apanteles gelechiidivoris (Braconidae; abundantes ejemplares
adultos)
2 Parcela Umberto Mamani «  Dineulophus phthorimaeae (Eulophidae)
3 Parcela Ribera del Rio No se colectaron parasitoides.
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Figura 3. Larva de Tuta absoluta parasitada por una larva de
Dineulophus phthorimaeae.

el control de T. absoluta, durante la estancia del
investigador chileno (15 de junio al 15 de julio de
2012). Para este ensayo de laboratorio se seleccionaron
los siguientes insecticidas a 3 dosis (100% de la dosis
alta recomendada para el control de T. absoluta por
las casas comerciales y a 75 y 50% de la dosis mayor):

. Metaflumizona 24%, (Alverde, BASF)

e Alfa-cypermetrina, 10% p/v  (Dominex,
Cheminova)

. Imidacloprid, 20% p/v (Confidor, Bayer)

. Flubendiamida, 24% (Fenos, Bayer)

La metodologia usada se bas6 en un protocolo, con
algunas modificaciones al propuesto por IRAC para
evaluar insecticidas en T. absoluta en la hoja de
método 22: http://www.irac-online.org/wp-content/
uploads/2009/09/Method_022_Tuta-.pdf)

Se usaron cajitas cilindricas de plastico transparente
de 2,5 cm de diametro y 1,5 cm de alto con tapas con
tela de visillo para ventilacion en las que se pusieron
2 discos de papel filtro humedecido con 5 gotas de
agua destilada. En placas Petri se pusieron discos
de foliolos de tomate de 2,2 cm de diametro que se
habian sumergido previamente 3 seg. en las soluciones
insecticidas (3 dosis) con una pinza metalica y
agitacion. Los discos tratados se dejaron secar sobre
una rejilla metalica con el haz hacia arriba, y una vez
con la superficie secada se pusieron sobre las placas
Petri (1 disco/placa) (Figura 5).

Los insectos usados en el ensayo (N. artynes) fueron
proporcionados por Koppert Espana SL. Los ensayos
se hicieron con hembras y machos adultos. Para
manipularlos se pusieron en una bandeja con hielo. En
cada placa Petri se pusieron con pincel cinco adultos.
Se hicieron 3 repeticiones por tratamiento mas un
control con discos de hoja sin tratar.

Las 3 cajitas de cada tratamiento se pusieron en una
placa Petri estandar con una capsula con miel al 50%
en agua en el centro y una de papel filtro conectada

Figura 4. Larva muerta de Tuta absoluta (arriba) y dos pupas
de Dineulophus phthorimaeae (abajo).

a las 3 capsulas con los adultos de Necremnus cajitas
para proporcionarles alimento. Las placas Petri se
mantuvieron a 25°C con fotoperiodo 16:8 L:O.

La mortalidad de los adultos se evaluo a las 1, 24, 48
y 96 h de exposicion. Los resultados se presentan en
la Tabla 4.

En junio-julio de 2012 se hicieron ensayos de
laboratorio en el CSIC de Madrid con adultos
de Necremnus artynes (Walker) (Hymenoptera:
Eulophidae), proporcionados por Koppert Espana
SL, para evaluar su susceptibilidad hacia algunos
insecticidas que se utilizan en el control de T. absoluta
en la peninsula, incluyendo metaflumizona 24%
(Alverde, Basf), o-cypermetrina 10%p/v (Dominex,
Cheminova), imidacloprid 20% p/v (Confidor, Bayer) y
flubendiamida 24% (Fenos, Bayer).

Los insecticidas se aplicaron sobre foliolos de tomate
al 100% de la mayor concentracion recomendada
contra T. absoluta y al 75% y 50% de la primera. Para
asegurar una buena cobertura foliar se agregd el
coadyuvante nonifenil-polietilenglicol (éter) (Adaran
20% PV, Aragro), incluso en el control con agua
destilada. Se usaron capsulas cilindricas de acrilico
transparente (2,5 cm didm x y 1.5 cm alto) con tapas
con un orificios de ventilacién cubierto con tela de
visillo, con 2 discos de papel filtro humedecido con
5 gotas de agua destilada en la base. Sobre ellos
se pusieron discos de hoja de tomate de 2,2 cm de
diametro, que se habian sumergido previamente en las
soluciones insecticidas (3 concentraciones) durante 3
seg. con una pinza metalica y alguna agitacion, que
se dejaron secar sobre una rejilla metalica con el haz
hacia arriba antes de instalar los parasitoides adultos
sobre ellos. En el ensayo se evalud la susceptibilidad
de adultos (hembras y machos) de Necremnus sp.,
proporcionados por Koppert Espana SL. Para su
manipulacion, estos insectos se mantuvieron en una
bandeja con hielo, desde donde se introdujeron con
pincel cinco adultos por capsula, con tres repeticiones
por tratamiento incluyendo un control con discos
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Tabla 3. Puntos de muestreo de parasitoides en 2011 en Espana.

Sitios Puntos de muestreo Fechas de Coordenadas

colecta Latitud Longitud Altitud
1 Muchamiel, Alicante 03/06 38.439°N 0.486°W 38m
2 Finca Victor Sanchez, Real Cortijo de Aranjuez 15 /06 40.05°N 3.57°W 469 m
3 Viveros Olmedo, Olmea de las Fuentes 16/06 40°21°27'N 3.13°W 7,2m
4 Finca de I. Colomer, Roquetas del mar, Almeria 20/06 36°44’41”N 2°37’8”"W 17 m
5 Bellatrin, Municipio de Argentona, Barcelona 22/06 41°33’19”N 2°24’02”E 36 m
6 Ribosa, Municipio de Cabrera de Mar, Barcelona 22/06 41°31’34”N 2°23’36"E 17 m
7 Vifals, Municipio de Cabrera de Mar, Barcelona 22/06 41°24’21”N 2°09’37”E 18 m
8 Font, Municipio de Cabrera de Mar, Barcelona 22/06 41°30°53”N 2°23’27"E 24 m

N

Figura 5. Ensayo para evaluar

la susceptibilidad de
Necremnus artynes a tratamientos insecticida. La capsula del
centro contiene una solucion de miel en agua al 50% y las
con circulos de lamina foliar tratados con insecticidas para
exponer 5 individuos del parasitoide a la accion de contacto
de los residuos.

de hoja tratados solo con agua destilada. Las tres
capsulas de cada tratamiento se pusieron en una placa
Petri estandar, junto con otra capsula en el centro de
la placa con miel diluida al 50% en agua y una cinta
de papel filtro conectada a las capsulas cilindricas
con los discos de foliolos y los parasitoides adultos de
Necremnus para facilitarles alimento. Todas las placas
Petri se mantuvieron en una camara Sanyo a 25°C y
fotoperiodo de 16:8 L:0 durante el experimento.

Resultados del estudio 2: La mortalidad (corregida por
la formula de Abbott, 1925) de mayor nivel se obtuvo en
los tratamientos con imidacloprid y alfa-cipermetrina,
y aumenté con la concentracion. Los insecticidas
metaflumizona y flubendiamida resultaron inocuos
para N. artynes y s6lo produjeron una mortalidad de
nivel similar a la del control no tratado (Tabla 1).

Metaflumizona y flubendiamida fueron inocuos
sobre N. artynes, sin diferencias significativas
entre las concentraciones y tiempos de exposicion.
En comparacion, imidacloprid y p-cipermetrina
resultaron toxicos para el parasitoide, en mayor
medida en la concentraciéon comercial y a medida que
aumento el tiempo de exposicion.

Los resultados obtenidos en el ensayo con N. artynes
se analizaron en conjunto con los de un ensayo con
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los mismos insecticidas y concentraciones sobre T.
absoluta, con el fin de hacer recomendaciones de
manejo que favorezcan la preservacion del parasitoide
en condiciones de campo. La mortalidad corregida
de T. absoluta con los tratamientos insecticida se
presenta en la Tabla 5.

El ensayo con T. absoluta obtuvo resultados opuestos
a los obtenidos con N. artynes. Metaflumizona vy
flubendiamida fueron muy toxicos sobre las larvas
de la plaga, con diferencias significativas con los
otros dos insecticidas, de mayor nivel al aumentar
el tiempo de exposicion, que en flubendiamida llegd
incluso al 100% mortalidad en las dosis media y alta.
Imidacloprid y p-cipermetrina tuvieron poco efecto
sobre T. absoluta, sin diferencias significativas entre
las dosis evaluadas y los tiempos de exposicion.

Conclusionesdel estudio2: En los ensayos de laboratorio
sobre discos de foliolos de tomate, metaflumizona y
flubendiamida tuvieron alta toxicidad para T. absoluta
pero fueron inocuos para Necremnus. Los insecticidas
imidacloprid y a-cipermetrina tuvieron baja eficacia
frente a T. absoluta y fueron incompatibles con el
parasitoide.

