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1. RESUMEN

El N-fosfonometilglicina (glifosato) es un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura
para el control de malezas, pero su uso continuo y excesivo ha generado problemas de
toxicidad en ecosistemas acuaticos — terrestres por su estabilidad quimica, como es la
biodegradacion y biocumulacién en la cadena tréfica. En el caso de anfibios cumplen un rol
muy fundamental ya que son el grupo de vertebrados considerados excelentes indicadores
ambientales por tener un ciclo de vida, acuatico —terrestre, ademas de desarrollar un papel
importante en el ecosistema como depredador o presa para ayudar a mantener el equilibrio de

la naturaleza.

El presente estudio consistié en caracterizar suelos de actividad agricola de la parroquia La
Esperanza y analizar la presencia de N-fosfonometilglicina por técnicas de HPLC, obteniendo
resultados de 0,1mg.kg™ en suelo removido para siembra de maiz, 0,0 mg.kg? en suelo de
cultivo de maiz en cosecha y 0,4mg.kg™ en suelo de cultivo de cebada, ademas evaluar la
dosis letal en renacuajos de la rana marsupial andina Gastrotheca riobambae con la finalidad

de dar a conocer su importancia como bioindicador.

El ensayo toxicologico refleja diferentes comportamientos en renacuajos de la Gastrotheca
riobambae tales como agresividad, periodo de inactividad y finalmente la muerte, la DLso fue
7487,26mg.I" y la DL1go fue 9791,44mg.I"! con una mortalidad total de la poblacion.

Palabras claves: Toxicidad, N-fosfonometilglicina, Gastrotheca riobambae, anuros



2. ABSTRACT

N-phosphonomethylglycine (glyphosate) is a herbicide widely used in agriculture for the
control of weeds, but its continuous and excessive use has generated problems of toxicity in
aquatic - terrestrial ecosystems due to its chemical stability, such as biodegradation and
biocumulation in the food chain. In the case of amphibians they play a very fundamental role
since they are the group of vertebrates considered excellent environmental indicators for
having a life cycle, aquatic -terrestrial, in addition to developing an important role in the

ecosystem as a predator or prey to help maintain the balance of nature.

The present study consisted in characterizing agricultural activity soils of the La Esperanza
parish and analyzing the presence of N-phosphonomethylglycine by HPLC techniques,
obtaining results of 0.1mg.kg™ in soil removed for maize sowing, 0.0 mg .kg™* in maize crop
soil in harvest and 0.4mg.kg™ in barley culture soil, in addition to evaluate the lethal dose in
tadpoles of the Andean marsupial frog Gastrotheca riobambae with the purpose of publicizing

its importance as a bioindicator.

The toxicological test reflects different behaviors in tadpoles of the Gastrotheca riobambae
such as aggressiveness, inactivity period and finally death, the LDsg was 7487.26mg.l-1 and

the DL1oo was 9791.44mg.l-1 with a total mortality of the population

Key Words: Toxicity, N-phosphonomethylglycine, Gastrotheca riobambae, anurans.

Xi



INDICE DE CONTENIDOS

CERFIFICACION ..ottt ettt sttt i
APROBACION DEL TRIBUNAL ......oouivveieisieeeeeeseeeseesees s sessesees s sesseesese st sstes s senseanes i
ACTA DE CESION DE DERECHOS .......oouriiieeeeceeeceseseeeies s sesees s sesseesess st snseanes iv
AUTORIA ..ottt ettt ettt st v

DECLARACION DE COMPORTAMIENTO ETICO EN LA ELABORACION,

DESARROLLO Y EVALUACION DE TRABAJOS DE TITULACION.......c.cocoovvvvrrrene, vii
DEDICATORIA Lottt b et sbe e ab e et e e e s e e nneeanreennees viii
AGRADECIMIENTO ..ttt n e iX
1. RESUMEN ...ttt b et b et e e s e e n e e reeenne e X
2. ABSTRACT .ttt r e n e res Xi
3. INTRODUCCION.......ooiiiirieeeteetese e eses st s st ssn s ass s en s s 1
3.1  Planteamiento del problema...........cocooiiiiiiiiiie e 2
3.2 JUSHIFICACION. ...ttt ettt 3
3.3 ODJBLIVOS ...ttt bbb 3
3.3. 1 ODJELIVO GENEIAL.......cueiieiiiec e 3
3.3.2  ODJetivos ESPECITICOS .....veeeuiiiieisieitie et 3

K I o 1110 L [OOSR 4
4., ESTADO DEL ARTE ..ottt 5
Ot R = T T0T=T 057 |0 1SR OURRUPPPRRS 5
4.1.1  Clases de BIOBNSAYO ........cccvieiiiiiiieiie it e sieesie e stee e stee e e ae et esne e sreeaaeenree s 5
4,111 LetaleS Y AQUAO ...ocvveiieciie ettt 5
4.1.1.2 SUD-1€taleS 0 CrONICAS ........coeiviiiiiiieieieee e 6
4.1.2  0OrganismO de STUAIO .......civieiiieiiie et 6

xii



4.2  Caracteristicas del glifOSato ..........cccoveiiiiieiieie e 6

4.2.1  Presencia en el ambiente.........ccoiiiiiiiiiiiecise e 7
4.2.1.1 MOVIIIOA. ..ot e 7
4.2.1.2  PEISISIENCIA ...cveveveieiiiiteeeii ettt 8
4.2.1.3 Toxicidad en SiStemas ACUALICOS .........curueririririerieisie et 8
4.2.1.4 Toxicidad en anfibios.........cccooiiiiiiiii e 8
4.3  Descripcion de (Gastrotheca riobambag)...........covvvereiiiniieine e, 9
4.3.1  CaracteriStiCas geNEraleS.........ccouiiiiriririinieiei e 9
4.3.2  TAXONOMIA ettt sttt ettt sttt ettt eseebe b eene e 10
4.3.3  EStructura DIOIOQICA ......c.coeiueieieieiieeie e 10
4.3.4  AlIMENTACION ..ot bbbt 11
4.3.5  MAUIEZ SEXUAL .....coiiiiiiiiiiieeee e 11
N ST = =T o] o 1o L1 o od o] o ISR 11
4.3.7  Requerimientos ambientales..........c.cccveiiiiiii e 12
T R A o 11 T TP 12
4.3.7.2 HUMEOA ..ottt 13
4.3.7.3  TOMPEIALUIA ....eeiveieiiiieeeiiieesiiee et e et e e et e e st e srb e s ssb e e e nnb e e e seeeasseeeanseeeanes 13
4.3.8  Valor COMEICIAL.........couiiiiiiiiee e 13
4.3.9  Estudios de toxicidad en la rana marsupial andina como bioindicador .............. 14
5. MATERIALES Y METODOS .....ooiiiieeteeeeeeeseesetesssessesssssessessssassssssssssssasssssssssssssassassssassssens 15
5.1  Caracteristicas del area en eStUIO .........ccveveieriereieiiieee s 15
5.2 IMAIEITAIES ...t bbbt 16
521 IMALEITAS PIIMAS. ...eiueiiieieieitesie sttt sttt ettt sttt b e bbbt s e 16
522 IMALEIIAIES ... 16

xiii



5.2.3  EQUIPOS weeeuveeeieiteete et st ste et ste et st ettt et re et et te e be et e raenneena e raenteenaenres 16

5.2.4  REACHIVOS. ... .ottt 17
D.2.5  OMIOS. ...ttt 17
5.3 Tip0 de iNVESTIGACION ....cveiuieiicie ettt ens 17
5.3.1  INVestigacion dESCIIPLIVA ........coueiririeieiiiieieese e 17
5.3.2  Investigacion experimental ..o 17
oI S V11 (oo (o] (oo I OSSPSR 18
ST 5 R =od o1 ToF: T USSP 18
5.4.1.1 ODBSEIVACION ....veiiieiiiiiieeiee sttt bbbt sttt st eb et e e en s 18
55  Manejo y analisis de datos ........cccccveererieiniieieere e 18
551 ValADIES ..o e 18
5.5.1.1 Independientes: Dosis de N-fosfonometilglicina...........cccccevviveieiiiiiciecienn, 18
5.5.1.2 Variable dependiente ...........cccoeiuiiiiiiiic s 18
5.5.1.3  Variables de CONrol ..ot 19
552 ANAISIS @StAAISICO . ...c.eiviitiieieieiiiee e 19
5.6  Manejo del BNSAYO.........cciiieiieie et 20
5.6.1  Caracterizacion del suelo de la parroquia La ESperanza ............ccccoceeveieeiennn, 20
5.6.1.1 TOMA A8 MUESEIAS ....uveueenriteteiti sttt sttt 20
5.6.1.1.1  MUESEIA 08 SUEIO ...t 20
5.6.2  ANAIISIS U8 MUESIIAS ....eveueeiiieieiieierieee ettt an s 22
5.6.3  Preparacion de muestra de SUEIO..........cceriiiiiiiiiieiee e 22
5.6.4  Estandar de MEdiCION ........cccoiiiiiiiiiieieese e 22
5.6.5  Operacion del cromatografiCo ..........ccceverereiiieiisiseee e 23
5.6.6  AdECUACION 08 ACUAIIOS ....c.veviviitiiiieiieieiesie sttt bbb 23

Xiv



5.6.7  Captura de reNACUAJOS .......cvervrerreiriesireresreesteetesseesteessesseesseasaessaesseaseesseessesseessens 24

5.6.8  Colocacion de los renacuajos en 10S aCUAIIOS ........cvcveieereerieseeseeieseenieaae e 25
5.6.9  SUmMINistro de aliMento ..........ccccuiiiiiiiieiiie s 25
5.6.10 Colocacion de N-fosfonometilglicing..........ccocevveiieiiiicii e 25
5.6.11  Pardmetros eVAIUAAODS .......cc.civeiuiiiiiieieierie et 25
5.6.11.1  Temperatura y PH ....cooiiiiiiiici e 25
5.6.11.2  Conductividad elECtIICa.........c.ccvireieieriere et 26
5.6.11.3  OXIgENO AISUEITO .....oveviiiieiieiieieiee e 27
5.7  Determinacion de la DLso Y DL1oo por HPLC €N AU .......ccceveviveirieeiisicisice i, 28
5.7.1  TOMA AE MUESLIAS ....eeivrereeiriesieesiesiee st eiesreeste e e sseesteeseesreesteaseesreesseaseesseensesneesseas 28
5.7.2  PreparaCion de MUESLIAS ........ccceiriririeiirieieesie st sn s 29
5.7.3  TecnicaapliCada .........cccoeiieiieiieiic st 29
5.74  Procedimiento cromatografiCo..........cccceviiiiiiiiiicii e 29

6. RESULTADOS Y DISCUSION......oiieiiieiieceieesieeeetsieeesees st ses s s s s ssssssasssnesssssssesssnesnes 30
6.1  Georreferenciacion de los puntos de muestro en la parroquia La Esperanza ............ 30
6.2  Determinacion de N-fosfonometilglicina en las muestras de SUel0 ...........ccccveeueenne. 31
6.3 Tamafio de 10S FENACUAJOS .......ccverviriiriiriieiieieie et 32
6.4  Evaluacion de la dosis letal de N-fosfonometilglicina............ccocooeiiiiiniiniiencnnn 32
6.5  Variables d8 CONLIO .......c.oouiiieeee ettt enes 33
6.5.1  TemMPeratura (°C) ..ceeeieieieiiesie sttt 33
B.5.2  PH o et es 35
6.5.3  Conductividad EIECLIICA .......ccueiviiriiieieieee s 37
6.5.4  OXIigeN0 ISUEITO .......ccueeiiieiecieeie et 38
6.6  Determinacion de la DLso DL1oo POr HPLC........ooiiiiiiiiiieiciee e 40

XV



B.7  SENSIDIIAA ...t e e e et e e e e e e e e 41

6.8  MOrtalidad .......ccooeiieiiiie e 42
6.9  Analisis estadistico @ 1a 0Ctava SEMANA...........ccoviirerieiiiireeese e 44
6.10 SOCIAHZACION ...ttt 46
7. CONCLUSIONES. ... oottt ettt sttt saneees 48
8. RECOMENDACIONES ... .ottt 49
9. BIBLIOGRAFIA ..ottt 50

XVi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de N-fosfonometilglicina .........c.ccoeevevieieniiiiiieicienn, 7
Tabla 2. Descripcion taxondmica de la rana marsupial andina (Gastrotheca riobambae)..... 10
Tabla 3. Datos generales de la parroquia La ESPeranza..........ccccceveveeveeiesieseesiesee e 16
Tabla 4. Variable INdependiente .........ccooi i 18
Tabla 5. Disefio experimental (DCA) .....oovoiiieiieece e 19
Tabla 6. Pardmetros de 1as muestras de SUEIO .........couceieiriiiieine e 21
Tabla 7. Técnica aplicada para analisis de N-fosfonometilglicina en suelo por HPLC.......... 22
Tabla 8.Técnica aplicada para analisis de N-fosfonometilglicina en agua por HPLC ........... 29
Tabla 9. Concentracion de N-fosfonometilglicina en muestras de SUEIO ........c.cocevevviieriennnne, 31

