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1.7 LOCALIZACION DEL PROYECTO

El proyecto se realizara en ecosistemas de las areas protegidas en la Cuenca del Rio Napo
perteneciente a la provincia de Orellana (Figura 1).

Cuenca del Rio Napo
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Fuente: Justicia ambiental en el Ecuador: una mirada desde la Cuenca del Rio Napo (Escala 1:10
000)

Orellana, ubicada al este de Napo, tiene un area de 20.773 km?2 correspondiente al 18,6%, de la
Amazonia ecuatoriana y se conforma por cuatro cantones (Orellana, Aguarico, Loreto y Joya de los
Sachas).

El Napo es el rio mas grande de Ecuador y un gran tributario del Amazonas (Armas & Lasso, 2011).
Este rio es alimentado por algunos rios, entre ellos Lloculin y Jatunyacu, que bajan de la cordillera
oriental de los Andes Ecuatorianos hasta el piedemonte donde se unen para formar el Rio Napo, el
cual al seguir su curso recibe aguas de los rios Coca, Aguarico y Curaray y de forma posterior se
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adentra a la gran llanura Amazoénica (Ministerio del Ambiente, 2012). Este rio tiene una longitud de
1300 Km, de los cuales los primeros 460 Km se encuentran en territorio ecuatoriano (Laraque, et
al,, 2004).

Este constituye una fuente principal de agua para los numerosos asentamientos poblacionales
cercanos al mismo, adicionalmente, las personas se sirven de él para transporte, pesca y turismo
(Armas & Lasso, 2011).

La Cuenca del Napo cuenta con una gran diversidad de animales y plantas, entre ellas 17 tipos de
vegetacion; la cobertura vegetal se encuentra en buenas condiciones y representa el 86% del area
de la cuenca. En cuanto a diversidad faunistica existen 119 tipos de mamiferos, 435 tipos de aves y
152 especies de reptiles, de los cuales se encuentran amenazados 56 tipos de anfibios, 26 de
mamiferos y 2 de reptiles (CISPDR, 2016).

1.8 TIPO DE COBERTURA

Nacional | | Regional | ‘ Provincial ‘ X | Cantonal | ‘ Parroquial |

El proyecto se ejecutara en:
El 4rea de intervencién es las areas protegidas en la Cuenca del Rio Napo perteneciente a la
provincia de Orellana.

1.9 Tipo de proyecto:

Nuevo | X | Continuacién | |

1.10 PROPUESTA RELACIONADA CON UN PROYECTO EN EJECUCION O YA EJECUTADO

En ejecucion | \ Ejecutado \ |
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ESPOCH:

FACULTAD PARTICIPACION CARRERAS

Facultad de Ciencias - -
Facultad de Informatica y Electrénica - -
Facultad de Salud Publica - -
Facultad de Recursos Naturales - -
Facultad de Mecanica - -
Facultad de Administracién de Empresas - -
Facultad de Ciencias Pecuarias - -

Sede Morona Santiago - -

Sede Orellana X Ingieneria Ambiental
Zootecnia
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1.12 OTRAS INSTITUCIONES NACIONALES O INTERNACIONALES QUE PARTICIPEN EN LA
EJECUCION DEL PROYECTO:

Nombre de la Institucion:

Universidad de Las Tunas

Siglas: ULT

Contacto: Karel Ismar Acosta Pérez

Ciudad: Las Tunas

Correo electrénico: karelap@ult.edu.cu o karel0978@gmail.com
Pagina Web: www.ult.edu.cu

Teléfonos: +5331348014 Ext. 190

Tipo de participacion:

Servicios cientifico técnicos para la realizacibn de muestreos a dareas
protegidas, conservaciéon de muestras y analisis de laboratorio ha escala
molecular, y genética para la deteccion de enfermedades y parasitos en plantas
animales.

Nombre de la Institucion:

MINISTERIO DEL AMBIENTE, AGUA Y TRANSICION ECOLOGICA

Siglas: MAATE

Contacto: )Adriana Santos Diaz

Ciudad: El Coca

Correo electrénico: adriana.santos@ambiente.gob.ec
Pagina Web: www.ambiente.gob.ec
Teléfonos: 0987335852

Tipo de participacion:

Servicios cientificos técnicos para la realizaciéon de muestreos a areas
protegidas, preparaciéon de muestras. Apoyo con el traslado hacia las areas de
estudio.
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RESUMEN EJECUTIVO DEL PROYECTO

La influencia del clima en la estructura y funcién de los ecosistemas de zonas protegidas es
ampliamente reconocida. El clima no solo juega un papel fundamental en la distribucién de las
especies forestales, sino también en la distribucién de insectos, plaga, y microorganismos; que
pueden albergar las especies arbdreas, asi como en la dindmica de dichas interacciones. Por lo
tanto, el clima es relevante para la salud de los bosques, y un clima cambiante puede alterar los
patrones de perturbaciones bioticas pues se prevé que los brotes de plagas y enfermedades sean
mas frecuentes y graves, causado en parte por nuevas invasiones biolégicas y factores estresantes
abidticos que afectan a los ecosistemas sujetos al cambio climatico. Ademas, existen otros factores
contemporaneos como el comercio internacional, los patrones de uso de la tierra, la conectividad y
las practicas de manejo que también aumentan el riesgo de que se introduzcan insectos y hongos
exoticos.

Las enfermedades emergentes o reemergentes son consecuencia de un proceso de interaccién de
multiples factores, tales como: el cambio climatico y condiciones que prevalecen y son
identificables en algunos ecosistemas. Derivado de lo anterior, se pueden presentar situaciones que
por su naturaleza sean definidas como una emergencia, ya sea porque no son conocidas o bien que
por su rapida diseminacién deriven en un problema de seguridad. Muchas de estas enfermedades,
tienen un impacto poblacional y la respuesta que se ha organizado para contener o evitar dafios es
de mayor magnitud.

Ante la presencia de estos agentes y sus consecuentes dafios, se dirigen los esfuerzos en estrategias
integrales de prevencién y contencién oportuna que garanticen la protecciéon del medio ambiente,
las cuales deben basarse no sé6lo en los agentes, sino en factores que condicionan su nueva
aparicién para la implementacién de estrategias. En este sentido, se identifica que en las areas
protegidas de los ecosistemas de la cuenca del Rio Napo en Orellana no existen estudios
relacionados con esta tematica.

En base a lo planteado anteriormente se desarrolla la propuesta del presente proyecto que
pretende “Caracterizar las principales enfermedades y parasitos en especies de plantas y animales
distribuidas en relacién con los cambios medioambientales que influyen en las areas protegidas de
la Cuenca de Rio Napo en la provincia de Orellana”. La investigacion tendra una duraciéon de dos
afios; y se plantea en dos etapas: la primera que corresponde identificaciéon de los patégenos y
parasitos asociados a enfermedades en plantas y animales por métodos moleculares y bioquimicos,
en la cual se desarrollaran muestreos en los ecosistemas afectados, conservacion de las muestras
tomadas; seguido de analisis moleculares y bioquimicos; y una segunda etapa la evaluacién de la
incidencia, severidad y distribucion de dos enfermedades en relacién a los cambios
medioambientales detectados en las areas de estudio como modelo para futuras investigaciones.

Las investigaciones la desarrollardn docentes- investigadores de la ESPOCH en colaboracién con
investigadores de la Universidad de Las Tunas; la primera otorgara financiamiento para el proyecto
si es aprobada esta propuesta y la segunda institucién aportarad financiamiento para servicios
cientificos técnicos, y participacién del personal durante el desarrollo del proyecto, asi como otros
aportes por andlisis molecular y bioquimico de muestras.

Los principales resultados que se obtendran de la investigacion son: creaciéon de muestrario de
tejidos, cultivos puros, ADN de especies de plantas y animales; un catalogo digital con imagenes y
descripcién de las principales sintomatologias observadas en las areas de estudio; seran
identificados los principales patdégenos emergentes o reemergentes como agentes causales de
epifitia en ecosistemas forestales y los principales parasitos que pueden constituir epidemias en las
poblaciones de animales que habitan ecosistemas forestales en estudio. Asimismo las secuencias de
ADN de los patdégenos y parasitos quedardn depositadas en Bases de Datos Internacionales.
Finalmente se desarrollard un modelo prondstico de dos enfermedades con el estudio de la
correlacion de variables de incidencia, severidad y distribucién con los factores edafoclimaticos
cambiantes en las zonas de estudio.

Estos resultados beneficiaran a las comunidades rurales y productores agropecuarios que viven en
las areas protegidas y en muchas ocasiones obtienen sus recursos de estas, por lo cual evitar
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epidemias contribuird a mantener los equilibrios en estos ecosistemas al tomar estrategias para el
manejo de las enfermedades.

2. CONTENIDO DEL PROYECTO
2.1. ANTECEDENTES

Los sistemas forestales estan experimentando tasas de transformacién sin precedentes debido a
muchas perturbaciones relacionadas con el cambio global, incluido el desmonte y la fragmentacion
de tierras, sequias graves e incendios forestales y brotes de plagas y patégenos exoéticos invasivos
(Ramsfield et al,, 2016).

La enfermedad es consecuencia de un patégeno virulento, un huésped susceptible y un entorno
propicio (es decir, el tridngulo de la enfermedad segin Agrios, 2005). Los arboles en los
ecosistemas naturales se mezclan en edad y composicidn de especies, y el impacto de los patégenos
adaptados a un huésped o etapa de vida en particular estd limitado por la disponibilidad de
recursos (Burgess y Wingfield, 2002).