Recomendaciones

Se propone incluir en estudios similares el parasitoide
Apanteles gellechiidivoris Marsh (Hymenoptera:
Braconidae), por su rol en el control natural de T.
absoluta en Colombia, su habitat natural, en el norte
de Chile y por uso potencial en Espafa. Ademas,
se debe continuar analizando la toxicidad de los
insecticidas utilizados en control de plagas, para
preferir aquellos que afecten a la plaga pero no sean
tan toxicos para enemigos naturales como N. artynes.
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Tabla 4. Mortalidad corregida (% + error estandar) de adultos de Necremnus artynes después
de 1, 24, 48 y 96 h de exposicion a foliolos de tomate tratados con varios insecticidas.

Mortalidad
Tratamientos 1h 24 h 48 h 96 h
Imidacloprid 50 0 13,3#13,3 a 21,7+11,7 ab
a-cipermetrina 50% 0 20,0+11,5 a 26,7+17,6 a 55,0+10,4 b
Metaflumizona 50 0 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a
Anova factorial F=2,028 F=0,990 F=6,860
(gl 3,8) P=0,1886 P=0,4450 P<0,05
Imidacloprid 75% 13,326,7 a 13,316,7 a 26,7+13,3 ab 38,3+7,3 b
a-cipermetrina 75% 0,0a 28,3+6 a 50,0+5,7 b 45,0£10,4 b
Metaflumizona 75% 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a
Flubendiamida 75% 0,0 a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a
Anova factorial F=1,833 F=1,02 F=3,508 F=6,84
(gl 3,8) P=0,2192 P=0,2077 P=0,0692 P<0,05
Imidacloprid 100% 6,7:6,7 a 58,3+10,1 b 85,0:7,6 b 85,0:7,6 b
a-cipermetrina 100% 33,3+6,7 b 40,0+23,1 ab 46,7+29,1 ab 41,7+30,0 ab
Metaflumizona 100% 0,0a 6,7+6,7 a 6,7+6,7 a 0,0a
Flubendiamida 100% 0,0a 0,0a 0,0a 0,0 a
Anova factorial F=11,403 F=5.051 F=5,051 F=6,032
(gl 3,8) P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05

* Los resultados de mortalidad natural se descontaron con la formula de Abbott, y se
compararon mediante un andeva-factorial después de una transformacion mediante arcsin/x.
** Los promedios en una columna seguidos por letras distintas son diferentes estadisticamente

(P<0,05).

Tabla 5. Mortalidad corregida (% + error estandar) de larvas de 2° estadio de T. absoluta
después de 24, 48 y 72 h de exposicion a foliolos de tomate tratados con varios insecticidas.

Mortalidad
Tratamientos 24 h 48 h 96 h
Imidacloprid 50% 0,0a 4,7+2,3 a 4,3+4,3 a
A-cipermetrina 50% 4,343 a 8,7+4,3 a 13,7+6,8 a
Metaflumizona 50% 26,7+13,2 b 67,3+3,2 b 83,3+6,5b
Flubendiamida 50% 88,7+2,2 c 95,7+4,3 c 97,7+2,3 b
Anova factorial (gl 3,8) F=32,470; P<0,05 F=37,4; P<0,05 F=31,075; P<0,05
Imidacloprid 75% 0,0a 2,3+2,3 a 2,3+2,3a
a-cipermetrina 75% 4,7+2,3 a 4,7¢2,3 a 9,3+6,2 a
Metaflumizona 75% 29,0+7,7 b 63,7+5.4 b 83,3#6,5b
Flubendiamida 75% 100,0£0,0 ¢ 100,0+0,0 ¢ 100,0£0,0 c
Anova factorial (gl 3,8) F=121,776; P<0,05 F=101,397; P<0,05  F=59,011; P<0,05
Imidacloprid 100% 2,3+2,3a 9,0+5,8 a 9,0+5,8 a
a-cipermetrina 100% 6,7+3,7 a 9,0+2,0 a 13,7¢7,8 a
Metaflumizona 100% 39,0+6,1 b 77,7+5,8 b 95,0£2,5b
Flubendiamida 100% 93,0+4,0 c 100,0+0,0 ¢ 100,0+0,0 b

Anova factorial (gl 3,8)

F=35,363; P<0,05

F=68,122; P<0,05

F=36,899; P<0,05

* Los resultados de mortalidad natural se descontaron con la formula de Abbott, y se
compararon mediante un andeva-factorial después de una transformacion mediante arcsin/x.
** Los promedios en una columna seguidos por letras distintas son diferentes estadisticamente

(P<0,05).
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Resumen

El objetivo de la presente investigacion es determinar la halotolerancia y sintesis enzimatica de
Pseudomonas cf. fluorescens. Para evaluar la halotolerancia, se cuantifico el crecimiento celular
en2 M, 3 My 4 MNaCl a 30°C. También se evalud la sintesis enzimatica extracelular proteolitica,
amilolitica y lipolitica mediante halos de produccion. Se determind que el tratamiento a 4 M a
30 °C fue el mejor en los ensayos de halotolerancia, con una velocidad de crecimiento (p) 0.048
h*, tiempo de duplicacion (td) 14.55 h y a una densidad celular de 5 906 666 + 305 505 cel/mL. La
sintesis proteolitica fue la mas alta (halo de 30+0.82 mm), seguida por la produccion de amilasas
(halo de 22.5+1.73 mm), no se observoé actividad lipolitica.

Palabras claves: Amilasa, halotolerancia, lipasa, proteasa, Pseudomonas cf. fluorescens, sintesis
enzimatica.

Abstract

The goal of this research is to determine the halotolerance and enzymatic synthesis of Pseudomonas
cf. fluorescens. To evaluate halotolerance, cell growth was quantified in 2 M, 3 M and 4 M NaCl at
30°C. Also, the extracellular proteolytic enzyme synthesis, amylolytic and lipolytic was evaluated
by halos of production. The treatment of 4 M to 30°C was the best Halotolerance assay, with a
growth rate (p) 0.048 h', doubling time (td) 14.55 h and a cell density of 5 906 666 + 305 505
cell/mL. Proteolytic synthesis was the highest (halo 30 + 0.82 mm), followed by the production of
amylases (halo of 22.5+1.73 mm), the lipolytic activity was not observed.

Keywords: Amylase, enzimatic synthesis, halotolerant, lipase, protease, Pseudomonas cf.

enzimatica en Pseudomonas cf. fluorescens aislada de

fluorescens, sustrate.

Introduccion

Para el aprovechamiento de la sintesis proteica o de las
actividades celulares que realizan los microorganismos,
cuyos productos de interés sirvan para el uso a nivel
industrial, es necesario aislar y caracterizar los
biovares presentes en sus ambientes nativos. Este
proceso de aislamiento permite una seleccion estricta
de aquellos microorganismos adaptados a su medio y
que pueden ser candidatos potenciales en aplicaciones
biotecnolégicas (Saxena, 2015).

Las enzimas provenientes de la fraccion extracelular
de microorganismos haléfilos extremos y de halofilos
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moderados, son muy estables y funcionales en
presencia de concentraciones salinas elevadas,
en estas condiciones, la mayoria de las enzimas
no haldfilas sufren agregacion y adoptan una
conformacion no funcional (Ventosa, Nieto & Oren,
1998). En consecuencia, crece el interés por conocer
la diversidad enzimatica de microorganismos halofilos
(Bertus, 2003).

Las enzimas hidroliticas producidas por microorganismos
haléfilos son utilizadas en la industria farmacéutica
para la elaboracion de algunos medicamentos como
antibioticos, hormonas y pesticidas (Joshi et al., 2000;
Sudge, Bastawde, Gokhale, Kalkote & Ravindranathan,
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1998), también han sido usadas para el tratamiento de
superficies marinas contaminadas con petréleo (Stosz,
Weiner & Coyne, 1995).

El descubrimiento de nuevas especies extremofilas
y la especificacion de las secuencias de sus genomas
proveen una ruta para la caracterizacion de nuevas
enzimas, lo que potencialmente podria conducir a
aplicaciones tecnoldgicas novedosas (Gupta, et al.,
2005). Una de las aplicaciones mas importantes y
actuales en biotecnologia consiste en la produccion de
enzimas hidroliticas, tales como celulasas, amilasas,
lipasas, proteasas, nucleasas y pululanasas, estables
en condiciones extremas.

Entre las bacterias halofilas, las moderadas
representan el grupo mas comin. En ambientes
hipersalinos se encuentran en mayor frecuencia
representantes de bacterias Gram negativas,
anaerobios facultativos o aerobios, incluyendo a los
géneros Pseudomonas, Agrobacterium, Aeromonas y
Vibrios (Martinez, Quesada, Martinez & Béjar, 2004).