Tabla 10 . Determinacion de la Dosis Letal (DL50 y DL100) acumulada en funcion de las
concetraciones de N-fosfonometilglicing............cccovieiicii i 33

Tabla 11.Valores de Temperatura en funcion de las concentraciones de N-fosfonometilglicina

.................................................................................................................................................. 34
Tabla 12. Valores pH en funcién de las concentraciones de N-fosfonometilglicina................ 35
Tabla 13. Valores de Conductividad Eléctrica en funcion de las concentraciones de N-
fOSTONOMELHIGIICING. ....c.oeeeeeeece et 37
Tabla 14. Valores de oxigeno disuelto en funcion de las concentraciones de N-
FOSTONOMELHIGIICING. ... s 38
Tabla 15. Resultados de DLsoy DL1oo de N- fosfonometilglicina por HPLC ............cceoveneee. 40
Tabla 16. DLsp Y DL1oo de N-fosfonometilglicina final .............ccooooviiiiiiniicinnceens 40
Tabla 17. Muerte registrada de los renacuajos durante las 8 semanas en funcion de N-
FOSTONOMELHIGIICING. ... e 43
Tabla 18. Analisis de varianza mortalidad de renacuajos ...........ccccccevveeveeiieiieceeie e 45

Xvii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Metamorfosis de la rana Gastrotheca riobambae ............cccoccovveiiiiiiiiiicic, 12
Figura 2. Parroquia La ESPEIraNZa ........ccccveieeiieiieiieie et se sttt sne e 15
Figura 3.Toma de muestras de suelos parroquia La ESperanza...........cccccceeviveiverecvieseennnnn, 21
Figura 4. AECUACION ACUANIOS .....evevereriesieitiereesiesiesiestestestestesseasaeseeseessessessessessessessessanseesseses 23
Figura 5. Captura de MBNACUAJOS.........eiuirtiriiriieieeiieieie ettt sttt se e bbb se s 24
Figura 6. Toma de medidas de reNACUAJOS .........cveiueerreiieieeie ettt 24
Figura 7. POIENCIOMELIO .......cviiie ittt ettt s ste e re e neenne e 26
Figura 8. CONAUCLIMELIO ......ccviiieiic ittt ettt re et reenne e 27
FIGUIa 9.0XIMELIO . .cueivieiite e ettt sttt en s 28
Figura 10. Puntos de recolecCion de MUESEIAS ........cccereirerieiserienieese e 30
Figura 11. Promedio Temperatura de aCUAIIOS ..........ccccverieeieieeieeriesiesieesieseesre e eee e e 35
Figura 12. Promedio pH de 10S @CUAIIOS ........cueiuieiieeieiicsieeie et 36
Figura 13. Promedio Conductividad Eléctrica de 10S aCuarios ...........c.ccocerevreneresesenennnn. 38
Figura 14. Promedio Oxigeno Disuelto de 10S aCUarios...........cccceereereneneene e, 39

Figura 15. Sensibilidad en renacuajos de Gastrotheca riobambae durante el ensayo de

toxicidad con su respetivo tratamiento. ..........cccveiiiieiiie e 41
Figura 16. Mortandad en las 8 semanas de ensayo con N-fosfonometilglicina...................... 44
Figura 17. Promedio mortalidad por tratamientos de N-fosfonometilglicina................c........ 45
Figura 18. Resultados de la socializacidn de la investigacion .............cccccvevvivievecve e s, 46
Figura 19.Socializacién de la investigacion en la PUCESI ............ccccooeieeviice e, 47

XViii



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. ADIEVIATUIES ..ottt bbbttt bbbttt 54
Anexo 2. Medias de longitud cabeza - cola (tamafo)..........ccccevverieerenin e 55
ANex0 3. Variables de CONTIOl .........ccviiiiie e e 56
Anexo 4. Mortalidad registrada de la Gastrotheca riobambae durante el ensayo ................... 60
Anexo 5. Recoleccion muUestras de SUEIO...........cvivieeieicecc e 61
Anexo 6. Resultados de muestras de SUBIO ..........ccuoviiiiiiiiii s 62
Anexo 7. Protocolo determinacion de N-fosfonometilglicing...........ccooveniiiiiinciicicen, 63
ANEX0 8. DOSIS TELAL......cueeieieieiee e 65
ANEX0 9. RESUITAN0S DL50Y DL100 ctvevvrrveieireriirieniiniiasieiesie e stestestessesseeeeseeseessessessessessesseeneenes 66
ANEX0 10. ReSUIA00S DL50Y DL100 «rveververierieiieniiniiarieiesie e sie e sieses e see i et sneeneenes 67
Anexo 11. Invitacion a 1a SOCIAlIZACION ...........ccoiiiiiiiiie e 68
ANEXO0 12. SOCIANIZACION ..ottt 69
ANEXO0 13. LiSta 08 ASISTENCIA ...vveveevierierieieiie sttt bbb 70
ANEXO 14, ENCUBSTAS......ceiueteiieitie ittt ettt ettt ekt e e e be e e b e e nnn e e neennee s 71
ANEX0 15. PermiSO del MAE ... ... 72

XiX



3. INTRODUCCION

El N-fosfonometilglicina es uno de los herbicidas mas vendidos a nivel global (Steiner,
Seitz, Wieczorek, Plotner, Isikveren y Hornung 2012), ya que cuenta con formulaciones
comerciales como: Roundup, Rodeo, Rarger y Glyphos. Este compuesto no selectivo, que
tiene efecto residual y es soluble en agua (Ministerio de Justicia y del Derecho, 2000), de
acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas posee clase Il de toxicidad,(moderada) en base a la
categorizacion de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), vale indicar que es el herbicida
mas utilizado para el control de plantas anuales y perennes, hierbas y otras especies herbaceas
(Nivia, 2015).

Investigaciones realizadas en fase de laboratorio sobre la toxicidad del N-
fosfonometilglicina en anuros muestra que el herbicida tiene efectos directos e indirectos ya
que puede ser de levemente a altamente toxico, esto debido a que los anfibios son vulnerables
a cambios ambientales (Relyea, 2005), ademas pueden intervenir otros factores como son el
pH y disponibilidad de alimentacion (Edginton, Sheridan, Stephenson, Thompson y
Boermans, 2004). Otros estudios indican que el ingrediente activo no puede ser directamente
toxico, pero si los compuestos inertes que contiene, como es el caso de la polioxietilamina,

que resulté mas toxica que la sal del glifosato en renacuajos (Henao, Triana y Bernal, 2014).

Su persistencia y degradacion depende en el ambiente y tipo de vegetacidon, en el caso de
sitios forestales puede persistir de 1 a 3 afios, en lugares acuaticos puede permanecer de 12 a
60 dias y en sedimentos de lagunas puede durar hasta un afio todo esto en aplicacion directa
(Damalas y Eleftherohorinos, 2011).

En el Ecuador existe poca informacion sobre la realidad que viven los anfibios frente a los
agroguimicos que se utilizan a diario, de tal forma que se toma como bioincador a la especie
de rana marsupial andina (Gastrotheca riobambae), es un anuro que presenta insuficientes
investigaciones y se encuentra en peligro, de acuerdo a la lista roja de la Union Internacional

para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).



La investigacién busca, por medio de ensayos toxicoldgicos, determinar las dosis letales,
DLso y DLioo del herbicida N-fosfonometilglicina en renacuajos de la rana Gastrotheca

riobambae, bajo condiciones controladas.

3.1 Planteamiento del problema

El crecimiento demografico acelerado ha incrementado la necesidad de producir mayor
cantidad de alimentos en tiempos mas cortos y evitar pérdidas de los mismos, por el cual los
agricultores implementan metodos para tener un mejor rendimiento en sus cosechas. La falta
de informacidn y capacitacion en el uso adecuado de agroquimicos ocasionan problemas al
ambiente a corto, mediano y largo plazo, si bien los paises desarrollados han disminuido su
uso, los paises tropicales siguen utilizando de forma intensiva, es necesario decir que solo el
0.1% del herbicida asperjado llega a la planta, lo restante circula por el ambiente contaminado
suelo, agua y biota (Carvalho, Nhan, Zhong, Tavares y Klaine, 1998).

La contaminacién de los cuerpos de agua ha ido en aumento por el herbicida N-
fosfonometilglicina ya que la mayoria de los agricultores de la comunidad La Espereza
utilizan dicho compuesto para eliminar hiervas y malezas antes y durante el periodo de
cultivo, si bien no se aplica directamente al suelo o cuerpos de agua, una parte de la
concentracion puede llegar al suelo (Haney, Franzluebbers, Porter, Hons, y Zuberer, 2004)y a
través de la escorrentia puede llegar a los cuerpos de agua y contaminar aguas abajo por
varios kildbmetros (Environment, 1999).

La disminucién de la diversidad de anfibios es aproximadamente de un 70%, ya que mas
del 86% de renacuajos mueren por encontrase en charcas contaminadas con glifosato (Relyea,
2005) y si las aspersiones con glifosato siguen en aumento la extension de los anfibios

también sera de una forma acelerada (Coloma y Frenkel, 2012).



3.2 Justificacion

En vista de que los suelos y cuerpos de agua de la parroquia La Esperanza representa un
medio de valiosa importancia para el desarrollo de algunas especies de anfibios como son
Gastrotheca orophylax, Pristimantis curtipes y Gastrotheca riobambae, estos carecen de
estudios de toxicidad de N-fosfonometilglicina en anuros, se realizd el estudio en la especie
Gastrotheca riobambae, para determinar la tolerancia frente a este herbicida, ademas
contribuir al conocimiento sobre el grado de toxicidad y el riesgo que presenta a la
biodiversidad. Es importante destacar que dicha informacion seré entregada a las instituciones
pertinentes y pueda adoptar medidas sobre el manejo y uso adecuado del herbicida para

mantener el cuidado y calidad de suelo y vida acuatica.

3.3 Objetivos
3.3.1 Ohbjetivo general

Evaluar la toxicidad en renacuajos de la rana (Gastrotheca riobambae) en funcion de las
concentraciones de N-fosfonometilglicina mediante un analisis de HPLC para determinacion
de dosis letal.

3.3.2 Objetivos especificos

1. ldentificar areas especificas en las vertientes de la comunidad La Esperanza
mediante una georreferenciacion del lugar para la toma de muestras.

2. Analizar las diferentes muestras tomadas, mediante HPLC para determinacion de
las concentraciones en cada una de ellas.

3. Evaluar la toxicologia de N-fosfonometilglicina en renacuajos de la especie de rana
(Gastrotheca riobambae) para la determinacion de la dosis letal.

4. Socializar la investigacion a grupos relacionados a la conservacion de la
biodiversidad mediante la coordinacion y colaboracién de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador sede Ibarra y el Ministerio del Ambiente para difundir la

informacidn generada.



3.4 Hipotesis
¢La concentracion de N-fosfonometilglicina en el agua, influye en la mortalidad y

sensibilidad de la especie Gastrotheca riobambae?



4. ESTADO DEL ARTE
4.1 Bioensayos

Los bioensayos son técnicas utilizadas para analizar el efecto de la contaminacién sobre los
componentes bioldgicos de sistemas acuaticos, a esto se Ilama bioensayos de ecotoxicidad. Un
bioensayo se define “como una prueba donde un tejido vivo, un organismo o grupo de ellos,
son empleados como reactivos ante un potencial toéxico de alguna sustancia fisiologicamente

activa y en funcion desconocida, cuya actividad se desea investigar (Camifias, 2002).

Los bioensayos permiten evaluar la toxicidad de una muestra sin conocer directamente la
composicion quimica, presentan la ventaja de ser econémicos y obtener resultado rapido (De
la Pefia de Torres y Herrero, 2005), ademas son simples y se pueden emplear para monitoreo
de causa efecto de tipo ambiental. La desventajas de este tipo de ensayo es generar resultados
con informacion no especifica de un compuesto ya que los organismos son sometidos a
diferentes condiciones experimentales, en la cual incluye la muerte del individuo, pero es

dificil determinar todas la causas de dicho efecto a traves de un bioensayo (Castillo, 2004).

4.1.1 Clases de Bioensayo
Los ensayos pueden ser de dos tipos (Rocio, 2006).
4.1.1.1 Letales y agudo

Es la dosis que produce un efecto adverso a un grupo de organismos, durante un tiempo de
exposicion corto de 48 a 96 horas y la respuesta es letal la DLsg es la concentracién toxica que
causa la muerte del 50% de los organismos y la concentracion total DL1oo produce la muerte
del 100% de los organismos expuestos (Pefia, 2005).



4.1.1.2 Sub-letales o crénicas

Esta concentracion no implica la muerte de los organismos en prueba. Por esta razon las
pruebas de toxicidad crénica estan dadas en funcion de la conducta, fecundidad, reproduccion,

crecimiento, desarrollo y bioacumulacion (Pefia, 2005).