Los ecosistemas naturales suelen estar en equilibrio con sus patégenos nativos, y los brotes de
enfermedades graves son raros (Burdon y Thrall, 2009). Sin embargo, esta coevolucién ocurri6 con
el tiempo y dentro de un entorno ambiental (Stenlid y Oliva, 2016). Las actividades humanas han
alterado este equilibrio natural entre los arboles y sus patégenos coevolucionados, lo cual reduce la
resiliencia del ecosistema. Estas actividades incluyen el desmonte y la fragmentacion de la tierra, lo
que lleva a mas bordes expuestos a las fluctuaciones climaticas y otros factores estresantes, como el
aumento de la escorrentia o los pesticidas de la agricultura.

La cosecha de arboles, selectiva o tala rasa, altera la clase de edad y la composicién de especies y,
por lo tanto, la disponibilidad de hospedantes susceptibles. Esta interaccién compleja entre la
resiliencia natural y el aumento de los factores estresantes puede llevar a que los patégenos
naturales provoquen epidemias de enfermedades tan impactantes como las que se observan
normalmente con los patégenos invasivos. Ademas de estos impactos directos de las actividades
humanas, los impactos del cambio climatico antropogénico se experimentan cada vez mas en los
sistemas forestales, lo que contribuye atin mas al desarrollo de enfermedades por patégenos
nativos.

Por otro lado, la barrera ambiental puede superarse debido al cambio de uso de la tierra y/o al
cambio climatico global, lo que lleva a situaciones en las que los patégenos nativos exhiben una
mayor patogenicidad para los huéspedes coevolucionados. Por ejemplo, la tala selectiva o los golpes
de tala pueden dar como resultado un monocultivo de una especie de arbol nativo de edad
uniforme que ahora es igualmente susceptible a patégenos especificos (Desprez-Loustau et al,,
2016; Burgess y Wingfield, 2017).

Si lo anterior genera oportunidades para que los microorganismos encuentren huéspedes que
carecen de resistencia coevolucionada, entonces se cruzan las barreras evolutivas/de
compatibilidad. Hay numerosos ejemplos de esto: muerte subita del roble en el oeste de EE. UU.
(Rizzo y Garbelotto, 2003), tizén del castafio (Rigling y Prospero, 2018), muerte regresiva por
Phytophthora en el suroeste de Australia (Shearer et al.,, 2007), enfermedad del olmo holandés
(Brasier y Buck, 2001) y muerte regresiva del fresno (Pautasso et al., 2013).

El medio ambiente puede alterar las relaciones huésped-patdgeno y, segin la region, las
condiciones climaticas pueden volverse mas o menos favorables para los patégenos. El tiempo
(condiciones atmosféricas a corto plazo) y el clima (tiempo de una regién especifica promediado
durante un largo periodo de tiempo) afectan a los patoégenos, sus huéspedes y sus interacciones. El
cambio climatico se refiere a cambios a largo plazo en el clima. Por ejemplo, el cambio climatico que
conduce a la sequia a largo plazo es un cambio crénico, mientras que la sequia es un cambio agudo;
ambos pueden favorecer a los patégenos mejorando su aptitud o impulsando la expansion en los
rangos de distribucidn y/o ejerciendo estrés sobre los arboles huéspedes, predisponiéndolos al
desarrollo de enfermedades (Ghelardini et al., 2016).
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Tal vez, el primero en destacar el papel del clima en las enfermedades forestales fue Hepting
(1963), quien concluy6 que un brote severo de un patégeno nativo “es una rara eliminaciéon por
parte del clima de los obstaculos que normalmente limitan al patégeno”. En una era de cambio
global, el triangulo de enfermedades debe actualizarse para considerar el componente ambiental en
dos marcos de tiempo: el clima, que debe ser propicio para el desarrollo de las enfermedades, y el
cambio climatico general y el estrés subyacente que la causa (Hennon et al., 2020).

A principios de la década de 2000 se produjo un aumento en los estudios y revisiones de los
desafios para la salud de los bosques frente a la globalizaciéon y el cambio climatico (Anderson et al.,
2004; Holdenrieder et al., 2004; Desprez-Loustau et al., 2006). La sequia, en particular, se consider6
un importante factor impulsor de la aparicién de enfermedades.

Teniendo en cuenta lo anterior cobra vital importancia las investigaciones que se van a desarrollar
en las areas protegidas de la Cuenca del Rio Napo-Orellana una vez que no se informan estudios
que incluyen la caracterizacién de las principales enfermedades y parasitos que afectan la flora y la
fauna y la influencia del medioambiente en la distribucién de las patologias presentes.

2.2.JUSTIFICACION

Desde hace varios afios entre las amenazas y vulnerabilidades en las areas protegidas existentes en
la Cuenca del Rio Napo estan las actividades hidrocarburiferas que contribuye a la destruccién de
hébitats; pérdida o disminucién de biodiversidad; contaminacién del suelo; impacto en el paisaje;
cambio del uso del suelo para agricultura, ganaderia y pastoreo; explotacién maderera legal e ilegal;
extraccion de vida silvestre; entre otras (Paredes, 2001).

Otras amenazas que afectan a las areas protegidas son el avance de la frontera agricola y el cambio
de uso del suelo que se producen como consecuencia de la apertura de vias y de la colonizacidn.
Ademas, las poblaciones y el desarrollo de infraestructura generan cambios de uso del suelo ya que
donde existen carreteras y vias de comunicacién acuatica se generan procesos de transicion de
bosque a “no bosque” (Zarrate, 2012).

Actualmente debido al detrimento acelerado de los habitats, la degradacién de los ecosistemas y la
rapida pérdida de la biodiversidad, el tema ambiental es una preocupacién global, incluida en las
agendas de los organismos internacionales. La humanidad ha empezado a generar conciencia mas
clara sobre la dependencia del hombre hacia los recursos naturales. Estos hechos han favorecido el
incremento de los estudios que se centran en conocer la biodiversidad y sus diferentes enfoques,
como la conservacion de especies, mitigacidon de la perturbacion, ecologia de enfermedades, entre
otros.

El estudio de las enfermedades infecciosas emergentes tiene su historia en los campos médico y
veterinario, pero también se ha aplicado a los patégenos de las plantas [Anderson et al., 2004]. Tres
barreras limitan el desarrollo de las enfermedades infecciosas emergentes: geografica, ambiental y
evolutiva (compatibilidad) (para mas detalles, véase Paap et al. [2022]). La liberacién de cualquiera
de estas barreras puede resultar en el desarrollo de enfermedades. En el contexto de los patégenos
exOticos invasores, la globalizacién (comercio que conduce al movimiento accidental de patégenos
forestales a huéspedes ingenuos y adecuados) permite que los patédgenos superen las barreras
geograficas (Bonnamour et al,, 2021).

El medioambiente puede alterar las relaciones huésped-patdgeno y, segtn la region, las condiciones
climaticas pueden volverse mas o menos favorables para los patégenos. El impacto de los
patégenos forestales exdéticos invasivos estd bien documentado; sin embargo, en las areas
protegidas de la Cuenca del Rio Napo en la provincia de Orellana no existen estudios de la
influencia de las alteraciones causadas por las amenazas y vulnerabilidades al medioambiente en la
salud de la vegetaciéon y fauna silvestres; por ello esta investigacion se concentrara en la
caracterizacion de las principales enfermedades complejas de los arboles (disminuciones) y
animales causadas por patdgenos nativos en la era del cambio global antropogénico.
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2.3. ANALISIS DE LA SITUACION ACTUAL

En la provincia de Orellana desde hace varios afios se han identificado varios problemas
ambientales, pero resalta la deforestacién y cambios del uso de los suelos asociados a la explotacién
petrolera, agricultura y ganaderia, explotacion de madera, las cuales causan pérdidas del
ecosistema. En este sentido, las principales amenazas constituyen la industria petrolera y la
colonizacién ya que estan vinculadas a efectos negativos como la deforestacién y expansién de la
frontera agricola (GADP Orellana, 2015).

Actualmente, Quezada et al. (2022) plantean que la deforestaciéon ha superado las 300 ha en el
Yasuni, concluyendo que las actividades extractivas especialmente la petrolera no han cesado en los
ultimos 30 afios. Ademas, los factores que contribuyen a la deforestacién circulan en base a:
modificacién del uso de suelo para agricultura, explotacién maderera en comunidades restringidas,
incompetencia de politicas publicas de incentivos a la conservacién de habitats, construcciéon de
vias de acceso y en ciertos casos incendios forestales (Valdez y Cisneros, 2020).