La caracteristica principal de las bacterias halofilas
es su dependencia al NaCl, donde las concentraciones
salinas Optimas para su crecimiento varian entre
las distintas especies, desde 0.5 M a 5 M de NaCl,
habiéndose determinado que tal requerimiento
es directamente dependiente del aumento de la
temperatura y la concentracion de nutrientes
presentes en el medio (Canovas, Vargas, Csonkja,
Ventosa & Nieto, 1996).

Pseudomonas fluorescens es un bacilo recto o
ligeramente curvado, aerobio estricto y movil
gracias a los flagelos polares que posee, con reaccion
positiva a la actividad de oxidasa (Brenner, Krieg &
Staley, 2005). El presente trabajo tuvo como objeto
determinar la halotolerancia y la sintesis enzimatica
extracelular de P cf. fluorescens, aislada de las
lagunas de Ecuasal, en la provincia de Santa Elena,
Ecuador.

Materiales y métodos

Material biolégico

Las muestras utilizadas en el presente estudio fueron
colectadas de las lagunas de Ecuasal, en la estacion
Pacoa. Se encuentran localizadas en la provincia de
Santa Elena, en el suroeste del Ecuador, a menos de
200 m de la linea costera del Océano Pacifico (Latitud
02°13.807 y longitud 080°57.748). Estas piscinas estan
ubicadas en un area semi-desértica (Red Hemisférica
de Reservas para Aves Playeras [RHRAP], 2009) y son
de origen artificial.

Las muestras colectadas en la estacion Pacoa (n= 6),
fueron tomadas del suelo de las piscinas evaporadoras
empleando nucleadores esterilizados, posteriormente
se transportaron en hieleras temperadas a 4°C hasta
el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil.
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Aislamiento e identificacion

Se suspendieron 20 g de suelo en 100 mL de agua de
mar filtrada y esterilizada, se tomaron 100 pL de esta
suspension para ser sembrados por desgaste en placas
con agar King B: Agar 20.0 g; Peptona 15.0 g; K,HPO,
anhidro 1.5 g; MgSO,.7H,0; glicerol 15.0 mL y 1000
mL H,0, suplementado con la solucion de sales: NaCl
205.2 g; 36 g MgCl,. 6H,0; 52 g MgSO,. 7H,0; 0.8 g
CaCl,. 2 H,0; 5.2 g KCL; 0.2 g NaHCO,; 0.6 g NaBr; 2.5
mL FeCl, 6H,0 al 0.5% (p/v); 1000 mLH,0 (Rodriguez,
1993) al 5% (p/v) y 30% (p/v), con pH 7 e incubado
a 30°C.

Para determinar la especie, se realizaron las siguientes
pruebas: Crecimiento a 37°C y 42°C, licuefaccion
de la gelatina, arginina dihidrolasa, oxidacion de
la glucosa, oxidacion de la lactosa, oxidacion del
manitol, motilidad, prueba de indol, citrato Simmons
y citocromo oxidasa, las cuales han sido descritas
para P. fluorescens (Forbes, Sahm & Weissfeld, 2009;
Cowan, 1974). Se realizaron cinco réplicas de cada
prueba y un testigo (sin inoculo), ajustandose a una
salinidad de 70 ppt NaCl.

Ensayo de Halotolerancia

La prueba de halotolerancia se realizd mediante una
cinética de crecimiento en 30 mL de medio King B
suspendido con NaCl a 2 M, 3 My 4 M por triplicado
con un inoéculo inicial de 600 000 células/mL para cada
réplica. Se realizé un control negativo para cada uno
de los tratamientos con el mismo volumen final y en
ausencia de inoculo.

El conteo celular para los tratamientos se lo realizd
cada seis horas hasta la declinacion del nimero de
células utilizando la camara de Neubauer.

Una vez obtenidos los resultados de la cinética se
procedid al analisis estadistico mediante la prueba de
varianza de Kruskall-Wallis no paramétrico utilizando
los programas estadisticos Simfit 7.0 y SPSS 19.

Sintesis enzimatica

Se utilizo el medio de cultivo starch agar con almidon
soluble al 1 % (p/v) para la produccion de amilasas,
skim milk agar con leche descremada al 1 % (v/v) para
la produccion de proteasas y para la produccion de
lipasas el agar sierra al 1 % de tween 80 (v/v).

Se prepararon cinco placas de cada medio a pH7 y 70
ppt de NaCl, cuatro de las cuales fueron sembradas
con el aislado bacteriano y una designada como control
negativo (sin indculo). La siembra de las colonias
fue realizada con un asa de platino en el centro de
las placas (9.20 mm de diametro) y posteriormente
incubados a 30°C durante cinco dias.

La presencia o ausencia de degradacion de los
sustratos por la produccion de enzimas, se determind
mediante la medicion de un halo consumo-sustrato
cada 24 horas; con el fin de revelar el halo en agar de
almidoén se coloco lugol al 10 % v/v.
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Resultados

Aislamiento e identificacion

Se logro obtener aislados de Pseudomonas spp. en
el agar King B suplementado con la solucion de sales
al 5 % (Fig. 1). Ademas, las pruebas bioquimicas
realizadas determinaron que el aislado es muy cercano
a Pseudomonas fluorescens (Tabla 1).

Figura 1. Tincion de Gram (negativo) del aislado de P cf.
fluorescens aislada de las salinas de Ecuasal (10X).

Tabla 1. Resultado de las pruebas bioquimicas de P cf.
fluorescens.

Test Resultado

Crecimiento a 37°C +
Crecimiento a 42°C

Licuefaccion de la gelatina +
Arginina dihidrolasa +
Oxidacion de la glucosa +
Oxidacion de la lactosa d+
Oxidacion del manitol +
Motilidad +
Prueba de indol d-
Citrato Simmons +
Citocromo Oxidasa +

d+ = 90% positivo; d- = 90% negativo

Prueba de Halotolerancia

El cultivo realizado a 2 M NaCl llegé a un nimero
maximo de 4 133 333 + 285 346 cel/mL a las 36 horas
con una velocidad de crecimiento (u) de 0.054 h'y
una tasa de duplicacion (td) 12.93 h. En 3 M NaCl el
nimero maximo fue de 5 680 000 + 105 830 cel/mL a
las 48 horas con una p= 0.047 h™' y un td= 14.80 h y
para 4 M NaCl el nimero maximo fue 5 906 666 + 305
505 cel/mL a las 48 horas, con una p= 0.048 h' y un
td= 14.54 h. (Fig. 2).

El analisis estadistico no paramétrico de Kruskall Wallis
determind que no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos 2 M, 3 M y 4 M de NaCl con un
p> 0.05 siendo H= 1.723 (Tabla 2).

También se observo que entre las medias de crecimiento
no se encontraron diferencias significativas (Fig. 3);
sin embargo, los tratamientos a 3 M y 4 M NaCl fueron
los que presentaron la mayor densidad celular.

Tabla 2. Analisis estadistico de Kruskall Wallis no paramétrico
en la prueba de halotolerancia.

Tamafo Rango Coeficiente
Fuente > p-Valor
muestral medio H
2M 10 12.55 1.723 0.423
3M 10 17.35
4M 10 16.6
6.60E+06
5.60E+06 /i/—I\\I
4.60E+06 ¥ \I
§ 3.60E+06
3

2.60E+06 /5{/
1.60E+06 /;_,

6.00E+05 #
0 6 12 24 30 36 42 48 54 60
HORAS
——2M 3M —4—4M

Figura 2. Medias de la cinética de crecimiento con desviacion
estandar a distintas concentraciones de NaCl para P cf.
fluorescens.
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Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes en los tratamientos de
halotolerancia para P. cf. fluorescens.

Sintesis enzimatica

Se observaron halos enzimaticos en los sustratos de
leche descremada y almidon soluble demostrando la
produccion de enzimas proteoliticas y amiloliticas,
mientras que el sustrato para obtener lipasas no
present6 halo de produccion enzimatica (Fig. 4).

La sintesis enzimatica alcanzdé su mayor produccion

luego de 96 horas de haber sido inoculadas (Fig. 5),
siendo la enzima proteasa cuyo sustrato fue leche
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descremada la que obtuvo el mejor resultado, con
un halo de 30+0.82 mm de diametro, mientras, el
sustrato utilizado para producir amilasas con una
base de almidéon soluble fue el segundo de mayor
produccion con un diametro de halo de 22.5+1.73 mm.

Figura 4. Halos enzimaticos producidos por P. cf fluorescens.
A) Agar de almidon con lugol para deteccion de actividad
amilolitica. B) Agar de leche descremada para deteccion de
actividad proteolitica.
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Figura 5. Medias de los diametros de halos enzimaticos
(mm) con su desviacion estandar para amilasas y proteasas
producidos diariamente por P. cf. fluorescens.

Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion son
similares a los de Narvaez (2007), que también
determind la actividad proteolitica para el género
Pseudomonas aislada de las salinas de Ecuasal, donde
present6 halos de diametros cercanos a los resultados
obtenidos en este trabajo para proteasas, las cuales
también fueron las de mayor actividad hidrolitica.