4.1.2 Organismo de estudio

La especie de rana Gastrotheca riobambae. Esta especie fue seleccionada por encontrase en
zonas de cultivo asperjadas con N-fosfonometilglicina, ademas es un anuro que segun la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) se encuentra en peligro en
su estado de conservacion, puede ser tolerante a cambios en su habitat, posee una produccion

de renacuajos alta, ya que una hembra adulta pone 130 huevos aproximadamente.

4.2 Caracteristicas del glifosato

El glifosato es un herbicida no selectivo, en 1970 investigadores de la empresa
MONSANTO dieron a conocer su descubrimiento (Baird, Batson, Watson, y Hightower,
2004) . Sus caracteristicas fisicoguimicas se detallan en la Tablal. EI N-fosfonometilglicina es
de clase Il de toxicidad, de acuerdo a la categorizacion de la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) su toxicidad es moderada por la cual funciona como un herbicida de uso general,
ademas se usa para el control de plantas anuales y perennes, hierbas y otras especies
herbaceas (Nivia, 2015).



Tabla 1.

Propiedades fisicoquimicas de N-fosfonometilglicina

Nombre comun (1SO) Glifosato

Nombre quimico (IUPAC)  N-fosfonometilglicina

Pureza minima 9509.kg™
Formula molecular C3HsNOsP
Masa molecular 169
Formula estructural oH
Ho- |~ oH

T
Punto de fusion 189,5°C
Punto de ebullicién Descomposicion
Apariencia Cristal incoloro
Densidad relativa 1,075 kg.m?3
Solubilidad en agua 10,5- 0,2 g.I*
Flamabilidad No altamente inflamable
Propiedades explosivas No explosivo

Fuente : Elaboracién propia .Tomado de (Ministerio de Justicia y del Derecho, 2000)

4.2.1 Presenciaen el ambiente

4.2.1.1 Movilidad

Es poco movil en el suelo por lo cual su degradacion es lenta, por lo que puede filtrarse
hacia agua subterraneas, su absorcion depende del tipo de suelo. Si los suelos tienen menor
contenido de 6xido de hierro y alto contenido de cobre su absorcion es menor (Bozzo, 2010),
ademas algunos suelos liberan 15 %, otros el 80 % y hasta 100% de lo absorbido y a traves de
la escorrentia puede ir directamente hacia desagues y aguas superficiales. (Environment,
1999).



4.2.1.2 Persistencia

Su persistencia y degradacion depende en el ambiente y tipo de vegetacion, en el caso de
sitios forestales puede persistir de 1 a 3 afios, en lugares acuaticos puede permanecer de 12 a
60 dias y en sedimentos de lagunas puede durar hasta un afio si la aspersion es directa (Bozzo,
2010), diversos autores han mencionado que el glifosato tiene un efecto de inhibir el
crecimiento de algunos parasitos (UNL, 2010), ademas en nematodos como lombrices,

hongos y una variedad de especies microbianas (Ostera, Malanga y Puntarulo, 2016).

4.2.1.3 Toxicidad en sistemas acuaticos

Las investigaciones realizadas muestran que las concentraciones de N-fosfonometilglicina
pueden afectar a diferentes organismos acuaticos desde algas microscépicas, hasta peces y
moluscos, unos de los efectos fue la muerte de gusanos acuéticos, cambios en las células de
hepéticas de las carpas (Cyprinus carpio). En el caso de fitoplancton y perifiton muestran
cambios en la estructura de poblacién microbiana (Gill, Sethi, Mohan, Datta, y Girdhar, 2018),
las comunidades microbianas marinas también se ven alteradas ya que el glifosato llega a
través de escorrentias a las costas marinas (Stachowski, 2008).Este herbicida puede adherirse a
particulas de suelo y ser toxico y biodisponible para individuos que se alientan por filtracion,

tal es el caso de moluscos y crustaceos (Bustos, 2012).

4.2.1.4 Toxicidad en anfibios

Los resultados de varios estudios sobre toxicidad indican que las especies que mas se
pierden son predadoras de plagas en cultivos agricolas y forestales, esta pérdida genera
impactos significativos, ya que las plagas bajan el rendimiento y calidad de cultivos (Relyea,
2005).

La disminucion de las especies de anfibios alrededor del mundo es alta, se estima que una

de cada tres especies esta en peligro de extincion (Williams, Kroes, y Munro, 2000).Las



causas son la perdida, fragmentacion de hébitats, enfermedades y contaminacion ambiental
(Relyea, 2005).

Los efectos que genera este herbicida son malformaciones morfoldgicas externas
(craneofaciales, bucales, en los o0jos y curvatura de la aleta caudal), ademés de alteraciones en
la estructura cartilaginosa por disrupcion en la formacién de colageno y dafios en el esqueleto

hiobranquial (Arboleda, Solano, Romero y Gémez, 2000).

4.3 Descripcién de (Gastrotheca riobambae)

4.3.1 Caracteristicas generales

La rana marsupial andina se encuentra distribuida en los andes de Sudamerica ( Duellman,
1987), a nivel del Ecuador se distribuye en los bosques y valles interandinos de las provincias
de Carchi, Imbabura, Pichincha y Chimborazo(Coloma y Frenkel, 2012). Es una rana que
puede encontrase junto a fuentes de agua como pozas, lagunas, riachuelos, y suelos pantanosos
(Merino y Coloma, 2005). Las hembras adultas pueden diferenciarse de los machos porque
tiene una bolsa en su espalda para incubar a sus crias denominado marsupio (Moya, Alarcon, y
del Pino, 2007)La alimentacion en estado de renacuajos es de material vegetal y los adultos

consumen de pequefios invertebrados (Coloma y Frenkel, 2012).



4.3.2 Taxonomia

Tabla 2.

Descripcidn taxondmica de la rana marsupial andina (Gastrotheca riobambae)

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata

Superclase Gnathostomata

Clase Amphibia
Orden Anura
Suborden Neobatrachia
Familia Hemiphractidae
Género Gastrotheca
Especie Gastrotheca
Riobambae

Fuente: Elaboracion propia.Tomado de ( Duellman, 1987)

4.3.3 Estructura biologica

En etapa de renacuajos presentan una piel lisa de color oscuro. En etapa juvenil y adulta los
colores dominantes son el verde y café claro, los machos pueden llegar a medir entre 5,6cm
siendo mas pequefios que las hembras, ya que ellas pueden medir 6,6 cm de longitud rostro-
cloacal (Duellman, 1987).

Su cuerpo robusto puede dividirse en dos partes cabeza y tronco, la boca es grande que se
extiende por toda su cabeza ancha. La abertura cloacal esta ubicada en extremo caudal del
cuerpo. Ademas como toda rana posee extremidades posteriores mas largas que las anteriores,

importante para facilitar el salto (Coloma y Frenkel, 2012).
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4.3.4 Alimentacion

Son omnivoros ya que en etapa de renacuajos se alimentan de algas y materia organica y en
su etapa adulta puede alimentarse de mosquitos, plagas de cultivos y hasta lombrices. (Coloma
y Frenkel, 2012).

4.3.5 Madurez sexual

La madurez sexual puede alcanzar entre los 7 y 8 meses (Duellman y Maness, 1980) vale
indicar que esto depende de las condiciones nutricionales y ambientales favorables, como:
influencia de la lluvia, temperatura y luminosidad (Michaels, Downie y Campbell-Palmer,
2014).

4.3.6 Reproduccion

El macho fecunda los huevos después de que la hembra libera los huevos, introduciéndolos
con sus patas traseras en el marsupio de la hembra. Dentro de esta cavidad cada huevo tiene su

propia membrana protectora que permite en intercambio de nutrientes.

La madre transporta entre 100 y 130 embriones en un periodo de 60 a 120 dias hasta la
eclosion de renacuajos (Villota y Duellman, 2012) cada huevo mide 3mm de diametro, la
madre extrae uno a uno con sus patas traseras. Los renacuajos recién salidos branquias que les
permite respirar, ademas su metamorfosis se cumple durante 3 meses donde las ranas ya

pueden salir del agua hacia la vida terrestre (Duellman, 1987).
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5 dias 20 dias

28 dias dias 45 90 dias

Figura 1. Metamorfosis de la rana Gastrotheca riobambae
Fuente: Elaboracion propia. Tomado de (Coloma, 2008)

4.3.7 Requerimientos ambientales

4.3.7.1 Agua

El agua es un factor importante en la reproduccion de la rana marsupial andina, ya que ellos
no la toman, sino que la absorben a travées de su piel permeable con una parte de oxigeno que

les ayuda a no sofocarse.

El Ecuador al tener estaciones secas donde el agua y alimentos son mas escasos, este tipo
de especies entran en una etapa de suefio estival que es semejante a la hibernacion que puede
ayudar ahorrar energias y sobrevivir a la sequia, ademas de ocultan en madrigueras
subterraneas frescas y himedas, desarrollando una capa de piel gruesa para atrapar la humedad

y ayudar a la reparacion (Michaels et al., 2014).
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4.3.7.2 Humedad

Este factor es importante porque ayuda a estimular los comportamientos reproductivos, sin
necesidad de tener fuertes lluvias, ademas favorece a la respiracion de la especie. (Alexander y
Eischeid, 2001).

4.3.7.3 Temperatura

La rana marsupial andina se encuentra mayormente distribuida en bosques o lugares
templados a una temperatura de 18°C a 24°C, siendo este rango ideal para los procesos
reproductivos de crecimiento de la especie (Michaels, Downie y Campbell-Palmer 2014).

4.3.7.4 Luz

Este factor ayuda en procesos metabolicos, construccién de tejidos, desarrollo vy
fortalecimiento 6seo. Ademaés, incide en el comportamiento y reproduccién (Alexander y
Eischeid, 2001).

4.3.8 Valor comercial

No posee valor comercial industrial, alimenticio, farmacéutico o comercializacion para

acuaterrarios, su especie se ha visto afectada por la pérdida de habitat y no por valores

comerciales (Alexander y Eischeid, 2001).
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4.3.9 Estudios de toxicidad en la rana marsupial andina como bioindicador

En las investigaciones realizadas la rana marsupial andina no tiene registros como
bioindicador pero hay investigaciones con respecto a manejo, crianza, estado poblacional de la
especie y distribucion de la misma.

Una investigacion realizd la evaluacion del ciclo reproductivo de la Gastrotheca
riobambae, en el Centro Experimental Académico Salache de la Universidad de Cotopaxi
generando resultados de comportamiento, cortejo, periodo de incubacion, ademas de
establecer una poblacion viable para la conservacion de la especie, esta investigacion estuvo
encabezada por Paola Pacheco como postulante, previo a la obtencion del titulo médico

veterinario y zootecnista, en la ciudad de Latacunga Ecuador (Pacheco, 2015).

La Escuela de Biologia de la Universidad Central del Ecuador Ilevo a cabo la investigacion
del estado poblacional y relaciones ecoldgicas de Gastrotheca riobambae en dos localidades
del volcan Pasochoa en la provincia de Pichincha, con el objetivo de capturar la especie y
verificar cuantos individuos se obtiene por cada kilometro cuadro en época lluviosa y verificar
el estado de conservacion que se encuentra la rana marsupial andina. El trabajo inicio en 2009
por un grupo de cuatro investigadores (Ramirez y Rodriguez, 2011).

En el 2013 un grupo de investigadores del Departamento de Biologia de la Universidad de
Tolima-Colombia realizan un estudio de laboratorio de efectos letales y subletales del
glifosato en embriones de anuros colombianos , Engystomops pustulosus, Rhinella humboldti,
Rhinella marina y Hypsiboas crepitans con el objetivo de determinar la DLso, obteniendo
resultados que la especie Engystomops pustulosus es méas tolerante a una concentracion DLso
3033,18ug.I"t y la més sensible fue Rhinella marina CLso 1421,46ug.I"t. Los efectos de las
concentraciones fueron una reduccion significativa de tamafio corporal y retraso en el

desarrollo de los embriones.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Caracteristicas del area en estudio

Figura 2. Parroquia La Esperanza
Fuente: Google Earth, 2017.
Elaborado por: El autor
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Tabla 3.

Datos generales de la parroquia La Esperanza

Provincia Imbabura
Canton Ibarra
Parroquia La Esperanza
Altitud 2430 m.s.n.m
Temperatura 16 °C
Precipitacion 758,6mm
Humedad relativa 74%

Poblacion 7363 habitantes

Fuente: Elaboracion propia. Tomado de GAD parroquial La Esperanza, 2015

5.2 Materiales

5.2.1 Materias primas

- Alimento para renacuajos (Algas filamentosas marron y semillas de Callistemon
citrinus)

5.2.2 Materiales

- Botellas plésticas

- Peceras de vidrio

- Guantes quirdrgicos

- Micro pipetas de 100ul y 1000ul

- Vasos de precipitacion

- Cubeta de 10ml

- Calibrador

- Linterna

5.2.3 Equipos

- Potenciometro

- Oximetro

- Conductimetro

- Equipo HPLC
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- Computadora

- Cémara

5.2.4 Reactivos

- N-fosfonometilglicina
5.25 Otros

- Libreta de apuntes

- Mandil

- Esferos

5.3 Tipo de investigacion

Esta investigacion fue de tipo descriptiva y experimental.

