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Abstract

Although it has been predicted that boron nitride clusters (i.e., BiNi, i = 12-24) are capable
of forming stable periodic structures, little is known about the electronic and vibrational
properties of these solids. In this work, a quantum mechanical study of the B12N12 system
using periodic models is presented to theoretically characterize this material and determine
its potential applications such as the ability to absorb guest molecules such as molecular
hydrogen. All the calculations were performed with the program CRYSTAL09 using the
B3LYP (HF-DFT hybrid functional) and a localized Gaussian-type basis set of different
flexibility. Electrostatic potential maps of different planes of the B12N12 system showed
that the crystalline structure has sites capable of hostingmolecular species due to their low
electron density. Moreover, the computed vibrational frequencies allowed the identification
of well-defined zones of the IR-spectrum of this solid.

Keywords. B12N12, H2 storage, boron nitride clusters, periodic structures

Resumen

Aunque se ha sugerido que los clusters de nitruro de boro (i.e., BiNi, i = 12-24) son capaces
de agregarse y formar estructuras periódicas estables, se conoce poco sobre las propiedades
electrónicas y vibracionales de estos sólidos. En este trabajo, un estudio cuanto mecánico
del sistema B12N12 es presentado utilizando modelos periódicos para caracterizar teórica-
mente este material y determinar sus posibles aplicacionestales como la capacidad para
adsorber moléculas huéspedes, en particular hidrógeno molecular. Todos los cálculos se
realizaron mediante el programa CRYSTAL09 usando el funcional híbrido B3LYP (HF-
DFT) y funciones base localizadas de tipo Gaussiano de diferente flexibilidad. Mapas de
potencial electrostático de diferentes planos del sistemaB12N12 mostraron que la estruc-
tura cristalina tiene sitios capaces de alojar especies moleculares debido a su baja densi-
dad electrónica. Las frecuencias vibracionales calculadas permitieron la identificación de
zonas bien definidas del espectro IR de este sólido. Además serealizó un estudio de alma-
cenamiento de moléculas huésped en las superficies del cristal en planos seleccionados.

Palabras Clave.B12N12, almacenamiento de H2, clusters de nitruro de boro, estructuras
periódicas

Introducción

Aunque actualmente existe un debate mundial con re-
specto a los factores que causan el denominadocalen-
tamiento global[1], existen varios estudios [2–5] en los
que se ha concluido que el uso de combustibles fósiles
para la producción de energía es la razón principal para
que se de este fenómeno climático al que nos enfrenta-
mos en la actualidad. Desde el punto de vista ambien-
tal este hecho es sumamente preocupante especialmente

porque la demanda energética mundial se encuentra su-
plida casi en su totalidad justamente por el uso de petróleo,
carbón y gas natural [6]. Adicional al aspecto ambien-
tal, se debe considerar que la dependencia extrema que
la humanidad tiene en los combustibles fósiles es perju-
dicial también desde el punto de vista económico ya que
se ha determinado recientemente [7] que las reservas de
carbón, petróleo y gas natural, que son los principales
combustibles fósiles, se encuentran actualmente en fase
de agotamiento. Considerando esto, se advierte un fu-

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/A1-5-1-2013
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turo catastrófico para la humanidad si no se encuentran
prontamente fuentes de energía alternativas capaces de
reemplazar eficientemente el uso de los combustibles
fósiles.

Una de las soluciones más prometedoras que se han
planteado en los últimos años es el uso de hidrógeno
molecular (H2) [1] como vector energético. La generación
de energía mediante la combustión de H2 no es solo un
procedimiento eficiente y seguro, sino que es limpio si
se considera que el sub-producto de la combustión de
este compuesto es únicamente agua [8].

La economía del hidrógeno es un modelo energético
que tiene por objetivo el sostener las actividades hu-
manas mediante el empleo del H2 como vector energéti-
co [1, 9]. Este modelo contempla tres pasos fundamen-
tales para su aplicación: (i) Producción, (ii) Almace-
namiento y (iii) Uso. Actualmente se han encontrado los
medios tecnológicos para producir y usar el hidrógeno
molecular de forma eficiente [7], pero lamentablemente
no se han encontrado métodos adecuados para su alma-
cenamiento, razón por la cual no se ha podido iniciar
con la transición desde la economía basada en el uso
de combustibles fósiles hasta aquella que se basa en el
empleo de H2.

Para entender el reto tecnológico que representa el al-
macenamiento de H2 se debe considerar que este com-
puesto en estado natural es un gas poco compresible
[10] y que posee una baja densidad energética, lo que
significa que se necesitan grandes volúmenes de hidró-
geno para producir una cantidad significativa de energía.
A este respecto, el departamento de energía de Estados
Unidos ha establecido que un sistema de almacenamien-
to de H2 para aplicaciones móviles debería alcanzar un
valor de 5.5wt % hasta el año 2015 y un 7.5wt % hasta
el año 2020 para reemplazar por completo el requerim-
iento de combustibles fósiles en aplicaciones móviles
[11, 12]. Dichos valores han sido obtenidos consideran-
do que un vehículo con una pila combustible en base
a hidrógeno molecular necesitaría más de 3kg de com-
bustible para alcanzar una autonomía de unos 500 km
[11].