Las pruebas bioquimicas aplicadas al aislado de las
salinas de Ecuasal coinciden en un 90 % con las pruebas
de identificacion para Pseudomonas fluorescens
descritas por Cowan (1974) y Forbes et al. (2009),
siendo esta la razon por lo que se denomina a esta
especie aislada como Pseudomonas cf. fluorescens.

El tiempo de duplicacion de 14.09+1.3 h y la velocidad
de crecimiento de 0.050+0.004 h' observados entre
los tratamientos realizados a P. cf. fluorescens son
muy cercanos a los previamente reportados para P
fluorescens (11.19 h 'y 0.062 h™', respectivamente; en
Marquez, Piramanrique, Carrascal, Clavijo & Quevedo,
2007). Esta similitud en el crecimiento demuestra la
normalidad en la division celular de P. cf. fluorescens
a2M,3My4Mde NaCl.
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Los datos obtenidos a partir de la prueba de
halotolerancia a 3 M y 4 M de NaCl registraron los
mayores valores de velocidad de crecimiento, siendo
la concentracion de 4 M de NaCl el mejor tratamiento,
al registrar el menor tiempo de duplicacion y la mayor
densidad celular. Consecuentemente, el aislado de P.
cf. fluorescens es una bacteria halofila extrema al
encontrarse en el rango de salinidad optimo para este
grupo de bacterias (2.5-5.2 M de NaCl; segun Kuhsner
& Kamekura, 1988).

P. cf. fluorescens produce en mayor proporcion
enzimas proteoliticas utilizando leche descremada
como sustrato y en menor proporcion amilasas en
sustrato de almidon soluble en una concentracion de
70 ppt de NaCl a 30 °C y no produce enzimas lipasas
utilizando tween 80 como sustrato.

Recomendaciones

Realizar la caracterizacion molecular de la cepa
Pseudomonas cf. fluorescens para obtener una
confirmacion definitiva de su identidad taxonémica.

Evaluar la produccion de enzimas de P. cf. fluorescens
en altas concentraciones de temperatura y salinidad.

Agradecimientos

Los autores agradecen a la Facultad de Ciencias
Naturales y sus autoridades por permitir la
realizacion de esta investigacion en el Laboratorio de
Biotecnologia; y al Prometeo Adolfo Borges Ph.D, por
su ayuda en la elaboracion de este documento.

Referencias

Bertus, B. (2003). Extremophiles as a source for novel
enzymes. IMEnz. Bioengineering BV. Elsevier Science Ltd.
The Netherlands.

Brenner, D., Krieg, N. & Staley, J. (2005). The Proteobacteria.
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 2C (2™
edition). pp. 1388. New York, US: Springer publishing.

Canovas, D., Vargas, C., Csonkja, L., Ventosa, A. & Nieto,
J. (1996). Osmoprotectants in Halomonas elongata: high
affinity betaine transport system and choline-betaine
pathway. J Bacteriol. 178, pp.7221-7226.

Cowan, S. (1974). Cowan and Steel s manual for identification
of medical bacteria (2™ edition). pp.26-27. Cambridge:
Cambridge University Press.

Forbes, B., Sahm, D. & Weissfeld, A. (2009). Bailey y Scott
Diagndstico microbiologico (12 edicion). pp.340-344.
Editorial panamericana.

Gupta, A., Roy, I., Patel, R., Singh, S., Khare S. & Gupta, M.
(2005). One step purification and characterization of an
alkaliphilic protease from haloalkaliphilic Bacillus sp. J.
Chromatogr A. 1075 (1-2): pp.103-108.

Joshi, R., Ravindranathan, T., Bastawade, K., Gkhale, D.,
Kalkote, U., & Sudge, S. (2000). Halophilic Pseudomonas
strain having accession no. NCIM 5209 (ATCC 55940) and a
process for preparing D(-) Ncarbamoylphenylglycine using
said strain. Patent US6121024.

Kuhsner, D. & Kamekura, M. (1988). Physiology of halophilic
eubacteria. In: Rodriguez, F. (ed) Halophilic bacteria, vol
1. pp109-138. Boca Raton: CRC Press.


http://www.springer.com/life+sciences/book/978-0-387-24145-6

Rev. Cient. Cien. Nat. Ambien. 9(1):21-25
Junio 2015

Santos & Villalta « Halotolerancia y sintesis
enzimatica en Pseudomonas cf. fluorescens aislada de
las piscinas de Ecuasal, Santa Elena, Ecuador

Marquez, C., Piramanrique, K., Carrascal, A., Clavijo, B.
& Quevedo, B. (2007). Determinacion cuantitativa de
proteasas de bacterias psicrotroficas aisladas de leche
cruda. Nova-publicacion cientifica. 5: pp.14-24.

Martinez, M., Quesada, E., Martinez, F. & Béjar, V. (2004).
A taxonomica study to establish the relationship between
exopolysaccharide producing bacterial strains living in
diverse hypersaline habitats. Curr Microbiol. 48: pp.348-
353.

Narvaez, V. (2007). Aislamiento e identificacion de bacterias
aerobias halofilas con actividad proteolitica procedentes
de piscinas de la industria de sal ECUASAL localizada en
Santa Elena-Ecuador. (Tesis de licenciatura). Escuela
Superior Politécnica del Ejército. Ecuador. Recuperado de:
http://repositorio.espe.edu.ec/bitstream/21000/580/1/
T-ESPE-025287.pdf

Red hemisférica de reservas para aves playeras (RHRAP).
(2009). Western Hemisphere Shorebird Reserve Network.
Recuperado de: http://www.whsrn.org/es/perfil-de-sitio/
lagunas-de-ecuasal

Rodriguez, F. (1993). Introduction to saline environments.
In: Vreeland, R. & Hochstein, L. (Eds.). The Biology of
Halophilic Bacteria. pp.1-23. Boca Raton: CRC Press.

Saxena, S. (2015). Applied Microbiology. New York, US:
Springer publishing. DOI: 10.1007/978-81-322-2259-0

Statgraphics Plus Version 5.1. (2000). Satitiscal Graphics
Corp. Magnugistics, Inc. Rockville, MD.

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Version 19.
(2010). International Business Machines Corp. Armonk, US.

Stosz, S., Weiner, R., & Coyne, V. (1995). Agarase system from
Alteromonas strain 2- 40. Patent U85418156.

Sudge, S., Bastawde, K., Gokhale, D., Kalkote, U. &
Ravindranathan, T. (1998). Production of D-hydantoinase
by halophilic Pseudomonas sp. NCIM 5109. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 45: pp.594-599.

Ventosa, A., Nieto, J. & Oren, A. (1998). Biology of moderately
halophilic aerobic bacteria. Microbiology and Molecular
Biology Reviews. 62: pp.504- 544.

25



Rev. Cient. Cien. Nat. Ambien. 9(1):26-32 Escobar-Alban, et al. « Analisis Socio-Ambiental de
Junio 2015 ISSN: 1390-8413 la Utilizacion de Albarradas en Los Recintos Cacheli
Grande y Miraflores del Canton Ventanas, Ecuador

Analisis Socio-Ambiental de la utilizacion de Albarradas
en los recintos Cacheli Grande y Miraflores del cantén
Ventanas, Ecuador

Socio-Environmental Analysis of the use of Albarradas in the enclosures
Cacheli Grande and Miraflores, Ventanas Parish, Ecuador

Arlys E. Escobar Alban'’, Wilson Pozo Guerrero?
& José Antepara Basurto?

' Estudiante de Pregrado de la Escuela de Ciencias Geoldgicas y Ambientales, Facultad de
Ciencias Naturales. Universidad de Guayaquil. (05) 2 734 495, +593987936490
Z Docente de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil, +59304434927
59399897538; wpozog@gye.satnet.net
3 Docente de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil,
+593992430975; jose.anteparab@ug.edu.ec

Recibido 6 de mayo 2015; recibido en forma revisada 16 de mayo 2015, aceptado 8 de junio 2015
Disponible en linea 30 de junio 2015

Resumen

Con el analisis de la problematica socio-ambiental, se realizd6 el mapeo de las albarradas
inventariadas en los recintos Cacheli Grande y Miraflores, en el cantén Ventanas, en la costa de
Ecuador. La albarrada mas grande es de 25 m, la longitud promedio de las albarradas es de 10 m
y la mas pequena tiene 6 m de largo, la profundidad maxima es de 8 m. El 81% de las albarradas
fueron construidas por falta de agua y el 3% con fines recreativos. Se realizaron comprobaciones
en campo de los resultados, asi como un seguimiento fotografico de las albarradas de interés. En
lo social y econodmico, se establecio que 75 % de los socios basan su actividad econémica en la
agricultura, en relacion con el empleo son independientes, en la componente ambiental se verificd
como las albarradas modernas influyen en la modelacion del paisaje, en el abastecimiento de agua
de buena calidad para los cultivos agricolas y en el cauce normal de rios, con el mantenimiento de
los manantiales con plantas propias de la zona. Los beneficios de las albarradas son la recarga de
acuiferos, se debe contrarrestar la erosion hidrica de ciertas areas como también los azolvamientos
por sedimentacion. La vegetacion circundante beneficia al agro ecosistema proveyendo de
humedad a los suelos.