5.3.1 Investigacion descriptiva
En ella se plasma las caracteristicas 0 rasgos que presenta el objeto en estudio (Avila,
2006)

Por medio de esta investigacion se describid las caracteristicas que presentaba. Los
renacuajos de Gastrotheca riobambae sometidos a diferentes dosis de N-fosfonometilglicina.

5.3.2 Investigacion experimental
Esta investigacion tiene como finalidad determinar la causa y efecto de variables o factores
experimentales y utiliza sistemas aleatorios para la seleccién de muestras (Avila, 2006)

En el ensayo se manejaron tres dosis experimentales que no han sido probadas en
condiciones controladas con anterioridad y de este modo se describe lo que produce en cada

uno de los renacuajos.
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5.4 Metodologia
5.4.1 Técnicas

5.4.1.1 Observacion

Es una técnica fundamental para observar con atencion el fendmeno y tomar esa
informacién para su posterior analisis (Kawulich, 2005) Se observo la sensibilidad y

mortalidad de los renacuajos en cada uno de los tratamientos al ser sometidos a diferente dosis
de N-fosfonometilglicina.

5.5 Manejo y analisis de datos
55.1 Variables

5.5.1.1 Independientes: Dosis de N-fosfonometilglicina

Tabla 4.

Variable independiente

Dosis de N-fosfonometilglicina

Alta 576mg/I
Media 288mg/I
Baja 144mg/I

Fuente: El autor

Las dosis iniciales de cada uno de los tratamientos (alta, media y baja) que se presenta en la
Tabla 4, fueron tomadas de estudios similares realizados en Colombia por Henao, Vasquez y
Bautista en el 2014, la cual fueron dosis letales DLsg en especies de anfibios.

5.5.1.2 Variable dependiente
e Porcentaje de mortalidad
e Sensibilidad
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5.5.1.3 Variables de control
e pH
e Conductividad
e Temperatura

e Oxigeno disuelto

5.5.2 Andlisis estadistico

Tabla 5.

Disefio experimental (DCA)

Repeticiones Tratamientos

Tl T2 T3 T4
RI T1RI T2RI T3RI T4RI
RII T1RII T2RII T3RII T4RII
RIII TIRINI  T2RHI  T3RII  T4RII

Fuente: El autor

Para el desarrollo del disefio experimental, se implementaron 12 acuarios de cristal que
contenian 8 renacuajos de Gastrotheca riobambae independientemente, ademas los acuarios
tenian forma ovalada de 20cm de diametro con una capacidad de 2 litros cada uno, fueron
acoplados con agua de reservorio, algas y semillas de cepillo chino simulando un reservorio
natural para renacuajos.

Los analisis se realizaron en el programa estadistico R (version 3.2.3). Este bioensayo de
toxicidad se evalud en tres concentraciones mas el testigo con tres repeticiones, es decir con
12 unidades experimentales en un disefio completamente al azar (DCA), la eficacia de los
tratamientos se evalu6 a través de un analisis de varianza (ADEVA) y prueba de significancia
Tukey 5%.
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5.6 Manejo del ensayo

5.6.1 Caracterizacion del suelo de la parroquia La Esperanza

Para el andlisis fisico-quimico de tomaron tres muestras de suelo de tres puntos diferentes de
suelos agricolas.

5.6.1.1 Toma de muestras

5.6.1.1.1 Muestra de suelo

- Para la recoleccion de muestras de suelo destinadas al analisis de glifosato se realizé lo
siguiente:

- Reconocimiento de suelos de agricolas que estén aledafios de las vertientes de la
parroquia la Esperanza.

- Toma de la muestra de suelo con un barreno y puesta en fundas, ademas todas las
muestras fueron etiquetadas y transportadas al laboratorio como se muestra en la
Figura 3.

- Las muestras fueron tomadas de suelos removidos para siembra, de cultivo de maiz y
cebada.

- Previo al analisis para determinar la concentracion de N-fosfonometilglicina en las
muestras de suelo se evaluaron los siguientes parametros: humedad, textura, densidad,

materia organica, pH y conductividad eléctrica como se muestra en la Tabla 6.
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Figura 3.Toma de muestras de suelos parroquia La Esperanza
Fuente: El autor

En la Tabla 6 se muestra la evaluacion de 7 parametros (humedad, textura, densidad aparente,

materia organica pH y conductividad eléctrica) en las muestras de suelo previo al andlisis de

N- fosfonometilglicina.

Tabla 6.

Parametros de las muestras de suelo

Item Muestras valores Método

M1 M2 M3
Humedad 22 % 20 % 18 % Gravimétrico
Textura 30 % arena, 28 % arena, 24 % arena, Textural —

19 % limo, 21 % limo, 26 % limo, Bouyoucus.

51 % arcilla. 51 % arcilla. 50 % arcilla.
Densidad
aparente 1,19g.cm®  1,09g.cm®  095g.cm®  Psl 202
Materia
Organica 2,2% 2,7% 1,9% Walkley-Black
pH 7,01 6,42 5,95

Potenciometro

Conductividad 0,16 ms.cm™ 0,06 ms.cm™® 0,11 ms.cm®  Conductimetro

eléctrica

de sonda

Fuente: Datos de Laboratorio
Elaborado por: El autor
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5.6.2 Andlisis de muestras
Las concentraciones de N-fosfonometilglicina encontradas en las diferentes muestras de

suelo se analizaron por HPLC.

5.6.3 Preparacion de muestra de suelo

- Las muestras de suelo fueron tratadas biofisicamente por el protocolo PSL-113. En
tubos de propileno de 15 ml, se procede a mezclar 0,1 g de suelo mas 4 ml de
tetraborato de sodio 0,05 mol.1, agitandolas 60 min, para luego centrifugar a 4000

rpm por 15 min. Posteriormente el sobrenadante se procede a derivar.

- De las muestras procesadas se toman 300 ul de la solucion sobrenadante y se incuban
con 228 ul de NQS 0,03 mol.I'* en HCI 0,1 mol.I"t. 60 ul de estandar interno de 4-
aminoantipirina 100 mg.I"%, aforado a 1 ml con una solucion de tetraborato de sodio
0,05 mol.I"t. Con ajuste de pH a 9,4. Esta mezcla se tiene que incubar en un bafio
termostatado 60°C por 5 min. Una vez frio, se adicionan 60 pl de HC1 0,25 mol.1?,
para direccionar compuestos neutros. La solucidn se filtra con acetato de celulosa 0,45

um y finalmente se inyecta en un sistema cromatogréafico.

5.6.4 Estandar de medicién
Tabla 7.

Técnica aplicada para analisis de N-fosfonometilglicina en suelo por HPLC

Columna C18
Bomba PU-2089
Horno de columna CO-2067
Detector UV (UV-2070)
Modo de bomba LPG1
Temperatura de la columna 23-25°C
Volumen de inyeccion 20pl
Tiempo de retencion 10 min
Detectores UV 217 nm

Fuente: Elaboracion propia. Tomada de (Rodriguez, Guerrero y Castro, 2002)
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5.6.5 Operacion del cromatogréafico
Preparar varias concentraciones a partir de un estandar del glifosato de 100 ppm; siendo ésta la
solucion madre, asi se obtuvo soluciones de 50, 25 y 10 mg.It, empleadas para la curva de

calibracién estandar.

Las muestras se analizan con cromatografia de liquidos CL (PerkinElmer MA, USA), UV-Vis
a 217 nm. Conectado a un inyector manual con un loop externo de 20 pl, con una columna C-
18 como fase estacionaria. La fase movil es 1% de &cido acético-metanol (60:40 v/v) a un

flujo de 1 ml/min, a temperatura de 23-25°C.

5.6.6 Adecuacion de acuarios

Se implementé un total de 12 recipientes de vidrio que fueron adecuados para colocar
renacuajos de la especie Gastrotheca riobambae, a cada una se coloco dos litros de agua, de
reservorio y algas como se muestra en la Figura 4, para equilibrar el cambio de habitat.

Figura 4. Adecuacion acuarios
Fuente: El autor
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5.6.7 Captura de renacuajos

La muestra de renacuajos destinados al analisis toxicologico del glifosato (N-
fosfonometilglicina) se realizé lo siguiente:
- Serealiz6 la captura por manipulacion directa.
- Un total de 96 especimenes capturados, previamente fueron colocados en una cubeta
de 10 litros con agua del lugar donde se los encontr6 como se muestra en la Figura 5.
- Fueron transportados al laboratorio y colocados en los acuarios
- Antes de ser colocados en los acuarios se tomo la medida de longitud cabeza- cola

como se muestra en la Figura 6.

Figura 5. Captura de renacuajos
Fuente: El autor

Yo v_ ¥
Figura 6. Toma de medidas de renacuajos
Fuente: El autor
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5.6.8 Colocacion de los renacuajos en los acuarios

La colocacion de los renacuajos fue homogénea, un total de 96 individuos distribuidos en

12 acuarios, cada uno con un total de 8 especimenes.

5.6.9 Suministro de alimento

El suministro de alimento fue cada tres dias, con algas y semillas de Callistemon citrinus
del reservorio de la Pontifica Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra, durante los 7 dias
de aclimatacion y las ocho semanas de ensayo, ademas de medir pardmetros, temperatura, pH,
oxigeno disuelto, y conductividad eléctrica.

5.6.10 Colocacién de N-fosfonometilglicina
El suministro de la dosis de N-fosfonometilglicina fue a las ocho de la mafiana cada 7 dias
iniciando con dosis base que fueron: 144mg.I"t (dosis baja), 288mg.I"* (dosis media) y 576

mg.I"! (dosis alta) a la siguiente semana fueron duplicadas cada una de las dosis, hasta alcanzar
la dosis letal de DL50 y DLo.

5.6.11 Parametros evaluados
5.6.11.1 Temperaturay pH
Parametro medido antes de las duplicaciones N-fosfonometlglicina durante y después. El

equipo utilizado fue el potenciometro: modelo pH 5 plus, LaMotte, con lectura directa de ISE

(electrodos de idn selectivo), de rango 0 a 14 pH como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Potenciémetro
Fuente: El autor

- La pared del potenciémetro se lavo con agua destilada previo a la lectura y al finalizar

el procedimiento
- Se midieron las concentraciones de pH y temperatura directamente de los acuarios,

esperando que se estabilice el valor para poder tomar los datos.

5.6.11.2 Conductividad eléctrica

Pardmetro medido antes de las duplicaciones de glifosato durante y después. El equipo
utilizado fue el Conductimetro: Modelo CON 6 plus, LaMotte, con lectura directa de rango 0 a

199,9 us.cm
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Figura 8. Conductimetro
Fuente: El autor

- Se lavd las paredes del conductimetro con agua destilada previo a la lectura y al
finalizar el procedimiento
- Las concentraciones de conductividad eléctrica fueron tomadas directamente de las

peceras, esperando que se estabilice el valor para poder anotar los datos.
5.6.11.3 Oxigeno disuelto
Pardmetro medido antes de las duplicaciones glifosato durante y después. El equipo

utilizado fue el oximetro. Modelo pro20, YSI, de rango 0 a 50 mg.I"* como indica la

Figura 9.
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Figura 9.0ximetro
Fuente: El autor

- Se comprobo que el equipo este calibrado, para tener lecturas exactas.

- Antes y después de la toma de datos se lavd las paredes del oximetro con agua
destilada para no alterar los valores

- La concentracion de oxigeno se tomd directamente de las peceras, esperando que se

estabilice el valor y anotar los datos obtenidos.

5.7 Determinacion de la DLso y DL1oo por HPLC en agua
Una vez terminado el ensayo se realizé el andlisis del N-fosfonometiliglicina en agua, para
determinar la concentracion DLso y DL1go, por HPLC vy verificar si hay diferencia con los

resultados de la dosis acumulada.
5.7.1 Toma de muestras

Se tomd 250ml de agua en envases plasticos de los diferentes acuarios, se etiqueto y se

[levo a laboratorio para su analisis.
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5.7.2 Preparacion de muestras
Se tomo los 250ml de agua de las dosis DLsoy DL 100 de N-fosfonometilglicina y se filtro

dos veces, dejando preparada la muestra para ser corrida en el equipo HPLC.

5.7.3 Técnica aplicada

Tabla 8.

Técnica aplicada para analisis de N-fosfonometilglicina en agua por HPL

Columna C18
Bomba PU-2089
Horno de columna CO-2067
Detector UV (UV-2070)
Modo de bomba LPG1
Temperatura de la columna 23-25°C
Volumen de inyeccion 20 pl
Tiempo de retencion 10 min
Detectores UV 217 nm

Fuente: Elaboracion propia. Tomado de (Rodriguez, H.; Guerrero, J. y Castro, 2002)

5.7.4 Procedimiento cromatografico
Las muestras se analizan con cromatografia de liquidos CL (PerkinElmer MA, USA), UV-Vis
a 217 nm. Conectado a un inyector manual con un loop externo de 20 pl, con una columna C-
18 como fase estacionaria. La fase movil es 1% de acido acético-metanol (60:40 v/v) a un

flujo de 1 ml/min, a temperatura de 23-25°C.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Georreferenciacion de los puntos de muestro en la parroquia La Esperanza

Quotvada de Los Florps
°

Qnam;w‘

1§
3
B
ik

-

Figura 10. Puntos de recoleccion de muestras
Fuente: El autor
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6.2 Determinacion de N-fosfonometilglicina en las muestras de suelo

Tabla 9.