Segun lo planteado por los autores antes mencionados y en los antecedentes se puede decir que
estos problemas ambientales tienen un impacto profundo en la vida silvestre de las areas
protegidas provocando cambios y alteraciones de los ecosistemas que lleva a la aparicidon de nuevas
enfermedades y parasitos. El desconocimiento de la presencia de enfermedades emergentes o
reemergentes puede conllevar a la explosiéon de epidemias que afecten los recursos en estos
ecosistemas en los cuales se veran afectadas comunidades humanas que dependen en muchos
casos de estos recursos naturales para su subsistencia.
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ARBOL DE PROBLEMAS

Deforestacion y cambios del
uso de los suelos por industria
petrolera y la expansion de la
frontera agricola

No se ha determinado la
diversidad de enfermedades
presentes arboles y plantas
silvestres

Desconocimiento de parasitos
presentes animales silvestres
y de uso agropecuario

Muerte de animales silvestres

N

7

Desconocimiento de las enfermedades y parasitos en
plantas y animales y su distribucion en el contexto
cambios medioambientales

Pocos elementos de la relacion
de los cambios

medioambientales con la
dictribncidn de enfermedadec

Pérdida de diversidad de
arboles y afectaciones
recursos naturales

Reduccién de produccién
agropecuaria por aparicion de
nuevos parasitos asociados al

ganado y plantas forrajeras

Reduccidén de producciéon
agricola por aparicién de
nuevas enfermedades en
cultivos cercanos a los
ecosistemas
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2.4. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Caracterizar las principales enfermedades y parasitos en especies de plantas y animales
distribuidas en relacién con los cambios medioambientales que influyen en las dreas protegidas de

la Cuenca de Rio Napo en la provincia de Orellana.
B. Objetivos Especificos

1. Identificar los principales patégenos y parasitos causantes de las sintomatologias
observadas en plantas y animales con el empleo de herramientas biolégicas, bioquimicas y
moleculares.

2. Evaluar el efecto de los cambios medioambientales en la distribucién de las enfermedades

y parasitos presentes en las dreas estudiadas.
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2.5. MATRIZ DE MARCO LOGICO
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Resumen de objetivos Linea base Metas Indicadores Fuentes de verificaciéon | Supuestos
Fin No existen Hasta octubre del afio 2024 se | Informes cuatrimestral y | La ESPOCH Sede -Orellana
Contribuir al estudio de la | estudios de Ila habran caracterizado e | anual. cuenta con los recursos
diversidad de patogenos en | identificacion de identificado cuatro (4) patégenos | Informe de | para el desembolso de
plantas y de parasitos en | enfermedades y en plantas y tres (3) parasitos en | prospecciones a campos. | recursos econdémicos para
animales  causantes de | pardsitos y se animales y evaluado el efecto de | Informe de la| el cumplimiento de las
patologias emergentes y | pretende las alteraciones del | Georeferenciacion. actividades del proyecto y
reemergentes mediante | muestrear las medioambiente en la distribucién | Informe de la evaluacién | del apoyo interinstitucional
técnicas biolégicas, | areas con de al menos una patologia en | del efecto del | con la participacion de
bioquimicas y moleculares. | afectaciones en el cada grupo. medioambiente. Universidad de Las Tunas.

medioambiente. Socializacién de

Ademas, se resultados en Revistas

pretende evaluar Cientificas.

el efecto de los Archivo Fotografico.

cambios

medioambientales

en la distribucion

de los patogenos y

parasitos.
Propoésito Identificar ~ cuatro (4) | Hasta octubre del afio 2024 se | Libros de campo Las asignaciones
Diversidad de patégenos en patégenos en plantas y tres | habran caracterizado e | Archivos fotograficos presupuestarias se han
plantas y parasitos en (3) parasitos en animales | identificado cuatro (4) patégenos ejecutado en los plazos
animales  causantes de que constituyen riesgo de | de plantas y tres (3) parasitos en correspondientes para cada
patologias emergentes y epidemias y el efecto de las | animales causantes de patologias actividad de investigacion
reemergentes mediante alteraciones del | que provoquen dafios graves y planificada.
técnicas biolégicas, medioambiente en  la | riesgo de epidemias.

bioquimicas y moleculares,
asi como los efectos en su

incidencia, severidad y
distribucion de al menos
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distribucién relacionada una patologia en cada

con cambios ambientales en grupo.

areas estudiadas.

Componente 1 Establecer una (1) | Hasta julio del afio 2023 se | Muestras conservadas en | Muestrario conservado en

Diversidad de los

coleccion de muestras de

establece una (1) coleccién de

los laboratorios en

los laboratorios de la Sede

principales patégenos y patégenos y  parasitos | patégenos de plantas constituida | condiciones de | Orellana.
parasitos causantes de las aislados de plantas y | por cultivos puros de dos (2) | refrigeraciéon y
sintomatologias observadas animales afectados por | hongos y dos (2) bacterias; | liofilizadas.
en plantas y animales con el diversas patologias. (6 | extracciones de ADN totales de
empleo de herramientas meses) cinco (5) sintomatologias foliares
biolégicas, bioquimicas y virales; asi como muestras de
moleculares. sangre y heces de tres (3)
especies de animales capturados.
Confeccionar un (1) | Hasta julio del afio 2024 se habra
catdlogo descriptivo de las | elaborado un (1) catdlogo | Informe de | Se ha cumplido con el
principales sintomatologias | publicable en formato libro de los | prospecciones a campos. | cronograma para la
observadas en plantas y | principales patdgenos de plantas elaboracion del catalogo.
patologias en animales, | y  parasitos en  animales | Archivos fotograficos
localizacidn, grado | causantes de patologias que
afectaciébn o porcentaje | provoquen dafos.
aparicién, patoégenos y
parasitos identificados e
informacién si es
emergente o reemergente.
(12 meses)
Actividades

1.1 Permisos gestionados en
el Ministerio de Ambiente
para la recoleccién de
recursos genéticos y

Obtener un (1) permiso del
Ministerio del Ambiente y
una (1) certificacion
bioética de la ESPOCH. ( 2

Para finales de febrero del afio
2023 se habra obtenido un (1)
permiso del Ministerio del
ambiente y una (1) certificacién

Informe de permisos de
recoleccion de muestras
de plantas silvestres y
heces fecales,

Obtenidos permisos
Ambientales y certificacion
bioética de la ESPOCH al
100 %
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certificacion bioética de la meses) bioética. ectoparasitos y sangre
ESPOCH obtenida. de animales.

Informe de certificaciéon

bioética de la ESPOCH
1.2 Georeferenciacién de las Georeferenciadas las dos | Hasta inicios de abril del 2023 se | Mapas con | Investigadores y
areas con las alteraciones (2) areas en una (1) zona | habra georeferenciado una zona | representaciéon de zonas | estudiantes dispuestos a la
medioambientales que de estudio la cual | de estudio dividida en dos (2) | y sectores. colaboracion para
afectan flora y fauna. represente el 10% de las | areas y estas a su vez en dos (2) | Informe de la | georeferenciacién de las

areas protegidas de la | subdreas para la realizacién de | Georeferenciacion. areas a muestrear.

Cuenca del Rio Napo en
Orellana con alteraciones
medioambientales (1 mes)

los muestreos.

1.3 Muestreos para colectar
plantas con signos 'y
sintomas de patégenos en
los ecosistemas.

Contar con 200 muestras
de plantas con la expresion
de sintomatologias de la
época de alta (abril, mayo,
junio) 'y baja (agosto,
septiembre, octubre)
pluviosidad. (6 meses).

A finales de septiembre del 2023
se habran terminado la
recoleccion de 200 muestras de
plantas en las dos areas y sus dos
subdreas de la zona de estudio.

Archivos fotograficos
Informes de recoleccién
de signos y sintomas en
muestras de plantas
Libro de campo

1.4 Muestreos para la toma,
recolecciéon y envio de
muestra de heces, raspado

Disponer de muestras de
sangre, heces, ectoparasitos
de 100 animales de la época

A finales de septiembre del 2023
se habran terminado de tomar
muestras de sangre, heces,

Archivos fotograficos
Informes de recoleccién
de muestras de animales

Los muestreos han sido
realizados oportunamente

cutaneo, recoleccion con de alta (abril, mayo, junio) | ectoparasitos en 100 animales | Libro de campo
hisopo de algodén en y baja (agosto, septiembre, | capturados en las dos areas de la
animales. octubre) pluviosidad. (6 | zona de estudio.
meses).
1.5 Aislamiento y Conservar el 90% de las | A finales de septiembre del 2023 | Muestras de tejidos de

conservacién de muestras
de patdgenos en tejidos de
plantas y parasitos en
tejidos de animales, asi

muestras de tejidos, cultivo
de patégenos de plantas y
sangre, heces y
ectoparasitos de animales;

se habran conservado dos (2)
patégenos flngicos y dos (2)
bacterianos aislados de muestras
de plantas; asi como 200

plantas conservadas por
liofilizaciéon y patdgenos
en medio cultivo.

Muestras de heces
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como extraccion de ADN
totales de ambos.

asi como las extracciones
de ADN totales de ambos
grupos de organismos a -
20°C. (7 meses).

extracciones de ADN totales de
sintomatologias foliares virales;
ademds, muestras de sangre,
heces y ectoparasitos de 100
individuos de las especies de
animales capturados.

conservadas en frascos
en un sitio fresco y
alejado de la luz.

ADN de tejidos de
plantas  enfermas vy
animales conservados en
congelacién a -20°C vy
liofilizados.

La conservacion ha sido
realizada oportunamente

1.6 Patégenos identificados
de acuerdo a la
sintomatologia y posible
grupo que pertenezcan por
métodos biolégicos,
bioquimicos y moleculares.

Identificar los cuatro (4)
principales patégenos
presentes en la zona de

estudio por marcadores
morfolégicos por
microscopia, bioquimicos

en medios de cultivos,
seroldgicos, andlisis de ADN
y marcadores moleculares.
(5 meses)

Hasta inicios de febrero del 2024
se habran identificado los cuatro
(4) principales patégenos de
mayor impacto en las dos areas y
subareas de la zona de estudio.