Palabras clave: Agroecosistemas, albarradas, analisis socio-ambiental, calidad del agua, cultivos,
recargas.

Summary

Based on the analysis of environmental and social problems, a map containing the recorded
albarradas was elaborated from Cacheli Grande y Miraflores, in Ventanas Parish, on the coast
of Ecuador. The largest albarrada is of 25 m long, the average size is of 10 m and the smallest
is of 6 m long, the deepest are of 8 m. Of those albarradas, 81% were built as water supply and
3% for recreational purposes. A photo monitoring of earthworks of interest was performed in the
field and result tests were conducted, as well. From the social and economical viewpoints, it was
established that 75% of the partners base the economic activity on agriculture, and that those are
independient in relation to employments; on the environmental component was verified as modern
albarradas influence on shaping landscapes, providing of good quality water for agricultural crops,
and on the normal course of rivers while flowing to form springs with native plants. The benefits
of the albarradas are groundwater recharge, regulating hydric erosion in some areas as well as
the clogging by sedimentation. The surrounding vegetation benefits the agro ecosystem providing
moisture to the soils.

Keywords: Agro-ecosystems, albarradas, crops, earthworks, refills, social-environmental analysis,
water quality.
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Introduccioén

El Ecuador es un territorio con gran diversidad
bioldgica, social y cultural, es por esto que los
trabajos de investigacion deben enmarcarse en estos
tres ambitos y en la interaccion de cada uno de ellos
respecto al otro para fomentar el manejo sostenible y
sustentable de los recursos naturales.

Entendemos que: “Desarrollo sustentable es aquel
estilo de desarrollo que permite simultaneamente el
crecimiento econdmico incorporando la calidad de
vida, la equidad social y la conservacion ambiental
por el caracter de activo economico de los recursos
ambientales, como por su potencial a largo plazo en
la produccion alimenticia, farmacologica e industrial.
Tiene tres objetivos: el crecimiento econdmico,
la equidad social y la sustentabilidad ambiental”
(Marcos, 2004).

Como lo establece la constitucion:

“El territorio del Ecuador constituye una unidad
geografica e historica de dimensiones naturales,
sociales y culturales, legado de nuestros antepasados
y pueblos ancestrales” (Constitucion de la RepUblica
del Ecuador, 2008).

El Ecuador tiene periodos ciclicos con momentos
de abundancia de agua, como es el caso de la
presencia del Evento del Nifio, un evento Océano-
Atmosférico, cuya intensidad se va diluyendo para
esperar un evento débil, similar a un invierno con
precipitaciones pluviales medianas, los agricultores
se han visto obligados a tomar medidas para el auto
abastecimiento de agua para uso doméstico y para
el mantenimiento de sus cultivos, es por esta razon
que recurrieron a la construccion de albarradas:
humedales lénticos artificiales o reservorios de agua
artificial (Marcos, 2004).

Los miembros de la Asociacion 25 de Junio, en su
necesidad de conservar el recurso agua por mayor
tiempo y enfrentarse a las sequias, han recurrido
a la construccion de albarradas para mejorar sus
cultivos, sin embargo el componente ambiental
se ha visto afectado. Si bien las albarradas
mitigan en gran magnitud la carencia de agua,
estas causan alteraciones el equilibrio hidrico
del sector, debido a que en esta zona los esteros
o riachuelos que se encuentran son de primer
o segundo orden, conocidos también como rios
intermitentes.

La construccion de las albarradas se las realizd
sin previo estudio técnico, basado en la empirea
ancestral, lo que ocasiona que el flujo normal del agua
se vea afectado en las zonas mas bajas, ya sea por
los efectos de inviernos fuertes que reciben caudales
maximos que sumados a la construccion anti-técnica
de los muros o compuertas de retencion se destruyen
y arrastran los sedimentos que se depositan en las
zonas bajas, causando el azolvamiento en esteros o
riachuelos.

Aunque el agua que se logra captar por las albarradas
en invierno sirve para los cultivos en verano, esta
agua no es destinada para el consumo humano, debido
a que los habitantes prefieren consumir el agua de
los pozos.

El area de estudio donde se desarroll6 el proyecto
de investigacion es la Asociacion 25 de junio, la cual
abarca los recintos Cacheli Grande y Miraflores, en
la costa de Ecuador. La cobertura vegetal es muy
baja, los principales cultivos son cacao (Theobroma
cacao L.), maiz: (Zea mays L.) y café (coffea spp.)
(INIAP I. , 1987), ademas, se puede observar en
un porcentaje minimo remanentes de un bosque
himedo muy alterado (BHma) (Sistema Nacional de
Informacion).

El clima que presenta esta zona es megatérmico
himedo, con un rango de temperatura atmosférica
media de entre 25y 26°C y presenta una precipitacion
anual media de 2200 a 2300 mm, sin riesgo de
deslizamientos, debido a que se trata de zonas bajas,
aunque ciertas zonas presentan una pendiente de hasta
un 25%.

Los beneficiarios del presente estudio lo constituyen
de manera directa los socios que forman parte
de la Asociacion 25 de junio, asi como también las
140 personas que conforman las familias de los
encuestados, quienes verificaran el beneficio de la
informacion producto del presente estudio.

Aproximadamente hace tres anos, los miembros de la
Asociacion 25 de junio de los Recintos Cacheli Grande
y Miraflores del Canton Ventanas, localizadas entre las
ciudades de Ventanas y Echeandia en el limite de las
provincias de Bolivar y Los Rios, con 32 socios activos,
se han visto en la necesidad de construir un sistema de
aprovisionamiento para riego a través de albarradas.

Ventanas es uno de los cantones que mas maiz produce
en la provincia y el Litoral ecuatoriano, por lo que
se la cataloga como la Capital Maicera del Ecuador.
Cada ano siembra alrededor de 40.000 hectareas que
producen aproximadamente 40 millones de quintales
(Prefectura de Los Rios, 2010).

Como establece la constitucion:

“Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en
un ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado,
que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak
kawsay” (Constitucion de la Republica del Ecuador,
2008).

Métodos

Se procedi6 a recopilar informacion bibliografica
de libros (fisicos y digitales), realizar encuestas,
cuestionarios, entrevistas con los miembros de la
asociacion y ademas se llevd un registro fotografico
del estado actual de las albarradas, los cuales sirvieron
para la elaboracion del Diagnostico Socio-Ambiental.
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El registro de las albarradas se realizd por medio de
coordenadas geograficas UTM (Fernandez-Coppel),
que se tomaron con un GPS marca Garmin.

Resultados

Se realizoé un inventario de 42 albarradas ubicadas
en los Recintos Cacheli Grande y Miraflores, estas
fueron registradas en varias salidas de campo en las
propiedades de los socios, por medio de coordenadas
con Datum U.T.M WGS84. Con estos datos se procedio
a realizar un mapeo de la ubicacion y distribucion de
las albarradas (Fig. 1).

El inventario realizado se lo llevo a cabo elaborando
un cbdigo alfanumérico (INPC, 2014) de registro
internom escrito sin espacios, unido exclusivamente
por guiones medios, y se coloco en el siguiente orden
AA25J-000 (Fig. 2), donde:

AA25J = Albarrada Asociacion 25 de junio
000 = Corresponde a el nimero de albarrada existente
registrada.

Se encuesté a un total de 32 socios de la Asociacion 25
de junio, para obtener testimonios orales y escritos
con el proposito de averiguar hechos, opiniones,
datos relevantes de la zona de estudio, se realizé un
diseno de 31 preguntas para determinar mediante
informacion cruzada las condiciones de las albarradas,
beneficios sociales y problemas ambientales de
acuerdo al criterio de los duenos de estas.

Figura 1. Registro de inventario de albarradas.

Se realiz6 el diagnostico socio-ambiental agrupando
los resultados de las encuestas en 3 componentes:
Social, econémico y ambiental.

o Componente Social.- Se refiere a la composicion
de la poblacion como por ejemplo, cantidad de
individuos, localizacion, distribucion por sexo y
en grupos segun su identidad cultural, asi como
los servicios sociales, vivienda, salud, educacion
ya que existe la preocupacion y necesidad
de considerar a los grupos de involucrados,
beneficiarios Ultimos como una parte activa y
transcendental de los proyectos (Herrera Franco,
2012).
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Figura 2. Albarradas inventariadas en los recintos Cacheli Grande y Miraflores del canton Ventanas, Ecuador.
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e Componente Econdémico.- Esta relacionado con
las actividades productivas de la region, volumen
de produccion y comercializacion de los mismos,
es decir, los componentes econémicos son las
actividades del hombre y utiliza los recursos de
la naturaleza.

e Componente Ambiental.- Comprende las
caracteristicas respecto al suelo, vegetacion,
clima, recursos hidricos, entre otros, es decir,
todos los componentes bioticos y abidticos que
existen en la naturaleza. Este componente tiene
por objeto contribuir al mejor uso del Ambiente
y de los Recursos Naturales, preservando su
potencialidad de produccion e introduciendo el
uso de tecnologias no degradantes (Contreras,
1991).