Concentracion de N-fosfonometilglicina en muestras de suelo

Concentracion en suelo
Herbicida M1 M2 M3
N- 0,4mg.kg* 0,0mg.kg* 0,01mg.kg*

fosfonometilglicina

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

Nota:
e  M1:P1 remocion de suelo para siembra
e M2:P2 cultivo de maiz
e  M3:P3 cultivo de cebada

Los resultados fueron obtenidos a través del laboratorio Biociencia de la ciudad de Quito
(Anexo 6), los andlisis biofisicos parciales de suelo, son los que estan definidos por la
humedad, textura, contenido de materia organica, pH y conductividad eléctrica. Donde la
densidad de esta describe la cantidad de agua y oxigeno, ademas determinando las
concentraciones de hierro, aluminio, calcio, los cuales infieren en la concentracion de N-
fosfonometilglicina, esto debido a que el N-fosfonometilglicina inmoviliza a los
micronutrientes que actlan como cofactores de enzimas de la planta en diferentes procesos
fisioldgicos, Los andlisis biofisicos de suelo, evidencian una alta actividad microbiana, los
cuales se reflejan en una alta tasa de respiracion de suelo que ayudan a la presencia de
Pseudomonas spp el cual actia como catalizador de la principal molécula contenida en los

analisis como se muestra el Anexo.6
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6.3 Tamario de los renacuajos

La Gastrotheca riobambae cumple su metamorfosis en noventa dias (Villota y Duellman,
2012), si bien la investigacion inicio con renacuajos de cinco dias de eclosién con un tamafo
corporal de 17,63mm durante las ocho semanas de ensayo obtuvieron un crecimiento de
4,45mm obteniendo un tamafio final de 22,08mm, esto debido que el N-fosfonometilglicina
puede generar estrés fisioldgico que afecta la velocidad de crecimiento y metamorfosis
(Relyea, 2005).

6.4 Evaluacion de la dosis letal de N-fosfonometilglicina

En la Tabla 10 se muestra las dosis suministradas cada 7 dias hasta llegar a la dosis letal,
tomando como base tres dosis iniciales ,144mg.I", 288 mg.I"t y 576mg.I%, el ensayo tuvo una

duracion de 8 semanas, mas la semana de adaptacion.

Las dosis iniciales de cada uno de los tratamientos fueron tomadas de estudios similares
realizados en Colombia por Henao, Vasquez y Bautista en el 2014, la cual resultaron ser dosis
letales (DLso) para embriones de anuros. En el estudio presente se muestras las

concentraciones de glifosato cada semana y la mortalidad de los ejemplares.

La sexta semana la dosis letal (DLso) en el tratamiento 3 (dosis alta) alcanza una mortalidad
de 5 ejemplares en la repeticién 1, en la repeticion 2 y 3 hubo la muerte de 4 ejemplares, con
una concentracion de 7488mg.I", a la octava semana se llegd a la dosis letal (DL1oo) con la
mortalidad total de los ejemplares con una concentracion de 9792 mg.l", ademas los
tratamientos 1 y 2 no presenta la muerte total de sus ejemplares ya que resultaron menos

vulnerables a concentraciones bajas de N- fosfonometilglicina.
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Tabla 10 .

Determinacion de la Dosis Letal (DL50 y DL100) acumulada en funcion de las
concetraciones de N-fosfonometilglicina

Tratamientos

Tl Dosis T2 Dosis T3 Dosis  Testigo
Baja Media Alta
Repeticiones | |1 11l (mg/l) 1 11 1 (mg/l) I 11 1N (mg/l) 1T 11 11
Aclimatacion * * * *x * * * * * * *
Seml 0 0 O 144 00 O 288 0O 0 0 576 00 O
Sem2 0 0 0 576 00 O 1152 0 0 0 2304 00 O
Sem3 0 O 0 864 00 O 1728 0 0 0O 3456 00 O
Sem4 0 0 O 1152 00 O 2304 0 O O 4608 00 O
Sem5 0 0 O 1584 00 O 3168 0 O O 633 00 O
Sem6 0 0 O 1872 10 O 3744 5 4 4 7488 00 O
Sem7 1 0 1 2160 22 1 4320 O O 1 840 00 O
Sem8 3 3 3 2448 34 3 486 3 4 3 @@ 00 O

Nota: * aclimatacion de 7 dias en todos los tratamientos
DL50: 7488mg/I

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

6.5 Variables de control

Se realizd el seguimiento de algunas variables de control para determinar si también
intervienen en la acumulacion y toxicidad del herbicida N-fosfonometilglicina, durante la

aclimatacién y mortalidad de los individuos los parametros son los siguientes.
6.5.1 Temperatura (°C)

Para la evaluacion de este parametro se utilizé un termémetro y los datos fueron tomados a

temperatura ambiente del laboratorio.
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Tabla 11.

Valores de Temperatura en funcion de las concentraciones de N-fosfonometilglicina

Dosis Temperatura (°C)

X
Baja 19,51
Media 19,50
Alta 19,61
Testigo 19,48

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor
En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos de temperatura en los diferentes
tratamientos tomados durante el ensayo, ademas se presenta lineas de tendencia (Figura 11),

las temperaturas oscilan entre 19,48 °C a 19,6 °C que son tolerantes para los renacuajos.

Por ser una rana marsupial andina estad presente en bosques o lugares templados a una
temperatura de 18°C a 24°C, siendo este rango ideal para los procesos reproductivos de
crecimiento de la especie (Alexander y Eischeid, 2001), la temperatura promedio en la fase de

laboratorio entra en rango ideal para la reproduccion y crecimiento de la especie.

La accién del glifosato estd marcada a un rango de temperatura de 15°C a 30°C, si es muy alta
la temperatura puede resultar mas toxico y a menor temperatura su difusién tarda varios dias
en su eficacia (Bozzo, 2010) si bien en la investigacion no se busca la eficacia del glifosato
pero fue de importancia tener un temperatura controlada para no tener datos erroneos en los
resultados finales y poder demostrar los objetivos plateados en cuanto a la toxicidad del
glifosato.
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Figura 11. Promedio Temperatura de acuarios
Elaborado por: El autor

652 pH

Pardmetro evaluado por un potenciometro durante todo el ensayo

Tabla 12.

Valores pH en funcién de las concentraciones de N-fosfonometilglicina

Dosis pH X
Baja 6,88
Media 6,50
Alta 6,38
Testigo 7,05

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

En la Tabla 12 se detallan los resultados obtenidos de pH en los diferentes tratamientos
medidos durante el ensayo, ademas se represente en lineas de tendencia (Figura 12). Las
concentraciones promedio de pH oscilan entre 6,38 y 7,05 es un rango adecuado para el
desarrollo de la vida de renacuajos, (Gill, Sethi, Mohan, Datta y Girdhar 2018),
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El N-fosfonometilglicina presenta un pH de 4,4 a 4,9 puede influir en la calidad del agua por
adicion de aditivos obteniendo un pH de 2 0 9, ademas las aguas duras también influyen el pH
del glifosato, (UNL, 2010). El agua que se tomo para investigacion es un agua buena presento
una conductiva eléctrica de 532 us.cm™ y un pH 7,8 rangos importantes para el desarrollo del

ensayo.
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Figura 12. Promedio pH de los acuarios
Elaborador por: El autor
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6.5.3 Conductividad eléctrica

Tabla 13.

Valores de Conductividad Eléctrica en funcién de las concentraciones de N-
fosfonometilglicina

Dosis Conductividad
eléctrica (us.cm™)
X
Baja 2585,54
Media 4184,87
Alta 6407,67
Testigo 659,46

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor
En Tabla 13 se presenta resultados obtenidos de conductividad eléctrica durante el ensayo
(adaptacion y mortalidad), al mismo tiempo estos resultados son representados en lineas de
tendencia (Figura 13). Las concentraciones promedio oscilan entre 659,46 us.cm™ y 6407,67
us.cm* se puede decir que el primer valore aiin es aceptable para el desarrollo de vida de los
renacuajos, pero el segundo valor es muy alto y seria un problema para el desarrollo de vida

acuatica en general.

En caso del tratamiento 3 los acuarios contaban con una conductividad eléctrica inicial de
530 us.cm™, la cual es normal en calidad de agua de estanques y acuarios , al final del ensayo
se obtuvo una conductividad eléctrica de 15916,67 us.cm™ la cual es muy alta y de acuerdo a
la normativa de calidad de aguas (TULSMA) libro VI, anexo I. no es posible desarrollar vida
de flora y fauna por esta razon la octava semana de haber iniciado el ensayo la mortalidad

total de los renacuajo fue evidente.

En la segunda semana se observd un aumento la conductividad eléctrica por la adiccion de
dosis de N-fosfonometilglicina en todos los tratamientos, esto por la disociacion de sus tres

grupos acidos a excepcion del testigo que mantenia un dato constante.
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Figura 13. Promedio Conductividad Eléctrica de los acuarios

Elaborado por: El autor

6.5.4 Oxigeno disuelto

Tabla 14.

Valores de oxigeno disuelto en funcidn de las concentraciones de N-fosfonometilglicina

Dosis Oxigeno

disuelto
mg.I*?
X
Baja 5,10
Media 512
Alta 5,15

Testigo 5,23

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

En la Tabla 14 se presenta los resultados obtenidos del oxigeno disuelto en los diferentes
tratamientos durante el ensayo (adaptacion y mortalidad) al mismo tiempo se representa los

valores en lineas de tendencia (Figura 14).
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El oxigeno disuelto inicial fue de 7,5 mg.l, al término de la investigacion las
concentraciones del oxigeno disuelto cuentan con un rango promedio de 5,10 mg.I* a 5,23

mg.I

La concentracion de oxigeno disuelto disminuyo con el paso de los dias, lo cual podria
atribuirse a que no hubo una renovacion de agua, aeracién continua de los acuarios y
crecimiento de los renacuajos. Por otra parte la colocacion de algas como alimento también
implica en la disminucion de la contraccidn de oxigeno y por esta razon se puede decir que la
disminucion del oxigeno disuelto no esta directamente ligada a las concentraciones de

glifosato (Triana-Velasquez, Rojas, y Bautista, 2013).
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Figura 14. Promedio Oxigeno Disuelto de los acuarios
Elaborado por: El autor.
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6.6 Determinacion de la DLso DL1oo por HPLC

En la Tabla 15 se presenta los resultados obtenidos en porcentaje después de hacer el analisis
por HPLC.

Tabla 15.
Resultados de DLsoy DL1oo de N- fosfonometilglicina por HPLC

Compuesto Método Dlso Dl1oo

Glifosato HPLC-UV  0,74mg.It  0,56mg.I*

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

Tabla 16.

DLso Y DL10o de N-fosfonometilglicina final

Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
acumulada perdida  acumulada  perdida Final Final
DLso DLso DL1oo DL 100 DLso DL 100
(mg.I") (mg.I")  (mg.I?) (mg.I") (mg.I?) (mg.I")
7488 0,74 9792 0,56 7487,26 9291,44

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

En la Tabla 16 se presento la DLsoy DLuoo final, la cual se obtiene como resultado que la DLsg
tiene un valor de 7487,26mg.I"* de N-fosfonometilglicina en los dos litros de agua, siendo esta
la DLso toxica para los renacuajos, de igual forma la DLioo con una concentracién de
9291,44mg.I" es toxica letal en la muerte de los renacuajos de la especie Gastrotheca

riobambae.

Las concentraciones de 0,74 mg.I"t y 0,56mg.I"! respectivamente son las concentraciones que
se perdido dentro del ensayo, esto debido a la ingestion de los renacuajos y también porque el

N- Fosfonometilglicina es volatil.
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En la actualidad no hay una agencia regulatoria a nivel mundial que exija datos de toxicidad
del glifosato en anfibios, pero investigaciones han mostrado la toxicidad que presenta el
glifosato a los anuros, tal es caso del estudio que se realizo por primera vez de la toxicidad del
glifosato en anfibios australianos en condiciones de laboratorio obteniendo asi una DLso
32mg.I"t (UNL, 2010), en Colombia también se realizé un estudio similar obtenido una DLso -
0,30mg.I"! siendo esta la concentracion para la especie mas tolerante y DLso= 144mg.I™* para la
especie menos tolerante (Bernal, Solomon, y Carrasquilla, 2003) la dosis DLso encontrada en
el ensayo es de 7487,26mg.I"! siendo toxica en anfibios, la importancia de estos estudios es

estipular que el glifosato no es herbicida inofensivo también puede causar dafios al ambiente.

6.7 Sensibilidad

Los resultados, indican que los renacuajos expuestos a diferentes concentraciones de N-

fosfonometilglicina presentan alteracion en su comportamiento y muerte.