Informe de patbgenos
identificados.

Archivos fotograficos.
Pruebas de
patogenicidad.
Secuencias de ADN de
patogenos.

1.7 Parasitos identificados
en las heces fecales, raspado
cutaneo y otros fluidos por
métodos biolégicos,
bioquimicos y moleculares.

Identificados  tres  (3)
principales parasitos en los
animales capturados en la

zona de estudio por
marcadores  morfolégicos
por microscopia,
bioquimicos en medios de
cultivos, seroldgicos,
analisis de ADN vy

marcadores moleculares. (5
meses)

Hasta inicios de abril del 2024 se
habran identificado los tres (3)
principales patégenos causante
de epidemias en poblaciones de
animales en las dos areas y
subdareas de la zona de estudio.

Informe de
identificados.
Archivos fotograficos

parasitos

Secuencias de ADN de
patogenos.

Disponibilidad de recursos
econ6émicos por parte de la
ESPOCH para el analisis de

algunas muestras en
laboratorios externos al
100%.

Colaboracion de la

Universidad de Las Tunas
en los andlisis de las
muestras al 100%.

Componente 2

Efecto de los cambios

Evaluado el efecto del
estado de alteracion del

A inicios de noviembre de 2024
se habri evaluado el efecto de las

Informe de incidencia,
severidad y distribucién

Colaboracién de
investigadores y
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medioambientales en la
distribucién de las
enfermedades y parasitos
presentes en las areas

medioambiente en la
incidencia, severidad y
distribucion de una (1)
enfermedad y un (1)

variables edafoclimaticas sobre
una (1) enfermedad y un (1)
parasito.

del patégeno y el
parasito que constituyan
mayor riesgo.

Archivos fotograficos

estudiantes  involucrados
para determinar el efecto
de la alteracion  del
medioambiente

estudiadas. parasito como modelo de Informe con la
comparaciéon durante la georreferenciacion y
época de alta y baja distribucion de las
pluviosidad. (7 meses) especies

Actividades

2.1 Base de datos elaborada
y procesada con incidencia
y distribuciéon de una
especie predominante de
patégeno y un parasito por
ambientes estudiados.

Elaborar una (1) base de
datos con la incidencia,
severidad y distribucion de
un (1) patégeno y un (1)
parasito. (6 meses)

Hasta inicios de noviembre del
2024 se habran elaborado una
(1) base de datos con la
incidencia, severidad y
distribucién de un (1) patégeno y
un (1) pardsito como modelo en
la zona de estudio.

Base de datos
Informes
Tablas en Excel
Fotos aéreas

Disponibilidad del técnico
de TIC para la elaboracién
de base de datos 100 %
cumplida

2.2 Informacién de 1la
incidencia y distribucion de
patégenos y  parasitos
predominantes procesada y
analizada.

Informar el 100% de los
resultados estadisticos de
la influencia de las
alteraciones
edafoclimaticas en la
incidencia, severidad y
distribucion de un (1)
patégeno y un (1) parasito
en la zona de estudio. (1
meses)

Inicios de diciembre del 2024 se
habran procesado el 100% de la
base de datos y determinado el

efecto de las alteraciones
medioambientales en la
incidencia, severidad y
distribuciéon del patégeno y
parasito.

Informes de resultados

Disponibilidad de paquetes
estadisticos para los
andlisis e interpretacion de
la base de datos al 100 %
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2.6. SOSTENIBILIDAD

Este proyecto presenta una investigacién novedosa que profundiza en las perturbaciones bioticas y
las preferencias sociales por las medidas de mitigacién de plagas y enfermedades. No existen
estudios relacionados que aborden las preferencias sociales para reducir las perturbaciones
causadas por agentes bidticos en la regién de Orellana.

Las grandes transformaciones que caracterizan al mundo actual responden, en gran medida, al
avance experimentado por el desarrollo de nuevos conocimientos cientificos y tecnoldgicos, a su
rapida aplicaciéon en muy diversos ambitos de la sociedad, y a las posibilidades de difusion e
interaccion que nos dan las tecnologias de informacién y comunicacion, especialmente la Internet.

Desde una visién estratégica de desarrollo nacional, incorporar la ciencia, la tecnologia y la
innovacién como su eje central, en un marco de solidaridad y racionalidad ambiental, nos permitira
contribuir a la solucién de diversos problemas nacionales y regionales, a mejorar las condiciones de
los ecosistemas protegidos con un valor agregado, a tener un mejor conocimiento de nuestro
entorno, a garantizar la sostenibilidad ambiental y a reforzar nuestra identidad cultural

En esta investigaciéon se vincula el Trabajo Cientifico Estudiantil el cual es una herramienta
imprescindible que, por su grado de generalizacién (planificacién, ejecucién, valoracion y
comunicacion de los resultados), le permite en su formacién desplegar su potencial de desarrollo
cientifico vinculado a las tareas generales de la profesion u oficio.

Se propicia un conocimiento que le permita a todos nuestros profesionales del area desde su propia
actividad y experiencia laboral, ser utilizados con efectividad y creatividad en la implementacion de
procesos investigativos a través de la investigacion cientifica, asi se contribuye a un pensamiento
flexible, alternativo y cientifico que ademas puede ser aplicable a la docencia y a los problemas
cotidianos, como un método de trabajo por la via cientifica para que sean capaces de solucionar los
problemas, dificultades y carencias de la vida cotidiana, su desempefio laboral y su formacién
integral.

El apoyo en el trabajo cientifico desde una perspectiva curricular permite encontrar diferentes
alternativas de solucidn a los problemas docentes y de la vida en los que continuamente se ve
inmerso, y es el método ideal para potenciar su desarrollo cientifico vinculado a la profesién como
parte de su formacioén general e integral o de amplio espectro, como lo establece la Educacién
Superior contemporanea

2.7. METODOLOGIA
2.7.1 PRIMERA ETAPA
OBJETIVO ESPECIFICO 1:

Se gestionaran los permisos en el Ministerio del Ambiente para la recoleccién de recursos genéticos
y se obtendran la certificacién bioética de la ESPOCH.

2.7.1.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para el estudio se seleccionaran dos areas de la zona, estas se basaran en el tipo de ambiente: un
area con cambios medioambientales y otra sin cambios.

En cada area de estudio se seleccionaran 2 sub-areas de muestreo de una hectdrea de superficie
cada una (100 x 100 m). Las sub-areas se seleccionaran intentando que cada una represente la
mayor diversidad de micro-habitat posible dentro del area mayor y que los diferentes estratos
florales de dichos ambientes estén representados segun la guia de campo propuesta por Biitler et
al. (2020).

Los muestreos se realizaran en cada sitio durante los meses de abril, mayo, Junio (época de maxima
precipitacion) y agosto, septiembre, octubre, (época de minima precipitaciéon) del primer afio
(2023) de la investigacion. La movilizacion del personal encargado de los muestreos sera aportada
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por Sede Orellana y dos investigadores de la Universidad de Las Tunas especialistas en
Fitopatologia y Veterinaria.

2.7.1.2 Georreferenciacion de las areas con las alteraciones medioambientales que afectan flora y
fauna.

Se realizardn recorridos en las areas protegidas con las alteraciones medioambientales para
observar y localizar problemas de salud en los arboles y arbustos, asi como la presencia de
animales muertos, enfermos o accidentados. Luego se dividiran las areas por zonas y sectores.
Segun los datos tomados se definiran los mapas y croquis de las areas a estudiar.

2.7.1.3 Muestreos para colectar plantas con signos y sintomas de patgenos.

Se realizaran muestreos por las zonas de estudio que se dividiran en areas y subdareas por los
diferentes periodos y, en las especies de arboles y arbustos se examinaran troncos, ramas y hojas
con signos y sintomas para observar la presencia de enfermedades especificas y su grado de
afectacién.

Las muestras de sintomatologias observadas se les tomaran imagenes en condiciones naturales y
luego una porcidn de tejido se colectara en bolsas de nailon para su posterior procesamiento en el
laboratorio. También se colectaran las partes de las plantas adecuadas y se conservaran en un
herbario para su posterior identificacion taxonémica (Biélogos y Botanicos-ESPOCH).

2.7.1.4 Muestreos para la toma y recoleccién de muestra de animales.

En los muestreos en el campo se colocaran trampas en veredas, entradas de madrigueras,
echaderos, en dependencia de los objetivos del estudio. Los tipos de trampas para la captura de
especies de fauna silvestre que se utilizardn en el presente trabajo seran Trampa tipo "Gancho"
para la captura de felinos; trampa tipo "Jaula” para la captura de primates, trampa tipo “Cajén” para
la captura de majas; trampa “Chaqui tuclla" para la captura de aves en general; trampa tipo "Jaula”,
también para la captura de aves; trampa tipo “Corral A” (trampa de una entrada) para la captura de
reptiles; trampa tipo "Corral B" (Trampa de dos entradas); y trampa tipo “Corral C”. Para la
construccidén de las trampas se emplearon materiales de la zona como cafia brava, horcones, tabla,
varillas, bejuco, bolsa y tucos de madera; mientras que como cebo y carnada se emplearan pedazos
de carne, platano maduro, frutas y semillas de la zona, granos de maiz y pescado (Alva, 2006).
Ademas, se colocaran trampas tipo Sherman y Ballestas.