Resultados del componente Social

Entre los resultados del componente social se presenta
la poblacion segin las edades y sus respectivos
porcentajes (Tabla 1).

Tabla 1. Socios por su edad y en porcentajes.

Edad/afios Porcentaje
51 - 60 25
31-40 22
21-30 3

Es indispensable que las personas mas jovenes formen parte
de la asociacion para asi fortalecerla y que los conocimientos
de los mayores no se pierdan. Respecto al género de los socios
se puede apreciar una clara diferencia entre hombres 66% y
mujeres 34%.

En relacion a la cultura y costumbres de los socios se
pudo identificar que un porcentaje alto 66% de socios,
se identifican como montubios mientras que el 34% de
socios se identifica como mestizos.

A partir de las respuestas de los socios respecto a el
motivo de la construccion de las albarradas, se obtuvo
que el 81% de los socios construyeron sus albarradas
debido a la falta de agua en verano debido a que esta
escasea mucho en esta zona y ellos necesitan buscar
autoabastecerse, un 3% construyeron albarrdas para
fines recreativos, el 16% del total de socios no tienen
albarradas (Fig. 3).

Debido a la falta de agua en verano se procedio a
la construccion de las albarradas como una obra
entregada por la prefectura de Los Rios, en lo que se
estipula fue entre el afo 2010 y 2011 de acuerdo a
datos obtenidos a través de los socios.

Adicionalmente, se estableci6 que el mayor
porcentaje de los socios afirmo que el principal
proposito para la construccion de las albarradas es
para el mantenimiento de los cultivos agricolas,
principalmente para el riego de cacao (Theobroma
cacao L.) (fig. 4).

Con respecto a la capacidad de captacion de las
albarradas, los resultados expresan que en el mes de
noviembre escasea el agua; algunas captan muy poca
agua y en otras el agua que logran captar se infiltra
demasiado rapido y se seca.

Seglin la estimacion respecto a las dimensiones, se
obtuvo que el promedio de las albarradas construidas
es de 10 m de largo por 8 metros de profundidad (Fig.
5), la albarrada mas pequena tiene 6 m de largo y 4
metros de ancho, mientras que la mas grande tiene
unos 25 m de largo.

Cabe recalcar que la albarrada mas larga es en la que
se juntan 2 albarradas formando un solo reservorio
que da como medida unos 50 m de largo por 12 m
de ancho, asi mismo, la profundidad media de estas
albarradas es de 7 u 8 m ya que solo hasta ese punto
llegaba el brazo hidraulico de la retroexcavadora
utilizada.

Con respecto al componente social, los recintos
involucrados cuentan con dos escuelas, una ubicada
en el recinto Cacheli Grande llamada “Escuela Pueblo
Viejo” y la otra ubicada en el recinto Miraflores
llamada “Escuela Ventanas”; sin embargo, carecen
de centro de atencion médica, el mas cercano se
encuentra en el recinto Los Angeles.

Resultados del componente econémico

En relacion a la ocupacion de los socios el 75% de
las personas se dedican a la agricultura, el quehacer
doméstico es la segunda ocupacion, con un 19%, el
restante se dedica a otras actividades.

En cuanto a la modalidad de empleo, los socios en su
mayoria son trabajadores independientes.

Respecto a la utilizacion de las tierras, el mayor
porcentaje de personas utiliza sus tierras para
cultivos transitorios como el maiz (Zea mays L.)
en primer lugar y a la vez utilizan sus tierras para
cultivos permanentes como el café (Coffea spp.) o
cacao (Theobroma cacao L.) (INIAP, 1987), no obstante
también podemos encontrar tierras con sembrios de
arboles, como la teca (Tectona grandis L.s.) y la boya
(Ochroma pyramidale Cav. ex Lam.), ademas también
encontramos tierras con predominios de vegetacion
natural.

Se establecio que las personas utilizan mas de 5 has.
para cultivos agricolas transitorios y varias hectareas
de tierras son destinadas al cultivo de cacao y café,
algunas de estas personas arriendan tierras para poder
realizar sus cultivos transitorios (Fig. 6).

La frecuencia de estos cultivos agricolas se los realiza
una vez al ano; cuando la lluvia lo permite se lo puede
realizar hasta dos veces al ano (Fig. 7).

La fuente de agua para los cultivos agricolas es el
agua lluvia que cae en invierno, en verano riegan los
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cultivos de cacao o café con agua de las albarradas o
agua de algun rio cercano.

Resultados del componente Ambiental

En lo que respecta al cuidado y mantenimiento de
las albarradas, la mayoria de las personas se encarga
de limpiar las orillas y cortar las malezas, asi como
sembrar “sombras” como cafas guadua (Guadua
angustifolia; Fig. 8), tacuara (Guadua trinii), paja
toquilla (Carludovica palmata), bijao (Calathea
lutea), arboles de boya/balsa (Ochroma pyramidale),
niguito (Muntingia calabura), ciruelas/ovo de la Costa
(Spondias spp.) y arbustos para mantener el agua de
estas albarradas por mayor tiempo y mas limpia.

El 16% de los involucrados afirma que no se les da
mantenimiento a las albarradas en la época invernal,
debido a que en esa temporada no la utilizan, otros no
le dan mantenimiento ni en invierno ni en verano. Un
3% de los socios afirma que cuando podian le sacaban
la tierra que entraba a las albarradas para que no le
disminuya la profundidad, ademas, ciertas albarradas
contienen peces.

Con respecto a la calidad de agua de las albarradas,
segun el criterio de los socios el 47% afirma que el
agua es buena, el 13% sehalan que es de excelente
calidad, mientras que el 13% dicen que el agua de su
albarrada es inadecuada (Fig. 10).

Segun los resultados del Analisis de Calidad de Agua
para Riego obtenidos por el laboratorio del INIAP, el
agua analizada cumple los parametros establecidos
por lo cual el agua sirve para riego de los cultivos
agricolas sin afectar al cultivo o suelo involucrado
(Tabla 2).

Cabe recalcar que cada una de las nueve albarradas
seleccionadas para su analisis en el laboratorio,
presentan desechos, como residuos de envases de
plaguicidas (Fig. 9).

Durante la estacion invernal, el agua de la lluvia
fluye hacia los esteros mas cercanos que son
de comportamiento estacional (intermitentes).
Ocasionalmente, el agua que esta en las albarradas
rebosa y entonces sigue su curso natural, segun la
pendiente, hacia los esteros.

En lo que respecta al manejo de los recursos naturales,
una albarrada se la construye para 2 o 3 usuarios,
por lo general tienen una profundidad de 8 a9 my
medidas de 20 x 5 m o 10 x 10 m, dependiendo de
la cantidad de hectareas que posean los agricultores.
Una albarrada abastece para 5 o 10 ha. de cultivos y
se las construyo para riego de cacao y café (Prefectura
de Los Rios, 2014).

Los pagos anuales por concesion de agua para uso
doméstico y/o agricola son de aproximadamente $2,
entre los pozos debe haber una distancia minima
de 500 m para que no haya afectacion alguna. Las
concesiones para uso agricola e industrial tienen un
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Figura 3. Albarrada utilizada por personas para banarse (cod.
AA25J-019)

Figura 4. Albarrada ubicada dentro de un cultivo de cacao
(Theobroma cacao L.) (cod. AA25J-013)

Figura 5. Albarrada promedio.

Figura 6. Cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) con sistema
de riego por aspersion.
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Figura 8. Guadua angustifolia sembrada en las orillas de las
albarradas.

Figura 9. Restos de envases de plaguicida, cercano a estero
y albarrada.

Tabla 2.- Resultados de calidad de agua para riego. INIAP 2014

tiempo de 10 anos renovables. Las concesiones para
uso doméstico son indefinidas (SENAGUA, 2014).

Se procedid a realizar breves charlas a la comunidad
acerca de lo que son las albarradas, su historia,
mantenimiento, beneficios e impactos.

Discusion

Del total de socios, un 13% afirmé que su agua es de
dudosa calidad, pero de acuerdo a los analisis de
agua para riego realizados en el INIAP se confirma
que el agua, de las albarradas analizadas, cumple con
indicadores de calidad para ese fin.