En la Figura 15 se muestra el cambio de su comportamiento de los renacuajos de la rana
Gastrotheca riobambae durante el ensayo de toxicidad, donde se evalu6 agresividad, falta de

movimiento y pigmentacion de la piel.

95%

70% m Agresividad
60% 60%
50% u Falta de movimiento
45%
Pigmentacion del cuerpo
5% 5%
0% - 0% 0% 0%

Testigo  Tratamiento 1 ~ Tratamiento 2  Tratamiento 3

Figura 15. Sensibilidad en renacuajos de Gastrotheca riobambae durante el ensayo de toxicidad con su respetivo
tratamiento.
Fuente: El autor
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La agresividad es mas evidente en mayoria de los tratamientos, por el aumento de la
concentracion de N-fosfonometilglicina, esto implica que este herbicida influye directamente
en alteraciones enzimaticas, hematologicas metabolicas, del desarrollo y reproduccion (UNL,
2010) por esta situacion individuos realizaban canibalismo, ademéas de presentar estrés por
espacio reducido.

La falta de movimiento se presentd en los tratamientos: T1,T2,T3 por ingestion del
herbicida si bien la ruta de nade de los renacuajos es minima, es directamente causa por el N-
fosfonometilglicina porque la cantidad de oxigeno también disminuye a medida que el
glifosato aumenta y la flotabilidad depende de la cantidad de oxigeno que ingrese a su
pulmones (Henao Murfioz et al., 2014) a pesar que el testigo no presentaba dosis de N-
fosfonometilglicina los renacuajos realizaban movimientos discontinuos no presentaba

agitacion o movilidad continua.

La pigmentacion de cuerpo no fue notoria en los tratamientos sin excepcién alguna. Los
cambios de comportamiento que presentaron los renacuajos demuestran que a mayor

concentracion de N-fosfonometilglicina mayor es su deterioro.

6.8 Mortalidad

En el ensayo se evaluo el limite de tolerancia DLsoy DL1oo en renacuajos de Gastrotheca

riobambae a las 8 semanas sometidas a diferentes concentraciones.
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Tabla 17.

Muerte registrada de los renacuajos durante las 8 semanas en funcion de N-

fosfonometilglicina.

Repeticiones

Tratamientos

T1
Dosis baja
I I I
Semana6 0 0 0
Semana’ 1 0 1
Semana8 3 3 3

T2
Dosis media
I il
1 0 0
2 2 1
3 4 3

I
5
0
3

T3

Dosis alta

I
4
0
4

I
4
1
3

Testigo

I
0
0
0

[ )

coo=

Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

En la Tabla 17 se muestra la mortalidad de renacuajos por tratamientos y repeticiones, cada

repeticion contaba con 8 renacuajos, si bien el ensayo se desarroll6 en un lapso de 8 semanas,

la muerte de los renacuajos se presenta a la sexta semana en el tratamiento 3 ( dosis alta) con

el deceso del 50% de individuos, el tratamiento 1 (dosis baja) presenta mortalidad de sus

ejemplares a la séptima semana, a la octava semana el 50 % de los individuos mueren, el

tratamiento 2 (dosis media) a la octava semana mas del 50 % de individuos mueren, en el caso

del tratamiento 3 en la octava semana los individuos mueren en su totalidad.
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Figura 16. Mortandad en las 8 semanas de ensayo con N-fosfonometilglicina
Fuente: Datos de laboratorio
Elaborado por: El autor

6.9 Analisis estadistico a la octava semana

Para el andlisis de varianza (ADEVA), se procedié a realizar la prueba de normalidad
Shapiro Wilk y la prueba de homogeneidad de Levene, con el programa R project, la cual se
obtuvo el valor P= 0,37 para prueba de normalidad y P = 0, 95 para la prueba de
homogeneidad, estos valores son mas altos que el valor P= 0,05. Concluyendo asi que los
datos obtenidos en el ensayo se encuentran en distribucion normal, siendo aplicables para el
analisis (ADEVA).
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El andlisis de varianza Tabla 18, se puede observar que hay una diferencia significativa entre

los tratamientos aplicados bajo exposicion de glifosato a renacuajos durante 8 semanas.

Tabla 18.

Analisis de varianza mortalidad de renacuajos

FV GL SC CM Fo F0,05
Total 11 104,3 9,48

Tratamientos 3 100,9 33,64 80,73 *
Error experimental 8 3,33 0,41

Fuente: Software GraphPad, 2017
Elaborado por: El autor

En la prueba Tukey al 5% se definio que existen diferencias significativas, entre los
tratamientos y el testigo, afirmando que el N- fosfonometilglicina a mayor concentracién
influye directamente en la muerte de los renacuajos de la Gastrotheca riobambae, por esta
razon el Tratamiento 3 causa la mortalidad total de los renacuajos.
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Figura 17. Promedio mortalidad por tratamientos de N-fosfonometilglicina
Elaborado por: El autor
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6.10 Socializacién

En las instalaciones de la PUCE-SI con la asistencia de 25 personas entre docentes y
estudiantes de la carrera de Ciencias Ambientales, se realizdé la socializacion de la
investigacion con el propdsito de valorar la aceptacion de la misma como se muestra en la
Figura 18.
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Figura 18. Resultados de la socializacion de la investigacion
Fuente: Encuestas sobre la investigacion Anexo 14

Se determina que la investigacion tuvo relevancia para algun sector de la sociedad con un 64%
y 36% en escala de muy alto y alto, respectivamente (pregunta 1). El 77% y 23% indicaron
que el estudio posee perspectivas para estudios complementarios posteriores (pregunta 2); el
54% y 46% consideraron que la tematica genera actualmente o a futuro un beneficio concreto
para alguna organizacion (pregunta 3); y por altimo lugar el 55 %y 45% valoraron que los
objetivos planteados se cumplieron en la investigacion (pregunta 4). Este interés demuestra la
importancia de evaluar el principio activo de herbicidas que afectan al medio ambiente (Figura
18).
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Figura 19.Socializacidn de la investigacion en la PUCESI
Fuente: El autor
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7. CONCLUSIONES

Por medio de georreferenciacion se identifico areas especificas de cultivos agricolas de la
parroquia La Esperanza que estan aledafias a las quebradas Seca, San Clemente y Rumipamba,
las cuales pueden ser afectadas por la aspersion de N-fosfonometilglicina a través de la

infiltracion y escorrentia, pudiendo asi dafar la vida acuética de estos cuerpos de agua.

Las concentraciones determinadas por HPLC en suelo reflejé que sobrepasan el Limite
Maximo Permisible de pesticidas (0,1mg.kg™) de acuerdo a la norma de calidad ambiental del
recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados del Libro VI (Anexo 2) del

Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente del Ecuador.

Los renacuajos durante el experimento mostraron alteracion etolégica como agresividad,
canibalismo, letargia, la cual se fue agravando conforme la concentracion de N-
fosfonometilglicina aumentaba, en este sentido, la DLso se produjo a la sexta semana con una
concentracion de 7487,26mg.I, y a la octava semana se obtuvo la DLigo con una

concentracion 9791,44mg.12.

La socializacién de la investigacion evidencié gran interés y aceptacion del publico;
determinando que la investigacion tuvo relevancia para algun sector de la sociedad con un
64% y 36% en escala de muy alto y alto, respectivamente. ElI 77% y 23% indicaron que el
estudio posee perspectivas para estudios complementarios posteriores; el 54% y 46%
consideraron que la temética genera actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna
organizacion; y por ultimo 55% y 45% valoraron que los objetivos planteados se cumplieron

en la investigacion.
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8. RECOMENDACIONES

Generar concientizacion a la poblacion de la parroquia La Esperanza mediante capacitaciones
de educacion ambiental y el manejo adecuado de herbicidas en los cultivos agricolas, para
disminuir las concentraciones de N-fosfonometilglicina en el suelo y su lixiviacion en las

quebradas: Seca, San Clemente y Rumipamba.

Realizar seguimiento en cuerpos de agua sobre el contenido de N-fosfonometilglicina que
permita la evaluacion de las concentraciones y futura toma de decisiones en comparacion con
la DLso y DL1oo determinada en esta investigacion sobre el principio activo del herbicida en

esta investigacion, para la preservacion de especies en peligro.

Evaluar la toxicidad de N-fosfonometilglicina en otras etapas del ciclo biolégico de la

Gastrotheca riobambae, asi como la afeccidn interna causadas por la absorcion del herbicida.

Realizar estudios de toxicidad del N-fosfonometilglicina en otras especies de anuros, ya que
esta Orden taxonomico desarrolla su vida en medios acuaticos y terrestres, haciéndolos mas

susceptibles.
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ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas

CCME
ECAA
EPA
FAO
PUCESI
SHT
WHO
MAE

UICN

Guias de calidad ambiental de Canada

Escuela de ciencias Agricolas y ambientales

Agencia de proteccion ambiental

Organizacion de las Naciones Unidades para la Alimentacion y Agricultura
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra

Sistema Integrado de Informacién Taxondmica

Organizacion mundial de la salud

Ministerio del Ambiente Ecuador

La Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza
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Anexo 2. Medias de longitud cabeza - cola (tamafio)

Tamafnio inicial del ensayo

Muestra X
(renacuajos) Tamafio

18,13mm

17,90mm

18,11mm

18,00mm

18,13mm

18,15mm

17,96mm

18,68mm

NMloo|No|o M WIN|F-

18,13mm

Tamafo final del ensayo

Muestra X
(renacuajos) Tamafo

20,11mm

19,68mm

20,15mm

19,30mm

20,20mm

19,86mm

20,22mm

20,14mm

Moo | N|o|o|™w|N|-

19,96mm

Fuente: El autor
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Anexo 3. Variables de control