Las trampas se revisaran después de 24 horas para la toma de muestras de sangre, heces, raspado
cutaneo, recoleccion de fluidos y exudados; asi como ectoparasitos de acuerdo a lo descrito en el
manual por Muifioz-Garcia et al. (2016). Seguido de la toma de muestras los animales seran
devueltos al ecosistema.

2.7.1.5 Aislamiento, conservacién de muestras y extracciéon de ADN total de plantas y animal.

Aislamiento, conservacién y extraccién ADN de hongos:

Inicialmente se observara en el estereoscopio muestras de troncos, ramas y hojas con signos y
sintomas para aislar los micelios flingicos presentes y se realizara el repique de estos en medios de
cultivo PDA, AN y MCH hasta lograr cultivos asépticos; la temperatura de incubacién serd a 28°C y
se revisara los platos a las 48 y 96 horas después de la siembra. Posteriormente del crecimiento que
se evidencie en los medios de cultivo, se realizara tinciéon con azul de lactofenol, y se observaran
estructuras en el microscopio en los objetivos de 4X y10X.

A continuacidn, de acuerdo con la observacién microscépica realizada en los diferentes montajes en
el microscopio, se identificara el género de los hongos mediante herramientas bibliograficas, para
obtener una aproximacién taxondmica de los hongos sembrados. Finalmente, se revisara en la
literatura las principales enfermedades causadas por dichos hongos encontrados y los principales
sintomas.
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La conservacion de los hongos serd utilizando agua o aceite. Para esto el micelio o conidios
obtenidos a partir de cultivos puros, se crecen en tubos con medio cultivo y una vez que se alcanza
la esporulacidon del microorganismo se introducen aceite mineral, en el caso de conservaciéon en
agua esta técnica es ampliamente utilizada en hongos en la que secciones de micelio son
conservados en tubos de 2ml con agua. Para ambos métodos los tubos se almacenan en cuartos
frios o a temperatura ambiente (de Capriles 1989).

El ADN de tejidos infectados y de cultivos puros sera extraido de acuerdo al protocolo planteado
por Lin et al. (2009). La calidad y cantidad de ADN sera determinada por espectrofotometria. El
ADN se conservara a -20°C hasta su empleo analisis moleculares.

Aislamiento, conservacidn y extraccién ADN de bacterias:

Inicialmente se observara en el estereoscopio muestras de troncos, ramas y hojas con signos y
sintomas para aislar los exudados bacterianos presentes y se realizara la siembra en medios de
cultivo PDA. La crioconservaciéon para bacterias se aplicard generalmente utilizando agentes
crioprotectores como glicerol (Singh y Baghela, 2017).

El ADN de tejidos infectados y de cultivos puros bacterianos sera extraido de acuerdo al protocolo
descrito por Doyle y Doyle, (1990).

Extraccion directa de ADN totales de plantas:

Se realizard extracciéon de ADN totales de tejidos de plantas con sintomatologias posibles asociadas
a patégenos virales y otras bacterias restringidas al floema. Se empleara el método de CTAB
descrito por Doyle y Doyle, (1990). La calidad y cantidad de ADN sera determinada por
espectrofotometria y se conservara a -20°C hasta su empleo andlisis moleculares.

Extraccion ADN de heces fecales: La extraccion de ADN de heces se realizara de acuerdo con el
protocolo basado en el método GuSCN/silice (Hoss y Paabo 1993, Frantz et al. 2003).

Extraccion de ADN de sangre: La sangre se almacenara en tubos estériles con 50-200 pL de etanol
absoluto o EDTA y para la extraccién de ADN se procedera segin lo descrito en el protocolo de
Green y Sambrook (2012). El ADN sera almacenado a -20°C  hasta su empleo en los anilisis
moleculares.

Liofilizacién de muestras:

En todas las muestras obtenidas anteriormente (aislados de hongos, bacterias, tejidos frescos, ADN
totales de plantas, suero de sangre, entre otros), que sean posibles, se colocaran en viales de vidrio
de 2 ml con una tapa de goma y seran sometidas a proceso de liofilizacién, posteriormente los
viales se sellardn con una tapa metalica para evitar la entrada de aire al material bioldgico
contenido dentro del vial, lo cual se realizara con un alicate llamado crimpador manual de viales.

2.7.1.6 Identificacién de patdégenos en plantas por métodos moleculares.

Los ADN de hongos, bacterias, asi como ADN totales de tejidos de plantas con sintomas seran
sometidos a Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por siglas en inglés) y RCA con cebadores
o iniciadores genéricos para cada grupo de patogenos segun la sintomatologia observada y
comparada en laliteratura.

La amplificacién del ADN se llevara a cabo con diferentes marcadores moleculares, para hongos y
oomicetos se utilizara la region del ITS del ADN ribosomal (ITS4: 3"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-5’,
ITS5:3- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-57) (White et al, 1990) y el EF-la (EF1: 3'-
ATGGGTAAGGA(A/G) GACAAGAC-5', EF2:3-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-5") (Nitschke et
al, 2009), en el caso de Colletotrichum spp. se utilizard el ITS, el gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (GDF: 3"-GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-5’, GDR:
3'GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT) y el Apn2-Matl-2 espaciador intergénico parcial (ApMat)
(AMF: 3°-TCATTCTACG TATGTGCCC, AMR: 3’-CCAGAAATACACCGAACTTGC-57) (Ruiz Campos,
2016).  Phytophthora spp. (I2: 3"-GATATCAGGTCCAATTGAGATGC-5°, A2:3’-TTCACC
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TACGGAACGTATATGTGCATGTGA-5") (Drenth et al.,, 2006). La reaccién de amplificacién y el perfil
térmico se utilizaran de forma regular para amplificar ADN proveniente de cualquier tipo de
microorganismo (Blanco Meneses & Ristaino, 2011).

Para detectar bacterias: La metodologia que se utilizara para la secuenciacién parcial es la descrita
en Arahal et al. (2008). El ADN se amplificarda mediante PCR en un termociclador utilizando
cebadores universales, 616V: 5-AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG -3°, 699R: 5-RGG GTT GCG CTC
GTT -3". Los productos de PCR se comprobaran mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v)
en tampon tris-borato EDTA a 135 V durante 25 minutos.

La metodologia utilizada para la secuenciacién completa sera la descrita en Arahal et al. (2008) y
Lucena et al. (2010). El ADN se amplificarda mediante PCR, utilizando cebadores universales 616V:
5- AGAGTT TGA TYM TGG CTC AG -3"y 699R: 5’- GGG TYK CGC TCG TTR -3’, para el extremo 5’ del
gen, y los cebadores P609D: 5 - GGMTTAGATACCCBDGTA -3 y P1525R: %’

WAGGAGGTRATCCADCC -3’, para el extremo 3’. Los productos de PCR se comprobaran mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en tampdn tris-borato EDTA a 135 V durante 25 minutos.

El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA se realizara utilizando las plataformas EzTaxon (Kim et
al, 2012) y BLAST (Altschul et al, 1997). El resultado obtenido se presentard al recoger la
extension del fragmento solapado, el porcentaje de semejanza y el nimero de acceso de la
secuencia de la cepa tipo de la especie que presenta el mayor grado de identidad.

Para detectar los fitoplasmas: se realizara mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa anidada (nPCR) para la amplificacién genérica de la region ADNr 16S empleando los
iniciadores R16mF2/R16mR1 y R16F2n\R16R2 seguido de una digestién con la endonucleasa de
restriccién Haelll (Arocha et al,, 2005).

Para detectar geminivirus: se realizard extraccién de ADN (Doyle y Doyle, 1990), seguido de PCR
para la amplificacién genérica de la region del gen Rep se seguira la metodologia propuesta por
Rojas et al. (1993), empleando los iniciadores PAL1v1978/ PARc496 y PBL1v2040/ PCRcl, que
amplifican un fragmento de 1100 pb del componente ADN-A, y un fragmento de 600 pb del
componente ADN-B, respectivamente.

Para estimar la variabilidad genética de geminivirus, el ADN amplificado por RCA a partir de ADN
total extraido de las plantas hospedantes y de insectos seran linearizados con las enzimas de
restricciéon EcoRlI, Kpnl, Hindlll, Sacl, entre otras; y ligados en el vector plasmidial pBluescript I SK+
previamente digerido con las mismas enzimas y seguido clonado en células competentes de
Escherichia coli (DH5alpha).

Los productos de amplificacion se separaran en un gel de agarosa al 0,8 % con GelRed (Biotium) a
0,5 pg mL-1 para la tincién y buffer TBE, y se comparardn con un marcador de peso molecular de
100 bp (ThermoScientific). La presencia de bandas se visualizara con luz ultravioleta.

Los productos de la PCR con bandas nitidas, tinicas y con el peso molecular correcto, se purificaran
con la Exonucleasa I (ThermoScientific). La secuenciacion se realizara en la empresa Macrogen Inc.
(Korea del Sur) a partir del producto de PCR a una concentraciéon de 50 ng pL-! por medio de
secuenciacion de Sanger (Sanger et al., 1977). Las secuencias se alinearan y editardn manualmente
con el BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 (Hall, 1999) y programa informatico Mega
version 7. La hebra consenso se utilizara para verificar la similitud en buscadores como Nucleotide
Blast del Gen Bank, EPPO-Q-bank, NCBI, Fusarium ID y MycoBank, con el empleo de la coleccién de
nucledtidos y la opcidén de material tipo de ser posible (Federhen, 2015). Se utilizaran similitudes
mayores al 96 % y para valores menores se seleccionaron marcadores mas especificos.