Los registros de recursos naturales a través de
inventarios permiten llevar un seguimiento para su
manejo, de manera que sirve para que los socios y
autoridades competentes puedan hacer uso de este,
de modo que la informacion generada no sea producida
solamente para los archivos de las bibliotecas (Dublin,
1983).

Las personas estan conscientes de que el azolvamiento
en ciertas zonas es evidente y que una medida para
controlar la sedimentacion y asolvamiento es el
método del dragado (DePablo, 1995). En el caso de
las albarradas, la medida es retirar los sedimentos
a través de una maquina buldozer. Aunque este
método es solamente correctivo ya que, transcurrido
suficiente tiempo, el azolve volvera a acumularse.

La capacitacion Ambiental es imprescindible
para los socios, quienes estan de acuerdo. La
educacion ambiental debe ser un proceso continuo
y de retroalimentacion mediante la experimentacion
constante. El conocimiento debe ser transmitido entre
las diferentes generaciones, para que los jovenes
pobladores no desmejoren los avances logrados
(Sanchez Cortéz, 2010)

En cuanto al equilibrio hidrico de la zona, KASHYAPA
A. S. YAPA, recomienda la construccion de pequenas
albarradas para abastecimiento individual de agua.
Sin embargo, antes de construirlas debemos analizar
su comportamiento frente a una lluvia fuerte, con la
finalidad de que no se constituya ningun riesgo para
sus vecinos aguas abajo, debido a que algunos de los
vecinos de los socios se han visto afectados por la
construccion de albarradas a corta distancia.

Ne . _|ldentificacién del Lote /e me/L mea/L pH RAS PSI % Na | Clase
Laboratorio CE Ca Mg Na K *C03 | *HCo3| *cl | *so4
1644]Cédigo AA25J-001 134 5.2 2.1 13.2 33 ND 0.8 0.3 <LC 6.5 1.0 1.0 57.0 C1s1
1644]Cédigo AA25J-002 920 6.6 2.7 11.4 2.9 ND 0.8 0.2 <LC 6.7 1.0 <1 47.0 C1s1
1644)Codigo AA25J-003 87 6 2.3 9.6 3 ND 0.7 0.3 <LC 7.1 1.0 <1 46.0 C1s1
1644 Cédigo AA25J-004 84 5.4 2 8.8 2.4 ND 0.8 0.2 <LC 6.2 1.0 <1 47.0 C1s1
1644)Cédigo AA25J-007 68 5.4 2.1 15.2 2.4 ND 0.6 0.5 <LC 6.2 1.0 1.0 60.0 C1s1
1644]Cédigo AA25J-013 64 4.32 17 10.6 4.24 ND 0.5 0.6 <LC 6.3 1.0 <1 56.0 Cis1
1644])Codigo AA25J-019 67 5.3 19 11.4 3.1 ND 0.4 0.3 <LC 6.3 1.0 <1 54.0 C1s1
1644]Cédigo AA25J-020 79 5.5 17 10.4 5.5 ND 0.4 0.8 <LC 6.8 1.0 <1 52.0 Cis1
1644]Codigo AA25)-038/039 | 112.7 10.6 3.6 11 4.3 ND 0.6 0.8 <LC 6.7 1.0 <1 37.0 C1S1
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Si bien La Prefectura de Los Rios establece que una
albarrada se la construye para 2 6 3 usuarios, abastece
de 5 a 10 ha. de cultivos, destinando las albarradas
solo para riego de café y cacao, esto no se cumple ya
que cada uno de los socios llega a tener entre una a
dos, lo cual seglin también contradice lo establecido,
que la distancia minima entre pozos y/o albarradas
debe de ser de 500 m para que no haya afectacion
alguna (SENAGUA, 2014).

Conclusiones

Los beneficios de las albarradas en esta area son la
recarga de los acuiferos a largo plazo y abastecer de
agua a los sectores involucrados en la investigacion,
asi como, mantener la cobertura vegetal nativa en su
alrededor.

Basado en los parametros de calidad de agua para
riego, la calidad de las aguas de las nueve albarradas
referenciales dentro del area de estudio es apta,
ademas, se la puede llegar a utilizar para consumo
humano siempre y cuando se realice un tratamiento
adecuado.

Se detectd la erosion hidrica de varias albarradas
generando que el arrastre de los sedimentos se
deposite en los cauces fluviales intermitentes en
sectores mas bajos y cause azolvamiento.

Recomendaciones

Es necesario que los socios concesionen
adecuadamente sus fuentes de agua para consumo
humano, como son los pozos, esteros y las fuentes de
agua para riego (albarradas).

Establecer politicas internas para el manejo correcto
y mantenimiento de las albarradas.

El manejo de los desechos de envases vacios de
plaguicidas es indispensable para garantizar que el
agua que se encuentra en las albarradas, esteros,
riachuelos, pozos y aguas subterraneas, no sea
afectada.
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La Revista Cientifica de Ciencias Naturales vy
Ambientales, es una revista cientifica-académica de
la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de
Guayaquil. Su objetivo es contribuir a la produccion
cientifica, su socializacion y debate, en el ambito de
las Ciencias Naturales y Ambientales. La publicacion
es semestral en los meses de julio y diciembre.

Los autores pueden someter sus trabajos a la Revista
Cientifica de Ciencias Naturales y Ambientales,
en espafol o inglés. Deben asumir los siguientes
lineamientos, los articulos que no lo sigan seran
rechazados o devueltos para que se realicen las
correcciones pertinentes:

Tipos de articulos
1. La Revista Cientifica de Ciencias Naturales y

Ambientales publicara articulos sobre diversos

aspectos de las Ciencias Naturales, pudiendo ser

de cuatro tipos:

e  Deinvestigacion, que reportan investigacion
basica original relacionada con los campos
de las ciencias antes descritas, usando
enfoques cualitativos, cuantitativos o
mixtos.

. De revision, que contribuyan al progreso de
la produccion de conocimiento en alguno de
los campos de las ciencias antes descritas.
Se trata de manuscritos orientados a
sintetizar investigacion cientifica previa,
a discutir problemas metodologicos o
conceptuales.

e  De discusion, que contribuyan a la discusion
de los diversos aspectos de las Ciencias
antes descritas.

. De ensayo.

No se publicaran articulos que expresen

exclusivamente  opiniones,  anécdotas o

interpretaciones no fundamentadas.

Originalidad

2. Los trabajos deben ser originales e inéditos. No
deben haber sido presentados en otra editorial
simultaneamente.

Componentes de los escritos

3. La estructura de los documentos presentados
contendran los siguientes apartados:
a) Titulo

* Correspondencia de la revista:
E-mail: revistacienciasnaturales@ug.edu.ec

b)  Resumen

c) Palabras clave

d) Introduccion

e) Materiales y métodos
f)  Resultados

g)  Discusion

h)  Conclusiones

i)  Recomendaciones

j)  Referencias

4.  El “Titulo” debe incluir la siguiente informacion:

a) Titulo del articulo, éste debe estar en
Espanol e Inglés.

b) Nombre completo del autor o de los
autores; éste debe tener un soélo apellido,
en caso de incluir el apellido materno los
dos apellidos deben estar unidos con un
guion, por ejemplo: Torres-Pinto.

c) Nombre y direccion completa de la
institucion, centro de estudio o trabajo
actual a la que pertenece y posicion
que desempefia, incluyendo nUmeros
telefonicos y correo electroénico.

Los datos personales facilitados por los autores

a esta revista se usardn exclusivamente para

los fines declarados por la misma, no estando

disponibles para ningun otro proposito.

5.  El resumen debe estar escrito en espanol e
inglés y no debe superar las 200 palabras. Este
debe resumir la informacion sobre el proposito,
objetivos e hipotesis del trabajo, asi como su
procedimiento, resultados y conclusion.

6. Después del resumen se indicaran cuatro
palabras clave en espanol e inglés, esas deben
de estar escritas en orden alfabético segiin cada
idioma. Con este fin se utilizara el Tesauro de la
UNESCO (Consulte en: http://databases.unesco.
org/thessp/).

7. Las referencias deben de incluirse todas y
Unicamente las publicaciones citadas en el texto.

Normas de estilo

8. Los trabajos deben ser compatibles con Microsoft
Word. La extension no debe superar las 7.000
palabras, incluyendo el titulo, el resumen, las
referencias bibliograficas, tablas y figuras.

9. Deben estar configurados en formato A4, con
letra Times New Roman de 12 puntos con
interlineado de 1,5, a una columna, justificado
al margen izquierdo.
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10. Para la entrega del documento, las tablas y
las figuras deben estar aparte del archivo, no
incluido.

11. Las imagenes, las fotografias en blanco y negro
deben tener una resolucion minima de 300 dpi,
las fotografias a color deben tener una resolucion
minima de 600 dpi y las ilustraciones o dibujos
en blanco y negro deben tener una resolucion de
1.200 dpi. en formato .jpg, .tiff, .raw o psd.