Parametros evaluados en el ensayo segunda fase

Aclimatacion

Pardmetros
Miércoles 19-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 19,8 | 19,8 | 19,9 | 8,06 | 8,05 | 8,06 | 531 536 529 7,3 84 | 7,5 85 | 7,7 86
T2 19,8 | 19,9 | 19,9 | 8,06 | 8,06 | 8,06 | 531 536 531 7,3 83 | 7,3 84 | 7,2 83
T3 19,8 | 19,8 | 19,9 | 8,06 | 8,06 | 8,07 | 532 533 531 7,2 83 | 7,2 84 | 7,2 84
T4 19,8 | 19,8 | 19,7 | 8,04 | 8,05 | 8,05 | 531 531 535 8,4 89 | 8,1 88 | 8,0 88
Jueves 20-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % | mg/l | % | mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 19,9 | 19,8 | 19,9 | 8,06 | 8,04 | 8,05 | 530 533 530 71 83 | 7,3 85 | 7,5 86
T2 19,8 | 19,7 | 19,9 | 8,06 | 8,06 | 8,04 | 531 536 532 7,2 83 |73 84 | 7,1 83
T3 19,9 | 19,8 | 19,9 | 8,05 | 8,03 | 8,07 | 535 533 531 7,2 84 | 7,2 84 | 7,1 83
T4 19,7 | 19,9 | 19,8 | 8,03 | 8,04 | 8,04 | 530 533 535 8,3 89 | 8,0 88 | 8,0 88
Viernes 21-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1l 11l
T1 20,1 | 19,9 | 19,9 | 8,05 | 8,05 | 8,01 | 536 536 533 71 83 | 7,4 85 | 7,4 85
T2 19,9 | 19,9 | 20,1 | 8,03 | 8,06 | 8,04 | 534 534 535 7,2 84 | 7,3 84 | 7,2 80
T3 20,1 | 19,8 | 19,9 | 8,04 | 8,06 | 8,05 | 534 530 531 7,1 80 | 7,0 83 | 7,0 83
T4 19,9 | 20,0 | 19,8 | 8,03 | 8,04 | 8,03 | 536 530 535 7,9 87 | 8,0 88 | 8,0 88
Sébado 22-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 20,0 | 19,8 | 19,9 | 8,03 | 8,05 | 8,04 | 530 536 529 7,0 83 | 7,4 86 | 7,5 86
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T2 19,8 | 20,0 | 19,8 | 8,05 | 8,07 | 8,06 | 533 536 531 7,1 83 | 7,0 83 | 7,1 83
T3 19,8 | 19,8 | 20,1 | 8,05 | 8,06 | 8,03 | 532 533 530 7,1 83 | 7,1 83 | 7,0 83
T4 199 | 19,8 | 19,8 | 8,03 | 8,05 | 8,05 | 531 532 535 8,4 90 | 8,1 88 | 8,0 88
Ensayo 26-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad xigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
Il 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
Tl 21,7 | 21,7 | 21,7 | 7,73 | 7,73 | 7,72 | 722 709 711 8,4 90 | 8,3 90 | 8,2 88
2448
(mg/1)
T2 21,7 | 21,7 | 21,7 | 764 | 7,63 | 7,67 | 876 879 892 8,1 88 | 8,3 90 | 8,3 90
4896
(mg/1)
T3 | 21,7 21,7 | 21,7754 | 752|753 | 1196 | 1168 | 1194 | 85 9 [ 84 |90 |84 |90
9792
(mg/1)
Test 215|217 (21,5793 | 793 | 7,90 | 550 550 551 8,8 90 | 8,6 90 | 8,6 90
Ensayo
Trata. Temperatura pH Conductividad xigeno Disuelto
Eléctrica (us/ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
| 1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 20,1 | 20,1 | 20 7,52 1753|760 | 731 721 720 6,7 80 | 6,3 79 | 6,5 69
2448
(mg/1)
T2 20 20 20,1751 | 753|752 | 879 881 893 6,6 79 | 6,7 80 | 6,5 80
4896
(mg/1)
T3 20,1 | 20, 20 7,40 | 7,41 | 7,40 | 1156 1165 1199 6,6 81 | 6,7 82 | 6,6 80
9792
(mg/1)
Test 20,1 | 20 20 7,55 | 7,58 | 7,58 | 584 581 581 6,6 79 | 6,6 79 | 6,6 80
Ensayo
Trata. Temperatura pH Conductividad xigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % | mg/l | % | mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1l 11l
Tt |191|191 |191]701] 702|703 | 1180 | 1190 | 1204 | 6,1 71 |61 |70 |61 |70
2448
(mg/1)
T2 19,1 { 19,1 | 19,1 | 6,52 | 6,57 | 6,59 | 1856 1776 1841 6,1 69 | 61 71 | 6,1 68
4896
(mg/1)
T3 19,1 | 19,1 | 19,1 | 6,47 | 6,36 | 6,30 | 2054 2062 2050 6,1 70 | 6,1 72 | 6,1 69
9792
(mg/1)
Test 19,1 (19,1 | 19,1 | 7,86 | 7,82 | 7,85 | 584 586 586 6,2 70 | 6,3 72 | 6,2 72
Ensayo
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Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
Il 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 19,2 | 19,1 | 19,2 | 7,03 | 7,01 | 6,94 | 1177 1590 1616 4,5 52 | 45 52 | 45 51
2448
(mg/1)
T2 19,2 | 19,2 | 19,2 | 6,28 | 6,28 | 6,27 | 2080 2067 2077 4,7 54 | 4,6 53 | 46 53
4896
(mg/1)
T3 19,1 | 19,2 | 19,1 | 6,05 | 6,03 | 6,00 | 4,67 4,67 6,68 4,5 52 | 45 53 | 45 50
9792
(mg/1)
Test 19,1 (19,12 | 19,1 | 7,15 | 7,17 | 7,19 | 617 607 609 4,5 52 | 45 51 | 45 52
Ensayo 26-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1 1]
T1 19,31 19,1 | 193 | 6,89 | 6,94 | 6,87 | 2008 2007 2007 4,4 52 | 4,2 49 | 4,3 51
2448
(mg/1)
T2 19,3 (19,2 | 193 | 6,18 | 6,18 | 6,19 | 4,68 4,77 4,85 4,3 50 | 4,3 50 | 4,3 51
4896
(mg/1)
T3 19,31 19,1 | 19,1 | 6,02 | 6,00 | 598 | 6,95 6,88 5,96 4,3 51 | 4,3 50 | 4,2 49
9792
(mg/1)
Test 19,3 | 19,3 | 193 | 7,14 | 7,13 | 7,14 | 617 610 609 4,5 52 | 44 52 | 44 52
Ensayo 26-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
1] 1 | 1l 1] | 1l 1] | 1l 1]
TL |19 |191 | 191 | 6,14 | 6,17 | 6,12 | 3,74 | 3,58 3,82 3,9 45 | 39 44 [ 39 |45
2448
(mg/1)
T2 19,1 | 19,1 | 19 6,05 | 6,08 | 6,02 | 6,25 5,97 6,30 3,9 44 | 3,9 45 | 3,9 45
4896
(mg/1)
T3 19,1 19,1 | 19,1 | 5,98 | 5,97 | 596 | 8,95 8,50 8,77 3,9 42 | 3,9 42 | 3,9 44
9792
(mg/1)
Test 19,1 | 19,1 | 19 7,011 7,10 | 7,12 | 611 610 611 4,1 48 | 4,1 45 | 4,1 49
Ensayo 26-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % mg/l | % mg/l | %
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T1 19,6 | 19,6 | 19,6 | 6,13 | 6,15 | 6,10 | 4,85 4,55 4,63 3,6 41 | 3,5 41 | 3,5 41
2448
(mg/1)
T2 19,6 | 19,6 | 19,6 | 5,95 | 5,68 | 5,95 | 7,96 6,06 7,95 3,6 41 | 3,6 40 | 3,7 43
4896
(mg/1)
T3 19,6 | 19,6 | 196 | 5,82 | 5,81 | 5,78 | 10,59 9,91 10,26 3,7 43 | 3,8 43 | 3,7 43
9792
(mg/1)
Test 19,6 | 19,6 | 19,6 | 6,82 | 7,64 | 7,22 | 754 764 734 3,7 43 | 3,6 41 | 3,6 40
Ensayo 26-04-2017
Trata. Temperatura pH Conductividad Oxigeno Disuelto
Eléctrica (ms)
mg/| % | mg/l | % | mg/l | %
1] 11l | 1l 1] | 1l 1] | 1] 1]

T1 | 181 | 18 18,1 | 597 | 6,02 | 596 | 6,36 | 5,79 6,44 3,7 42 |37 |43 ]37 |43
2448
(mg/1)
T2 18,1 | 18,1 | 18,1 | 5,80 | 5,82 | 5,83 | 9,91 8,96 9,78 3,6 42 | 3,6 41 | 3,6 41
4896
(mg/1)
T3 18,1 | 18,1 | 18,1 | 5,69 | 5,69 | 5,67 | 17,00 15,00 15,75 3,6 40 | 3,6 42 | 3,6 42
9792
(mg/1)
Test 18,1 | 18,1 | 18,1 | 6,59 | 7,03 | 7,24 | 987 992 942 3,7 43 | 3,7 43 | 3,7 43

Fuente: El autor
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Anexo 4. Mortalidad registrada de la Gastrotheca riobambae durante el ensayo

Ensayo moralidad
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Fuente: El autor
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Anexo 5. Recoleccion muestras de suelo

: El autor

Fuente:
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PS

Anexo 6. Resultados de muestras de suelo

Plantsphere
% Laboratories

ANALISIS DE LABORATORIO PSL-711
residualidad y biofisica de suelos.

Tel.:
Localizacion:
Email:

Contacto: Sr. José Acero

Tipo de muestra: suelo
Edad Productiva: no reportado
Fecha Ingreso:13.07.2017

Instituto Remitente:
Universidad Catdlica de Ibarra

Provincia: Ibarra

Orden de trabajo:711
Cultivo: maiz, cebada, trigo
Fenofisiologia: no reportado
Fecha de Lab: 08.07.2017

I RESULTADOS DE LABORATORIO

ITEM MUESTRAS METODO
VALORES
M1 M2 M3

Humedad 22 %% 20% 18% Gravimétrico

30 % arena, |28 % arena, 21 | 24 % arena, 26 Textural —
Textura 19 % limao, %% limo, 51 % | % limo, 50 %

51 % ardilla. | ardlla. arcilla. Bouyoucus.
d 1.19 1.09 0.95 Psl 202
Materia
Organica 2.2 % 2. 7% 1.9% Walkley-Black
pH 7.0 6.42 5.95 Potenciometro

1 1 4 |Conductivimetro
ce 0.16 mS cm 0.06 mS cm 0.11 mS cm de sonda
M1: P1 Cultivo de cebada y trigo. M2: P2 cultivo de maiz. M3: renovacion de

suelos para la siembra

ANALISIS DE RESIDUALIDAD
Producto rastreado: Glifosato (Sal isopropilamina de N-{Fosfono metil) glycina)

CONCENTRACION SUELD
MOLECULA M1 M2 M3
isopropilamina de N- 1 1 1
(Fosfono metil) 0.4 mg Kg~ 0.0mg Kg~ 0.01mg Kg~
glycina
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Anexo 7. Protocolo determinacion de N-fosfonometilglicina

p} Plantsphere
ps| _Laboratories

PROTOCOLO No. 114, Procesamiento de muestras de suelo en laboratorio
para |la determinacién de GLIFOSATO Sal isopropilamina de N-(Fosfono
metil) glycina,

El procedimiento es un registro de ajuste y adaptacion de muestras de suelo,
para la determinacion de Sal isopropilamina de N-(Fosfono metil) glycina

MATERIALES Y METODOS

. 4-aminoantipirina, Sigma Aldrich

. 1,2-naftoquinona-4-sulfonato, Sigma Aldrich.

. Acido acético, J.T Baker.

Acido aminometilfosfénico, Sigma Aldrich.

. Acido clorhidrico, J.T Baker.

Agua desionizada y purificada (18 MQ, Mili-Q)

. Ampicilina, Sigma Aldrich

. Cloruro de calcio, sigma Aldrich

. Fosfato de sodio monobasico, J. T Baker.

10. Glifosato, Sigma Aldrich.

11. Hipoclorito de sodio, Solucion 10%, J.T Baker.

12.Metanol, J.T Baker.

13. Mdlibdato de sodio, Sigma Aldrich.

14.Ninhidrina, J.T Baker.

15. Tetraborato de sodio, Sigma Aldrich.

16. Agitador mecanico.

17.Balanza analitica

18.Bafio ultrasonico.

19. Centrifuga.

20.Columna analitica de silice Cis (Zorbax eclipse plus C18, Agilen
Technologies) 150 x 4.6 mm, 5 pm de diametro de particula

21.Cromatografo de liquidos con bomba cuaternaria, Perkin Elmer, Series
200

22.Detector de fluorescencia Perkin Eimer modelo LC 240

23.Detector de UV-Vis Perkin Elmer modelo Series 200

24.Espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer modelo Lambda 40 utilizando
una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico

25. Micropipetas, Eppendorf de volumen variable 100-1000 pl

26. Potenciometro CORNING modelo 450

27.Purificador y desionizador de agua Milli-Q

CONDO W=
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PROCEDIMIENTO

1.

Procesar las muestras de suelo MS, biofisicamente (protocolo PSL-113).
En tubos de propileno de 15 ml, se procede a mezclar 0,1 g de suelo mas
4 ml de tetraborato de sodio 0.05 mol ', agitandolas 60 min, para luego
centrifugar a 4000 rpm por 15 min. Posteriormente el sobrenadante se
procede a derivar.

Alas muestras anteriores se comparan muestras de verificacion (MV)que
conjugados de diferente tipo de suelo con concentraciones del mismo tipo
de suelo, con los cuales, se incuban con concentraciones conocidas de la
sal isopropilamina de N fosfo metil glicina.

De las MS procesadas se toman 300 ul de |la solucién sobrenadante y se
incuban con 228 ul de NQS (0.03 mol |-1 en HCI 0.1 mol I-1 ). 60 pl de
estandar interno de 4-amincantipirina (100 mg |-1 ), aforado a 1 ml con
una solucion de tetraborato de sodio 0.05 mol I-1. Con ajuste de pH a 9.4.
Esta mezcla se tiene gque incubar en un bafio termostatado (60°C) por 5
min. Una vez frio, se adicionan 60 pl de HCI 0.25 md I-1, para direccionar
compuestos neutros. La solucion se filtra con acetato de celulosa 0.45 pm
y finalmente se inyecta en un sistema cromatogréafico.

PROCEDIMIENTO DE CROMATOGRAFIA

1.

Las MS se analizan con cromatografia de liquidos CL (PerkinElmer MA,
USA), UV-Vis a 217 nm. Conectado a un inyector manual con un loop
externo de 20 pl, con una columna C-18 como fase estacionaria. La fase
movil es 1% de acido acético-metanal (60:40 v/v) a un flujo de 1.0 ml min-
! atemperatura de 23-25°C.

Fuente: El autor
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Anexo 8. Dosis letal

Fuente: El autor

65



Anexo 9. Resultados DLsoy DL1oo

SEIDLABORATORY CiA. LTDA.
=N T e =)

SERVICIO INTEGRAL DE LABORATORIO

INFORME DE ENSAYO NR. 168643

TIPO MUESTRA: Declarada por el cliente como:  AGUA DLS0

CODIGO LABORATORIO: 168843-1

TIPO DE PRODUCTO: AGUA DL50

CLIENTE: ACERO ANGEL

DIRECCION: IBARRA - SAN ROQUE

CONDICION LLEGADA Y TIPO DE ENVASE ENVASE PLASTICO CON TAPA

NUMERO DE LOTE: ND

FECHA RECEPCION: 18110115

FECHA INICIO ENSAYO: 1810115

CONTENIDO DECLARADO: NOD

CONTENIDO ENCONTRADO: 250 ml

FECHA DE ELABORACION: ND

FECHA DE CADUCIDAD: ND

CONDICIONES AMBIENTALES DE LLEGADA DE

LAMUESTRA: Temperatura 21°C

FORMA DE CONSERVACION: AMBIENTE

MUESTREO: ES RESPONSABILIDAD DEL CLIENTE

ENSAYOS FISICO QUIMICOS * METODO UNIDAD RESULTADO
Glifosato HPLC-UV % 0.74

NS: No solicita el cliente/ ND: No declara.

i ltado prop porl SUBCONTRATADO, cuya competencia para la ejecucion de este ensayo fue evaluada
mediante el procedimiento SEOP 4.5 de SEIDLABORATORY.