2.7.1.7 Identificacion de parasitos en animales por métodos bioldgicos, bioquimicos y moleculares.
Analisis coprolégico:

Se recogeran 100 muestras fecales frescas de mamiferos (n = 6 especies) del borde de la ubicacion
de las trampas en los pastizales, en viales de vidrio de 50 ml y se conservaran en formalina al 10 %.
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El tipo fecal se identificard como perteneciente a un taxén particular capturado, por la textura, el
tamafio y la forma de los granulos fecales y sus constituyentes: frutas, insectos, hierbas, huesos, con
base en Chame (2003) y observaciones previas en el sitio de estudio. La frescura de las muestras
fecales estara asegurada por la presencia de una capa mucosa que cubre los granulos fecales, la
humedad del estiércol y la no perturbacién por insectos (Cox et al., 2005). Se recogerd una muestra
del centro de la pila de estiércol, se colocara en un vial de vidrio con el nombre del animal huésped,
se transportara en hielo al laboratorio y se almacenara a 4 °C. En el laboratorio, se utilizaran para el
andlisis frotis fecales finos y flotacion fecal con solucién saturada de cloruro de sodio (Fernando y
Udagama-Randeniya 2009; OMS 1994).

Los 6vulos, quistes y larvas de los parasitos se identificaran utilizando el atlas de helmintologia
médica y protozoologia (Jeffrey y Leach, 1966), Soulsby (1982) y las ayudas de banco para el
diagndstico de parasitos intestinales (OMS, 1994). Los datos cuantitativos se determinaran
mediante el método de formol-éter (WHO. 1994).

Una muestra de 2 g de heces se tratard con 12 ml de una solucién de formalina al 10%. Los residuos
grumosos se eliminaran por filtracion. El filtrado de la suspension fecal se mezclara completamente
con 3 ml de éter. A continuacion, se agitara vigorosamente el tubo de centrifuga y se dejara que
libere la presién del interior, seguido de centrifugaciéon a 3000 rpm durante 5 min. Después de la
centrifugacion, se aflojara el tapon graso con un aplicador de madera y se vertera el sobrenadante
invirtiendo rapidamente el tubo. El sedimento resultante se mezclara completamente con un
volumen conocido de solucidn salina. Se observaran tres frotis separados, cada uno de 20 pl de
volumen de la suspension fecal concentrada bajo microscopia 6ptica; el nimero de évulos/quistes
se contara examinando el portaobjetos en forma de zigzag, comenzando desde la esquina superior
izquierda del portaobjetos y cubriendo toda el area de extension del frotis de 20 pl. El valor
promedio de los tres conteos sera usado para estimar el nimero de 6vulos/quistes en el volumen
inicial de solucién salina utilizada y luego por el nimero de 6vulos/quistes por gramo de materia
fecal (Ramalingam et al. 1983).

Los indices calculados con respecto a los parasitos GI incluirdn prevalencia (% de muestras
infectadas del nimero total examinado por taxén), riqueza (numero de tipos registrados por
taxén), diversidad (indice de diversidad de Shannon-Wiener (H'") = -Z(PilnPi) donde Pi es la
abundancia proporcional de parasitos) y carga parasitaria (nimero de parasitos por unidad de
muestreo) (Gannong y Willing, 1995).

Deteccion molecular de patédgenos en sangre y en ectoparasitos: se realizaran por PCR convencional
para la deteccion de rickettsia (Bermudez et al., 2012) y nematodos (Sobotyk et al, 2022) en
ectoparasitos y sangre respectivamente; entre otros ensayos informados en la literatura cientifica.

2.7.2 SEGUNDA ETAPA
OBJETIVO ESPECIFICO 2:

Se realizara una evaluacion del efecto del estado de alteracion de los cambios medioambientales en
la incidencia, severidad y distribucién de una enfermedad y un parasito predominante en el area
protegida estudiada como un modelo para el estudio otras epidemias y que constituya una urgencia
para establecer estrategias de manejo que permitan mitigar sus riesgos e impactos.

2.7.2.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para el estudio se seleccionaran dos areas de la zona, estas se basaran en el tipo de ambiente: areas
con cambios medioambientales y areas sin cambios en medioambiente. En cada area de estudio se
seleccionaran 2 sub-areas de muestreo de 1 hectarea de superficie cada una (100 x 100 m).

Los muestreos se realizaran en cada sitio durante los meses de Abril, Mayo, Junio (época de maxima
precipitacién) y Agosto, Septiembre, Octubre, (época de minima precipitacién) del segundo afio
(2024) de la investigacidn.
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Se organizardn prospecciones quincenales para evaluar la incidencia, severidad, densidad y
distribucién de una enfermedad o parasito emergente o reemergente como modelo de estudio. La
movilizacidn del personal encargado de los muestreos sera aportada por la Sede Orellana.

2.7.2.2 Elaboracién de una base de datos con incidencia y distribucién de una especie
predominante de patégeno y un parasito por ambientes estudiados.

Se elaborara una base de datos en el paquete de Microsoft Office Excel con los datos tomados
anteriormente de una enfermedad emergente de impacto en las areas protegidas, ademas se
introduciran datos de variables climaticas, edaficas, nivel de cobertura, entre otros.

2.7.2.3 Procesamiento y andlisis de la incidencia y distribucién del patégeno y parasito
predominante.

La base de datos confeccionada se llevara a software estadistico para realizar comparaciones entre
las areas estudiadas y analisis de tendencia en los periodos evaluados, ademas correlacion de
variables como severidad, incidencia con las variables edéaficas y climaticas. Se propone el empleo
de STATGRAPHICS Centurion, la cual es una potente herramienta de analisis de datos que combina
una amplia gama de procedimientos analiticos con extraordinarios graficos interactivos para
proporcionar un entorno integrado de analisis que puede ser aplicado en cada una de las fases de
un proyecto, desde los protocolos de gestion Six Sigma hasta los procesos de control de calidad.

Se realizaran los andlisis criticos de las tablas y graficas estadisticas obtenidas para la elaboracién
de los informes y publicaciones cientificas en revistas de alto impacto.

2.8. RESULTADOS ESPERADOS

Componente 1: Establecimiento de un muestrario de tejidos, cultivos puros, ADN de especies de
plantas y de sangre, heces y ectoparasitos de animales; se elaborara un Catalogo Digital con la
descripcidén de las principales sintomatologias observadas en las areas de estudio y se identifican
por secuenciacion de ADN cuatro principales patégenos como agentes causales de epifitia en la
flora y los dos parasitos que pueden constituir epidemias en las poblaciones de la fauna que habitan
los ecosistemas forestales.

Componente 2: Contribuciéon a un modelo pronéstico de una enfermedad con el estudio de la
correlacion de variables de incidencia, severidad y distribucion con los factores edafoclimaticos
cambiantes en las zonas de estudio.

2.9. TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

El equipamiento que se adquiere por el proyecto y tecnologia empleada para el desarrollo de los
experimentos sirven para consolidar el trabajo experimental que deben realizar varias materias del
ciclo basico en carreras de la institucion, de forma que se fortalece la estructura académica en su
componente experimental con la incorporacién de ensayos que permiten determinar desde el
punto de vista cuantitativo la concentracion de analitos y por otro lado una conservacién adecuada
del material biolégico.

Es posible que se puedan incorporar estudiantes de las carreras que estan involucradas en la
ejecuciéon del proyecto en la realizacién de practicas preprofesionales, y trabajos de titulacion,
vinculados al algoritmo de trabajo propuesto. Los resultados que se alcanzaran son noved osos pues
no existen estudios en la region en este sentido el material biolégico obtenido, sirve no solo para
caracterizar la regiéon de estudio sino para incrementar el potencial de conocimientos en las
comunidades aledafias a la regiéon para que desarrollen estrategias que permitan minimizar las
alteraciones que como enfermedades emergentes-reemergente se detecten en la regiéon. Por otra
parte, a la par con el desarrollo del campo cientifico internacional en la Biologia Molecular, es
posible con la conservacion de estas muestras establecer su secuenciacion genémica con la creacion
de otros proyectos con otras universidades que realizan este tipo de actividad.

Esta investigacidon en areas protegidas como patrimonio de la humanidad resulta interesante para
el trabajo que pueda desarrollar el ministerio de medio ambiente de la provincia de Orellana,
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porque una forma de proteger es saber que el ecosistema que conforma la regién mantiene su
equilibrio y no sufre alteraciones que conlleven a un deterioro del area que se protege.

Se realizara socializacién a través de articulos publicados en revistas indexadas, por la magnitud
del trabajo y la importancia del tema sera propuesto para una primera publicacion en una revista
de impacto regional e indexada a SCOPUS, se daran conferencias y charlas sobre el tema y
resultados obtenidos, asi como la presentaciéon de resultados en eventos de caracter social y
cientificos en el pais y en la region. Por la novedad del tema se confeccionara un libro vinculado al
andlisis de los metabolitos secundarios en plantas endémicas del Ecuador.