12. Las tablas deberan estar en excel o algun editor
de hojas de calculo.

13. Se recibiran un maximo de 5 figuras y 5 tablas
por articulo, salvo resolucion editorial para casos
particulares.

14. Toda tabla y figura debe estar citado dentro del
texto del manuscrito.

15. Las leyendas de las tabla o figuras, se deben
colocar al final del documento, después de la
bibliografia, debidamente numeradas.

16. Para la redaccion de los trabajos los autores
deberan apegarse a las pautas del Manual de
Estilo de Chicago de acuerdo con los siguientes
ejemplos:

Cuando se haga referencia de manera general a
una obra, se escribira el apellido del autor, el afo
de publicacion y el nimero de pagina, dentro de
un paréntesis: (Alberti, 2002), o en el caso de dos
autores (Rodriguez y Garcia: 1998); si son mas de dos
autores se anotara (Sanchez et al., 2003).

En el caso de citar obras del mismo autor publicadas
en el mismo afno, esas se ordenaran alfabéticamente
y se les distinguira con una letra minuscula después
del afo: “La poesia no puede sacar partido del
arrepentimiento, pues no bien se plantea este Gltimo,
el escenario es interno” (Kierkegaard, 1992a)...
“Un momento asi exige tranquilidad, no debe ser
perturbado por la reflexion” (Kierkegaard, 1992b). Se
debe citar en orden cronolégico.

La bibliografia debe estar escrita en el mismo
sistema, ordenada alfabética y cronolégicamente
segun corresponda. No usar mayUsculas continuas.
Los apellidos y nombres de los autores deben
estar completos, es decir, no deben anotarse solo
abreviaturas. Como norma general, los titulos de
libros se resefaran en cursiva; y los titulos de articulos
con tipografia normal; véanse los siguientes ejemplos:

Para revistas:

Van Beusekom, C. F. 1971. Revision of Meliosma
(Sabiaceae) section Lorenzanea excepted,
living and fossil, geography and phylogeny.
Blumea 19: 355-529.

Johnson, L. A. S. & B. G. Briggs. 1975. On the
Proteaceae: The evolution and classification
of a southern family. Bot. Jour. Linnean Soc.
70:83-182.

Para libros:
Holdridge, L. R. 1967. Life zone ecology. Edicion
revisada. Tropical Science. Center. San José,
Costa Rica.

Pennington, T. D. 1997. The genus Inga, Botany.

The Royal Botanic Gardens, Kew, United
Kingdom.
Jorgensen, P. M. & S. Ledn-Yanez. 1999.

Catalogue of the Vascular Plants of Ecuador.
Monogr. Syst. Bot. Missouri Bot. Gard. 75:
1-1181.

Para series monograficas:
Berg, C. C. 1998. Moraceae (excl. Ficus). Flora
of Ecuador 60: 1-128.
Henderson, A. 2000. Bactris (Palmae). Flora
Neotropica Monograph 79: 1-181.

Para capitulos de libros:

Herrera, W. 1985. Clima de Costa Rica. En: L.
D. Gomez (ed.). Vegetacion y clima de Costa
Rica. Vol. 2. Editorial Universidad Estatal a
Distancia, San José, Costa Rica.

Herrera-MacBryde, O., T. R. Maldonado, V.
Jiménez & K. Thomsen. 1997. Osa Peninsula
and Corcovado Nacional Park Costa Rica.
En: S. D. Davis, V. H. Heywood, O. Herrera-
MacBryde, J. Villa-Lobos & A. C. Hamilton
(eds.). Centres of Plant Diversity. A guide and
strategy for their conservation Vol. 3, World
Wildlife Fund, International Conservation
Union.

Para referencias a sitios web:

Para publicaciones disponibles en linea:

Bestland, E. A. & G. Retallack. 1994. Geology
and paleoenvironments of the Clarno unit,
John Day Fossil Beds National Monument,
Oregon. Final report. http://www.nps.
gov/history/history/online_books/joda/
besttland-retallack1/index.htm Consulta
Agosto 2014.

Para publicaciones disponibles en linea que estan
en permanente actualizacion:

Stevens, P. F. 2001, en adelante. Angiosperm
Phylogeny Website. Version 9, June 2008 [en
actualizacion continua]. http://www.mobot.
org/MOBOT /research/APweb/.

Para paginas web de instituciones:

The New York Botanical Garden (NYBG).
Consulta 2010. The C. V. Starr Virtual
Herbarium http://sciweb.nybg.org/science2/
VirtualHerbarium.asp The New York Botanical
Garden, Bronx, New York.

En caso de haber dos o mas publicaciones de un
mismo autor:

Cornejo, X. 2009. Two new species of Pentagonia
(Rubiaceae, Hippotideae) from Colombia and
Ecuador. Novon 19:25-31.

2010. Pentagonia lanciloba: A new
Rubiaceae (Hippotidae) from northwestern
Ecuador. Brittonia 62:7-11.
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En caso de haber dos o mas publicaciones de un
mismo autor y durante el mismo afio, agregar un
literal después del afo:

Cornejo, X. & H. H. Iltis. 2008a. The reinstatement
of Capparidastrum (Capparaceae). Harvard
Pap. Bot. 13:229-236.

——— & ——. 2008b. A revision of the American
species of the genus Crateva (Capparaceae).
Harvard Pap. Bot. 13:121-135.

Proceso editorial

17.

18.

19.

20.

21.

22.

El documento recibido por el editor responsable

pasa por dos procesos de seleccion:

a) El primero se lleva a cabo en el Consejo
Editorial Interno, quien determinara la
pertinencia y solvencia cientifica del
manuscrito.

b) El segundo proceso lo realiza el Consejo
Editorial Externo, segun el sistema de
revision por pares (doble ciego). En el caso
de resultados discrepantes se remitiran a un
tercer dictamen, el cual sera definitivo.

El Consejo Editorial notificara a los autores la
decision de los evaluadores en cuanto a la
aceptacion, solicitud de revision o rechazo
del articulo.
Si el articulo es aceptado para la publicacion,
los editores combinaran los comentarios de
los revisores con sus propias observaciones
editoriales y regresaran el manuscrito al
autor principal para su revision final. Para
su aceptacion final, el autor debe entonces
realizar las correcciones y cambios necesarios.
Usualmente el tiempo dado para los cambios no
sera mayor a dos semanas.
La coordinacion editorial de la revista se reserva
el derecho de hacer correccion de estilo y
cambios editoriales que considere necesarios
para mejorar el trabajo.
Una vez diagramado el texto, se enviara
una prueba de composicion del articulo para
corregir errores y su aprobacion. En este punto
no sera posible hacer cambios en el manuscrito,
sino solamente corregir errores. El autor debe
retornar la prueba de impresion a los editores
maximo una semana después de haberla
recibido.

Si un articulo es publicado en la Revista

Cientifica de Ciencias Naturales y Ambientales,

el articulo sera subido a la pagina web: http://

www.revistacienciasnaturales.com

Declaracion de responsabilidad

23.

Como parte del proceso de envio, se requiere
que los autores indiquen si sus envios cumplen
con las siguientes indicaciones:

a. El envio no ha sido publicado previamente
ni se ha enviado previamente a otra revista
(o se ha proporcionado una explicacion al
Editor responsable).

b. El fichero enviado esta en formato Microsoft
Word o compatible, y no tiene una extension
superior a 7.000 palabras.

c. Eltexto tiene interlineado 1.5; el tamafo de
fuente es 12 puntos y el tipo es Times New
Roman; y todas las ilustraciones, figuras y
tablas estan dentro del texto en el sitio que
les corresponde y no al final.

d. El texto cumple con los requisitos
bibliograficos y de estilo de la norma
Chicago.

e. La pagina “Titulo” incluye todos los datos
identificativos de los autores.

Derechos de autor

24.

Las obras que se publican en esta revista estan

sujetas a los siguientes términos:

a. El Servicio de Publicaciones de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad
de Guayaquil (la editorial) conserva los
derechos patrimoniales (copyright - ©
2015, Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Guayaquil, Ecuador) de las
obras publicadas, y favorece y permite la
reutilizacion de las mismas bajo la licencia
de uso indicada en el literal b.

b. Revista Cientifica de Ciencias Naturales y
Ambientales se publica en version escrita
bajo una licencia http://creativecommons.
org/licenses/by-nc-nd/3.0/ec/. Se pueden
copiar, usar, difundir, transmitir y exponer
publicamente, siempre que: i) se cite la
autoria y la fuente original de su publicacion
(revista e editorial); ii) no se usen para fines
comerciales; iii) se mencione la existencia
y especificaciones de esta licencia de uso.

Presentacion
25. Los articulos deben ser enviados
mediante archivos adjuntos al e-mail:

revistacienciasnaturales@ug.edu.ec, con copia
al editor responsable: carmenbonifaz@hotmail.
com.
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