Los resultados expresados arriba tienen validez solo para la muestra en i ificas no siendo cualquier lote.

El no se porla de la muestra respecto a su origen y sitio del cual fue tomado.
Este informe no serd reproducido, exceplo en su tolafidad con la aprobacién del Director Técnico

* Tiempo de almacenamiento de informes: Cinco aflos a partir de la fecha de ingreso de la muestra

Alentamente, 18/10/31
FECHA EMISION
Pégina 1 de 1
Tiempo de delos en ol
A 8dias 10; Muestras no 30 dlas o Sidesea i de algin se debe generar una solicitud en el perodo estipulado

Nota: Para consuitas, quejas o sugerenclas, favor comunicarse a los siguientes correos:

O an de Calidad

Sesviclo al Cliente 6 alos teléf 1

Melchor Toaza N61-63 entre Av, del Maestro y Nazareth
wwwi.seidlaboratory.com.ec

Fuente: El autor
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Anexo 10. Resultados DLsoy DL10o

SEIDLABORATORY CIA. LTDA.
TS TR s )

SERVICIO INTEGRAL DE LABORATORIO

Muesvras perecivies: 3 dias

INFORME DE ENSAYO NR. 168644

TIPO MUESTRA: Declarada por el cliento como:  AGUA DL100

CODIGO LABORATORIO: 168644-1

TIPO DE PRODUCTO: AGUA DL100

CLIENTE: ACERO ANGEL

DIRECCION: IBARRA - SAN ROQUE

CONDICION LLEGADA Y TIPO DE ENVASE ENVASE PLASTICO CON TAPA

NUMERO DE LOTE: ND

FECHA RECEPCION: 18/10/15

FECHA INICIO ENSAYO: 18/10/15

CONTENIDO DECLARADO: ND

CONTENIDO ENCONTRADO: 250 mi

FECHA DE ELABORACION: ND

FECHA DE CADUCIDAD: ND

CONDICIONES AMBIENTALES DE LLEGADA DE

LA MUESTRA: Temperalura 21°C

FORMA DE CONSERVACION: AMBIENTE

MUESTREO: ES RESPONSABILIDAD DEL CLIENTE
|ENSAYOS FISICO QUIMICOS * METODO UNIDAD RESULTADO
|G|i!osalo HPLC-UV % 0.56
NS: No solicita el cliente/ ND: No declara.

'R por SUBCONTRATADO, cuya competencia para la ejecucién de este ensayo fue evaluada

L
mediante el procedimiento SEOP 4,5 de SEIDLABORATORY.

Los resultados expresados arriba lienen validez solo para la muestra analizada en condiciones especificas no siendo extensivo a cuaiquier lote.

no se porla

de la muestza respecto a su origen y sitio del cual fue tomado.
Este informe no serd reproducido, exceplo en su totalidad con la aprobacién del Director Técnico

* Tiempo de almacenamiento de informes: Cinco afios a partic de la fecha de ingreso de la muestra

Atentamente,

Dirsctor do Falid
Director TéEnlco (E)

Tiempo de permanencia de las muestras en ol laboratorio
30 dias Sidosea do aigo

Muestras no

ol

18/10/31

FECHA EMISION

Pégina 1 de 1

S dobe gonarar una solicitud en el periodo estipulada

Direccién de Calidad directordecalidad seidlabioray ! J
S

Bales

Melchor Toaza N61-63 entre Av. del Maestro y Nazareth
- www.seidlaboratory.com.ec

Fuente: El autor




Anexo 11. Invitacién a la Socializacion

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden la mas cordial Invitacién a la ializacion del jo de investi

I} o

CARACTERIZACION TOXICOLOGICA EN RENACUATOS DE LA RANA (Gastrotheca risbambas) EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES DE
N- FOSFONOMETILGLICIMA.

Cuyo autor es: Angel Acero, de la camera de: Ciencias Ambientales Y Ecodesamolic
Fecha: 07 de Diciembre del 2018
Lugar: Edificio cuatro de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede |barra.

Hora: 4:00 pm

RESUMEN

El M-fosfonometilglicina es un herbicida gue ha tenide un gran impacto sobre el ambiente lo gque ha
provocado problemas de foxicidad en sistemas acuaticos, ademas contaminacion del suelo por el uso
excesivo | Relyea, 2008). Por tal razén esta investigacién tiene como fin obtener la dosis letal, Dlssy Dlioo
en renacuajos de la Gastrotheca nobambae. La investigacion confribuye a mejorar las practicas
agricolas y el uso adecuado del herbicida, para prevenir la extincion de especies vulnerables como son
las ranas.

Fuente: El autor
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Anexo 12. Socializacion

Fuente: El autor
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Anexo 13. Lista de asistencia

Fuente: El autor
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Anexo 14. Encuestas

Fuente: El autor
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Anexo 15. Permiso del MAE

Wy iesere, |
et herbiorte |

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
No. 009-201TACFAUFLOAPAIMAE
FLORA FAUNA X

El Ministerio del Ambiente, a través de la Direccién Provinclal del Ambients de Imbabura en uso de las atritaxiones s ie torfers
la Ley Forestal y de Conservacién de Areas Naturales y Vida Silvestre Codificada, autoriza a:

Investigadores/ Principales
Ivestigad Nacionaiided Coduial Titulo Hogisiro Fiareim dover dafn |
Pazap SENECYT Irrss !
Tito Jorge Mendoza Ecuatorlana 10022802294 Médico Do Tuben i in I
Cadena Veterinario Itpenstigaridm {
Josd Angei Acero Chamba | Ecuatoriana 1004198899 E Toninta o= ‘
Para que lleve a cabo la investigacion cientifica sobre “Caracterizacion toxicolégica en f pjos de la rana (Gastrifhecs

riohambae)”, de acuerdo a las siguientes especificaciones:

1.- Solicitud del: Msc. Tito Mendoza, DOCENTE E INVESTIGADOR DE LA PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLIGA tAL
ECUADOR SEDE IBARRA.

2.- Auspicio de Institucién Clentifica Nacional: PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE 1BAFA

3.- Auspicio de Institucién Cientifica Internacional: No aplica

4.- Institucién que financia la investigacién: No aplica

5.- Contraparte del Ministerio del Ambiente: Unidad de Patrimonio Natural y Responsable de Vida Sitvastrs,

6.- Inicio y final de investigacién: 08 de Abril de 2017 hasta el 06 de Noviembre de 2017,

7.- Entrega de informe final: 06 de Noviembre de 2017.
8.- Valoracién técnica del pmy‘cto Ing. Marceb Pantoja
9.- Esta Autorizacién NO BILITA EXPOR JION O MOVILIZACION AUNA O MICROORGAMISMOS, 3o of
correspondiente permiso compﬂonaadocadaumdeludirmpwwmduddm& yqn Gebers gosliorarss en cads
dependencia.

10.- Las muestras no podrén ser utilizadas en lquier actividad de bioprospeccién ni ACCESO A RECURSO GENETICD, s
competencia de Acceso a Recurso genético es exclusiva del MAE, Unidad de Recursos Genéticos,

11.- De los resultados que se desprenda de la investigacién, no podrén ser utilizados para estudios pustericnss a8 farssy 8
Recurso Genéticos sin la previa autorizacién del Ministerio del Ambiente.

Complementos autorizados para llevar a cabo la Invodigacldn en campo
12.- Metodologia para realizar el dio de Caracteri. en jos de la rana (Gastrothecs rictambes)

. Evaluadén ooolbguca nﬁpodo ademdas de control y monnono

Obligaci
13.- Entmgnr al Mlnlsledo del Ambcente-Dirocdén Provincial del Ambiente de Imbabura, (02) dos copias def inforrme fral woprsss
on formato PDF, (incluyendo una versién digital), de los resultados de la autorizacién ctorgada. (Sohicitar fommato leformres Fieal v &
Direccion Provincial del Ambiente de Imbabura). Y adjuntar el o los certificados originales def depdsito o racits de as rrAsNas,
emitidas por las instituciones cientificas ecuatorianas como intemacionales depositarias de material bicllgics.
14.- Citar on las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos ciertificos el nimers de Autcrizaciie) de lesrsstigacis
Cientifica otorgada por el Ministerio del Ambiente, con el que se colecto el material biclégico.
15.- Entregar (2) copias de las publicaciones a la Direccién Nacional de Bicdiversidad.
16.- Entregar copias del material fotografico que puedan ser mﬁz.ados para difusién. (Se mpotan los derscros de msors)
17.- Lista taxonémica de las especies de fauna, debid ficadas, objeto de la ac in G, ok LK i e
coordenadas. (Solicitar Formato en la Direccién del Ambcema de Imbabura).
13.- Los holotipos y ejemplares Gnicos sélo pueden llevarse fuera del pais en calidad de préstamo por un pericds da basts 17
meses. (Enmdomuemmsmummmmhmymmm
19.- Depositar Holotipos y ejemplares tinicos en una institucién ecuatoriana depositaria de material bickigicn, Carfess o Varwics y
Tenencia de Vida Silvestre, Museo José Julidn Andrade, de la Unidad Educativa Tecdoro Gémez de a Torrs.
20.- Las muestras de Fauna, a serdoposﬂadas deberén s«prmvada a:aduydmdobwenm 3% detaric
sufragar los gastos que d den la prep del para su ingr a la coleccién correap e,

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los r s, 13, 14, 15, 16, 17. 12, 19, 20 y 21 32 resgorsatiize 3 Wac
Tito Mendoza, DOCENTEEINVESTIGADORDELAPONTIFICIA UNNERSICV&DQTOUCA DEL ECIUADCR SECE BARRA
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I Rl
_ et
CION:

22.- LAS MUESTRAS PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION DEBERAN SER CATAL| POR INDIVIDUO, DESDE E{ NUMERO 001-08-17- )0MFALEL O
E HASTA N*-000-09-17-1C-. AU-FLO-DPD SRS

23.- ESTA AUTORIZAGION FACULTA LA COLECCION MANIPULACION DE ESPECIMENES DE FAUNA, MISMOS QUE NO PODRAN SER UTRRZADOS ComMe

MATERIAL PARENTAL PARA MANEJO COMERC

24.- ESTA AUTORIZACION Es EMITIDA BAJO LOS TERMINGS EXPRESADOS EN LA PROPUESTA Dg INVESTIGACION, EN TAL SENTIOO HABK ITA B

MANEJO DE FAUNA, QUE HAYAN ESTADO EXPRESADOS EN (A PROPUESTA TECNICA TANTO EN TAXONES COMO EN NUMERQ DE INDIVIDUOS,

25.- LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN CAMPO BAJO UN MANEJO RESPONSABLE Y ETICO CON LOS ESPECIMENES

ASI COMO CON LOS EQuIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS DURANTE LA INVESTIGACION.

26.- PARA EL INGRESO A AREAS DE E IVADA LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR CON LA AUTORZACION RESPECTIVA DEL

PROPIETARIO O GAD-PROVINCIAL, MUNICIPAL O PARROQUI

27.- PARA EL INGRESO A AREAS NATURALES PROTEGIDAS LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL RESPEQTNO

RESPONSABLE DE AREA Y ACOMPARAMIENTO DE UN GUAR|

ANDO ARMAS, EXPLOSINOS,  TONICOS,
C [ S. MATERIAL VEGETATIVO, ESPECIES ANIMALES Y EN GENERAL TODO AQUELLO QUE ATENTE A LA INTEGRIDAD DEY AREA.

e B EN 10 MIENTO DE LAS D&l xaAciones
CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA YAPROBACION DE INFORMES PARCIALES O FINALES EN tAS FECHAS INDICADAS.

RVACION DE

IDA SILVESTRE Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA Y DEMAS NORMATIVAS PERTINENTESR
gygﬁhgﬁ;:LgﬂEsNTO DE CUALQUIERA DE ESTAS DISPOSICIONES AS!| cOMO EL USO INDEBIDO DE ESTE DOCUMENTOQ, O EL mwﬁmnm 0e
LAS DISPOSICIONES LEGALES, ADMINISTRATIVAS O TECNICAS ESTABLECIDAS EN LA MISMA, SERAN SANC| CONFORME A LA LEY FORESTAL Y
DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y VIDA SILVESTRE CODIFICADA, TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA Y CON LA
SUSPENSION INMEDIATA DE LA PRESENTE AUTORIZACION.

34.- TASA POR AUTORIZACION: 20 DOLARES NO REEMBOLSABLES DEPOSITADOS EN LA CUENTA 0010000785, CODGO SUBLINEA 12089, DERORITO,
461503566 DE BAN ECUADOR, DE FECHA 28-03-2017.

CC: Coordinadores de Patrimonlo Natural

R de Vida Sty : Ing. Marcelo Pantoja Fecha: 08-04-2017