2.10. BENEFICIARIOS DIRECTOS E INDIRECTOS

Beneficiarios directos: 20 estudiantes de la Carrera de Ingenieria Ambiental y Zootecnia que
participaran en el proyecto que contribuira a su formacién en horas de practicas preprofesionales y
trabajos de titulacion, asi como 10 docentes de la SEDE ORELLANA, ESPOCH y; el Ministerio del
Medio Ambiente de Orellana y el gobierno auténomo descentralizado Municipal Francisco de
Orellana que dispondran de resultados de investigaciéon valiosos para la toma de estrategias de
trabajo en la region.

Los dos docentes investigadores de la institucion externa internacional participante en este
proyecto tendran la posibilidad de ejercer sus experiencias profesionales de conjunto con la
ESPOCH y podran participar como autores en las obras literarias que se pretende elaborar, asi
como los articulos de alto impacto, toda vez que sea firmado en convenio de colaboracién con su
universidad.

Beneficiarios indirectos: Se favorecerdn alrededor de 1000 personas entre agricultores,
ganaderos, productores, comunidades rurales que se beneficiaran de las estrategias trazadas por
instituciones gubernamentales para la prevencién de epidemias en especies de plantas y animales
silvestres y de importancia econémica que constituyen su fuente de recursos naturales.

2.11. IMPACTOS

1) Impacto Social: ya que uno de los fines que se pretende es el empoderamiento del
conocimiento de como se muestra las regiones protegidas en cuanto a incidencia de
enfermedades emergentes-reemergente lo que dotara de informacién a los miembros de las
comunidades rurales, productores agricolas y ganaderos que viven aledafias a la region de
estudio.

2) Impacto Cientifico: El conocimiento cientifico es imprescindible para identificar los problemas
ambientales y los riesgos asociados, pero también para disefiar y poner en practica medidas
que contribuyan a resolver el problema de estudio. El proyecto aportara los primeros informes
a la comunidad cientifica internacional de los principales patégenos presentes en la flora y
parasitos en animales en la zona de estudio.

3) Impacto Econdmico: se pretende con la propuesta, se pretende disminuir la posibilidad de
aparicién de plagas y enfermedades en las regiones de estudio y su posible impacto en otros
cultivos de importancia econdmica colindantes.

4) Impacto Politico: con los resultados se podran perfeccionar las politicas ambientales desde un
andlisis cientifico y econdmico que en la mayoria de los casos conlleve a una sumatoria de
intereses orientada a sobrepasar las perspectivas particulares insertdndolas en los intereses
generales.

5) Impacto Ambiental: se especifica la informaciéon necesaria para evaluar los posibles efectos
significativos del proyecto sobre el medio ambiente. Su principal objetivo no es otro que
adoptar las decisiones mas adecuadas para prevenir y minimizar dichos efectos de
enfermedades emergentes. Se contribuye a frenar las pérdidas de biodiversidad causadas por
enfermedades y parasitos al suministrar datos que permiten identificar su relaciéon con los
cambios del medioambiente.
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2.12. ASPECTOS BIOETICOS Y SOCIALES

Las areas protegidas constituyen un espacio geografico claramente definido, reconocido, dedicado y
gestionado, mediante medios legales u otros tipos de medios eficaces para conseguir la
conservacion a largo plazo de la naturaleza y de sus servicios ecosistémicos y sus valores culturales
asociados. Se hace factible la aplicacidn de instrumentos y procedimientos legales para resolver las
situaciones que vulneran o ponen en peligro a las areas protegidas.

Consideraciones genéticas y de conservacion de especies

Proteger el mas amplio rango de variaciones globales y nacionales de biomas y comunidades de
especies, trae consigo la delimitaciéon de divisiones biogeograficas y la seleccién de los ejemplos
mas importantes disponibles en cada una. La seleccién favorecera los ejemplos que estén menos
aislados de otras areas naturales, de los cuales se espera que sean mas ricos en términos de
especies y mas estables en términos de retener a las especies que contengan; la selecciéon también
tenderd a favorecer areas de alto endemismo y con especies caracteristicas de la regién.

Las especies no viven aisladas, viven dentro de comunidades y en ecosistemas. Ha llegado a ser
ampliamente aceptado que la proteccion del habitat es fundamental para salvaguardar especies,
por lo tanto, las reservas deben ser escogidas con base en la cobertura representativa de los tipos
de habitat; si esto se hace perfectamente, la mayoria de las necesidades de las especies estaran
cubiertas, pero, de hecho, la diferencia que hay entre las clasificaciones de habitats, son
inconsistentes o no siempre adecuadas. A menudo es mas practico seleccionar areas protegidas con
base en las especies clave que amparan; de cualquier manera, este método es una verificacion
independiente ttil en el enfoque biogeografico. La seleccién de reservas con base en el criterio de la
presencia de especies es util por las siguientes razones: Se identifican areas que requieren
proteccién urgente (Donde especies conspicuas estdn desapareciendo rapidamente). El uso de
criterios referentes a las especies confirma y complementa la cobertura del area lograda mediante
la utilizacion del enfoque biogeografico.

Concentrandose en las especies clave (Sobrevivencia de especies "raras"), se tiene un buen
indicador de la efectividad de seleccién de un area.

El desarrollo del presente proyecto implica la recoleccidon y andlisis de muestras de plantas y
animales afectados, para lo cual se realizaran los tramites necesarios con el Comité de Bioética
Institucional y el Ministerio de Ambiente, para obtener los permisos para la recolecciéon de las
muestras en la regién de estudio perteneciente a la Provincia de Orellana, asi como los premiso
para el trabajo de investigacidn en areas protegidas.

2.13. OTROS PRODUCTOS DE LA INVESTIGACION
1. Solicitud de derechos de autor

a. Registro de obras literarias

3. PRESUPUESTO DEL PROYECTO

3.1. PRESUPUESTO GENERAL POR ANOS DEL PROYECTO

MONTO ESPOCH ULT Total
ANO 1 42 552,69 15 568,00 $58120,69
ANO 2 6 950,00 14 432,00 $ 21 382,00
TOTAL DEL PROYECTO | 49 502,69 | 30 000,00 | $79502,69
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3.2. RECURSOS HUMANOS

ANO 1
NOMBRES HORAS / SEMANA | COSTO MENSUAL*
INVESTIGADOR RESPONSABLE ASTERIO BARBARU 8 h/m-18.02 133.50
INVESTIGADOR1/DOCENTE CARLOS MESTANZA 8 h/m-14.06 117.25
INVESTIGADOR2/DOCENTE SANDRA SUARES 8 h/m- 13,22 105.75
INVESTIGADOR3/DOCENTE RAUL GONZALEZ 8 h/m-13.22 105,75
TOTAL 462,25
ANO 2
NOMBRES HORAS / SEMANA | COSTO MENSUAL*
INVESTIGADOR RESPONSABLE ASTERIO BARBARU 8 h/m-18.02 133.50
INVESTIGADOR1/DOCENTE CARLOS MESTANZA 8 h/m-14.06 117.25
INVESTIGADOR2 /DOCENTE SANDRA SUARES 8 h/m- 13,22 105.75
INVESTIGADOR3/DOCENTE RAUL GONZALEZ 8 h/m- 13.22 105,75

TOTAL

462,25
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3.3. DETALLE DE LOS REQUERIMIENTOS Y SERVICIOS UTILIZADOS POR EL PROYECTO

TIPO Aiio 2023
COMPRA CANTIDAD Fnl:lcle]t)r?)]: COSTO |PRESUPUESTOPRESUPUESTO
COMPONENTES, ACTIVIDAD |REQUERIMIENTO|(Bien, obra, litros 'UNITARIO, TOTALSIN | TOTAL CON
servicio ,0 etc.) SINIVA IVA CUATRIM| CUATRIM | CUATRIM
consultoria) ESTRE 1| ESTRE 2 | ESTRE 3
% % %
Requerimiento 1 Bien Unidad 800 100 - -
GPS
Requerimiento 2 Bien Unidad | 1839 100 - -
Computadora
COMPONENTE Especializada
1 Actividad 1 para
Diversidad de |Georeferenciacién procesamiento
los principales | de las areas con mapas
pat(’)glepos y | las .altera.aones ceoreferenciados
parasitos  medioambientales| peqyerimiento 3 Bien Unidad | 107,6 100 - -
causantes de las|que afectan flora y Lupas
sintomatologfas fauna. Requerimiento 4 | Servicio Unidad | 600 100 - -
observadas en Compra de pasaje
plantasy aéreo (ida-vuelta)
animales con el para dos
empleo de especialistas
herra{m.entas extranjeros
.blol(l)gl.cas, Hospedaje y Servicio Unidad | 2840 25 75 -
bioquimicas y alimentacién para
moleculares dos especialistas
extraniegos




COMPONENTE
1

Diversidad de
los principales
patégenos y
parasitos
causantes de las
sintomatologias
observadas en
plantas y
animales con el
empleo de
herramientas
biolégicas,
bioquimicas y
moleculares

uuuuu

Colorantes para
microbiologiay
patologia

Superior Politécnica fjeqqﬁig;g%o 1| Bien 2 Unidad | 70 140 100
Caja enfriadora de
Actividad 2 transporte
Prospeccion de veterinario
plantas con signos
y sintomas de | Requerimiento 2 Bien 1 Unidad | 189,44 189,44 100
patégenos en los Bolsas de
ecosistemas. muestreo
estériles
(paquete 500)
Requerimiento 1 Bien 2 Caja 96 192 100
Heparina de litio
15 ml - Caja 10
unidades
Requerimiento 2 Bien 1 Kg 35,17 35,17 100
EDTA - acido
etilendiaminote
Actividad 3 traacético
Requerimiento 3 Bien 3 Paquetes| 31,50 94,50 100
Recolecciony | Tirillas de papel
envio de muestra filtro,
de heces, raspado| 100/paquete
cutaneo, Requerimiento 4 Bien 2 Frasco 80 160 100
recoleccién con Dicromato de
hisopo de algodon| Ppotasio 250 G.
en animales. Requerimiento 5 Bien 10 Litros 17,72 177,2 100
Formaldehido
(Formol) en
solucién 40.0%
Requerimiento 6 Bien 1 Unidad 985 985 100
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Actividad 3
Continuacion....

Requerimiento 7
Alicate manual de
acero inoxidable
para sellado de
botellas
20mm

Bien

Unidad

60

60

100

Requerimiento 8
Peines metdlicos

Bien

Unidad

15

100

Requerimiento 9
Etanol absoluto

Bien

Litros

24,69

123,45

50

25

25

Requerimiento 10

Aceite mineral de

grado laboratorio,
luz, 500 ml

Bien

Litros

52

104

100

Requerimiento 11
Citrato de
sodio

Bien

Kg

22

22

100

Requerimiento 12
Hisopos para toma
de muestras
100/caja

Bien

Caja

39,18

195,9

100

Requerimiento 13
Trampas Sherman

Bien

20

Unidad

72,00

1440

100

Requerimiento 14
Ballesta para
capturar rapaces
82x92 cm

Bien

Unidad

205

1025

100

Requerimiento 15
Contenedor de
Nitrégeno Liquido
para transporte
muestras

Bien

Unidad

750

750

100

Requerimiento 16

Nitrégeno Liquido

Bien

100

Kg

3,20

320

50

50
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Actividad 4
Aislamiento y
conservacion de
muestras de
patoégenos en
tejidos de plantas
y parasitos en
tejidos de
animales, asi
como extraccion
de ADN totales de
ambos.

Requerimiento 1

Sigtemade
Lidfitbrgediom

Bien

Unidad

7518

7518

100

T . .
Requerimiento 2
Bafio de maria con
circulaciéon agua

Bien

Unidad

800

800

100

Requerimiento 3
Congelador
Vertical de

laboratorio de -

45°C

Bien

Unidad

3200

3200

100

Requerimiento 4
Microespectromet
ro

Bien

Unidad

11114

11114

100

Requerimiento 5
Centrifuga Micro-
refrigerada
(Labomersa)

Bien

Unidad

3585

3585

100

Requerimiento 6
2-Propanol

Bien

Litros

25,75

25,75

100

Requerimiento 7
Cloroformo

Bien

2,5

Litros

16,77

41,91

100

Requerimiento 8
Alcohol
isoamilico AGR
segun Gerber

Bien

Litros

24,15

48,30

100

Requerimiento 9
Frasco de
vidrio con
tapon de
aluminio
125/caja

Bien

Caja

71,61

143,22

100

Requerimiento 10
Tubos con
faldén para

Bien

Caja

12.27

24,54

100
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transporte de
muestras de 10
ml-100/caja

Réquerimiento 11
Tapones
liofilizacion y
capsulas para
viales con boca
capsulable de
20 mm

Bien

Cajas

19,04

57,24

100

Requerimiento 12
Vial para
muestras

transparente
con boca

capsulable- 10

ml-192/caja

Bien

Cajas

31,21

31,21

100

Actividad 4
Continuacion....

Requerimiento 13
Vial para
muestras

transparente
con boca

capsulable- 30

ml-92/caja

Bien

Cajas

20,25

40,50

100

Requerimiento 14
Vial para
muestras ambar
con boca
capsulable-20

ml- 120/caja

Bien

Cajas

23,78

47,56

100
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Requerimiento 15
Abridor de
capsulas con
pestafia de
desgarre para
capsulas de 320
mm

Bien

Unidad

100

TOTAL

$42 522,69
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TIPO UNIDAD Ano 2024
COMPRA CANTIDAD|(metros COSTO |PRESUPUESTOPRESUPUESTO
COMPONENTES| ACTIVIDAD |REQUERIMIENTO|(Bien, obra, . "UNITARIO|, TOTALSIN | TOTAL CON
. ANUAL | litros
servicio o etc.) SIN IVA IVA IVA CUATRIM| CUATRIM | CUATRIM
consultoria) ' ESTRE 1| ESTRE 2 | ESTRE 3
% % %
COMPONENTE Requerimiento 1 Bien 20 mL 115 2300 100 - -
1 Taq PCR Master
i i Mix (2X, tinte rojo
Diversidad de Actividad 5 ( jo)
los principales Identificacion de 1ML
patégenos 'y . Requerimiento 2 Bien 40 Unidad 17 680 100 - -
7 patdgenos por . )
parasitos ; . Sintesis de
sintomatologia y
causantes de las osible Eruno que Cebadores
sintomatologias p ertenegzcz})n qor (BioMol Ecuador
observadas en | P métodos P CIALTDA)
.plantas y moleculares. Requerimiento 3 Bien 2 Litros 50 100 100 - -
animales con el Agua Grado
empleo de Biologia Molecular
herramientas Tipo 1



javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

biolégicas; écti\(idad 6 Requerimiento 1 | Servicio 100 Unidad 7,5 750 50 50 -
bioquimicas y ﬁ"ﬁﬁmrmca Secuenciacion
moleculares identiflicadosoen ADN (BioMol
las heces fecales, Ecuador CIA
raspado cutaneo y| LTDA)
otros fluidos por
métodos
biolégicos,
bioquimicos y
moleculares.
COMPONENTE Requerimiento 1 | Servicio 1 Unidad 100 100 - - 100
2 Adquisicion de
datos estadisticos
Efecto de los variables
cambios . meteorolégica e
medioambiental Actividad 1 hidrol(')gic;;g dela
esenla L, zona en estudio.
distribucion de Elaborac1'on y Requerimiento 2 | Servicio 1 Unidad 500 500 - 100 -
las procesamiento Andlisis quimicos
enfermedades y Basg d.e dat.os con y fisicos de los
parasitos .1nc1.denf:}a y suelos
presentes en las dlStrlbUCIOl’l' de Requerimiento 3 | Servicio 1 Personal| 600 600 100 - -
areas unaespecie Compra de pasaje
estudiadas. pred(?mlnante de aéreo (ida-vuelta)
patoge.no yun para un
p:rl;lalfiléﬁti(s)r especialista
estudiados. extranjero
Requerimiento 4 | Servicio 1 Personal| 1420 1420 50 50 -
Hospedaje y

alimentacién para
un especialista
extranjero




. Requerimiento 1 | Servicio 10 Unidad 50 500 100
S s Impggsicg v
1 déBriimbbr reprivRsbet6er de
incidenciay .
o libro y catalogo
distribucién de
Atboenos con los resultados
patogenos y del proyecto.
parasitos
predominantes
procesaday
analizada.
TOTAL | $6 950,00
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St | pnose
3.4 PRESUPUESTO GENERAL
ACTIVIDAD ATO All\;O
Equipos 32 533,80 -
Materiales suministros 3 138,89 3080,00
Subcontratos y servicios, etc. 6 880,00 3 870,00
Total 42 552,69 | 6950,00
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4. CRONOGRAMA

Actividades

Aio 2024

10

11

12

10

11

12

COMPONENTE 1 Diversidad de los principales patdgenos y
parasitos causantes de las sintomatologias observadas en
plantas y animales con el empleo de herramientas biolégicas,
bioquimicas y moleculares.

Actividad 1.1 Permisos gestionados en el Ministerio de
Ambiente para la recoleccidon de recursos genéticos y
certificacidn bioética de la ESPOCH obtenida.

Actividad 1.2 Georeferenciacion de las areas con las
alteraciones medioambientales que afectan flora y fauna.

Actividad 1.3 Muestreos para colectar plantas con signos y
sintomas de patégenos en los ecosistemas.

Actividad 1.4 Muestreos para la toma, recoleccion y envio de
muestra de heces, raspado cutaneo, recoleccidon con hisopo de
algodoén en animales enfermos o atropellados.

Actividad 1.5 Aislamiento y conservacién de muestras de
patégenos en tejidos de plantas y pardsitos en tejidos de
animales, asi como extracciéon de ADN totales de ambos.

Actividad 1.6 Patdgenos identificados de acuerdo a la
sintomatologia y posible grupo que pertenezcan por métodos
biolégicos, bioquimicos y moleculares.

Actividad 1.7 Parasitos identificados en las heces fecales,
raspado cutaneo y otros fluidos por métodos bioldgicos,
bioquimicos y moleculares.

COMPONENTE 2 Efecto de los cambios medioambientales en
la distribuciéon de las enfermedades y parasitos presentes en
las areas estudiadas.

Actividad 2.1 Base de datos elaborada y procesada con
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incidencia, severidad y distribucién de una especie
predominante de patdgeno y un parasito por ambientes
estudiados.

Actividad 2.2 Informacién de la incidencia y distribucién de
patdégenos y parasitos predominantes procesada y analizada.
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