En la actualidad existen varias propuestas de métodos
[1, 13, 14] que buscan solucionar el problema del alma-
cenamiento del H2. Los métodos más comunes que se
usan actualmente son la compresión en tanques de alta
presión y el uso de contenedores criogénicos. Ninguno
de estos métodos se ha podido aplicar a gran escala ya
que su implementación supone condiciones extremas de
operación (i.e., temperaturas bajas y presiones altas);
por lo que actualmente se están explorando otras for-
mas de almacenamiento, en particular aquellas que se
basan en la adsorción física y química del hidrógeno.

La ventaja que la fisisorción (i.e., adsorción) posee so-
bre las otras formas de almacenamiento es que las fuerzas
que atan las moléculas del H2 al material adsorbente son
producto de fluctuaciones resonantes de la distribución
de cargas conocidas como fuerzas de dispersión (i.e.,

interacciones de Van der Waals), en las que las energías
involucradas son del orden de 3 a 6 kJ/mol estimados a
T=135 K y P = 1 atm. El proceso de adsorción se lleva
a cabo cuando se tienen temperaturas criogénicas [15].
Sin embargo se debe considerar que el factor determi-
nante para esto es el tipo de material que se considere
para el almacenamiento y como éste interactúa con el
H2. A este respecto, se han propuesto varios materi-
ales como medios para el almacenamiento de hidrógeno
molecular, como por ejemplo nanotubos de carbono, ze-
olitas, MOF’s (Metal – Organic Frameworks), PIM’s
(polímeros con microporosidad intrínseca), entre otros
[15].

Una de las aplicaciones más importantes de la nanotec-
nología es el diseño a nivel atómico y molecular de nue-
vos materiales. Por lo tanto se puede aseverar que la
nanotecnología tiene un rol fundamental en la búsqueda
de materiales capaces de almacenar hidrógeno molec-
ular en concentraciones apropiadas para lograr aplica-
ciones móviles eficientes [16]. La nanotecnología ha te-
nido un gran impacto en el campo de la química siendo
un tópico de actual interés el estudio de nanoclusters de
átomos [16–18], los cuales poseen importancia tanto en
catálisis como en el desarrollo de nuevos materiales de
varias aplicaciones. Dentro del campo de los nanoclus-
ters, los compuestos BiNi (i=2-24) han sido estudiados
a profundidad de forma teórica usando modelos molec-
ulares. El motivo por el cual se emplean estos modelos
es que en la literatura existe poca cantidad de estudios
con modelos periódicos, y es por esto que el presente
estudio tiene como objetivo el de caracterizar este com-
puesto y de esta manera poder determinar sus poten-
ciales aplicaciones como por ejemplo, la capacidad para
adsorber moléculas huéspedes, en este caso particular
hidrógeno molecular.

Métodos

Descripción del sistema B12N12

El modelo periódico del B12N12 empleado en el pre-
sente estudio teórico fue generado a partir de los datos
reportados por Matxian et al. [19] para este sistema. Los
vectores base de la celda unitaria empleados fueron: a =
8.4319Å, b = 8.4319Å y c = 8.4319Å.

El sistema cristalino B12N12 se encuentra compuesto
por pares de boro y nitrógeno (i.e., un par B – N es
isoeléctrico a los pares C – C) los mismos que forman
esferas compuestas por 6 cuadrados y 8 hexágonos. La
celda unitaria de este cristal está formada por un total
de 48 átomos: 24 átomos de boro y 24 átomos de ni-
trógeno. Una característica importante de este sistema
es que siempre se encontrarán átomos de boro y ni-
trógeno alternados, por lo que nunca se podrán encon-
trar enlaces B – B o N – N. Espacialmente los 48 átomos
de la celda unitaria forman dos esferas, cada una con 24
átomos de boro y nitrógeno, que se encuentran unidas
a través de un cubo como se observa en la Figura 1. Al
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Figura 1: Estructura del dímero B12N12 obtenida por Matxain,
et al. [19]

expandirse la celda unitaria en las tres dimensiones, las
dos esferas de 24 átomos dan lugar a la formación de es-
tructuras de mayor dimensión en las que se pueden en-
contrar cuadrados, hexágonos y octágonos que limitan
una cavidad microporosa como se observa en la Figura
2. Las longitudes de enlace B – N fueron determinadas
teóricamente por Matxain, et. al. [19] y Oku, et. al. [20].
En la Tabla 1 se encuentran resumidos datos teóricos ac-
erca de este sistema, los mismos que ayudarán a validar
el modelo empleado en el presente estudio como se ex-
plicará en las siguientes secciones. En el B12N12 existen
tres tipos de enlace: el primero se encuentra en la unión
de dos hexágonos (BN6−6), el segundo se encuentra en
la unión de un hexágono y un cuadrado (BN6−4) y por
último el tercero une dos cuadrados (BN4−4).

Construcción del sistema B12N12

Como se expuso anteriormente, el modelo periódico de
B12N12 se construyó en base del modelo molecular re-
portado en Matxain et. al. [19]. En este modelo se pre-
sentaba únicamente las coordenadas cartesianas de la
celda unitaria optimizada y los vectores de red del dímero,
los mismos que se muestran en la Ecuación 1.
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Para poder trasformar a coordenadas fraccionarias, las
cuales son necesarias para la construcción de sistemas
cristalinos, se utilizó la matriz inversa de los vectores
de la red del dímero, como se muestra en la Ecuación 2.
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Una vez obtenido el modelo periódico, se empleó el pro-
grama CRYSTAL09 para realizar los cálculos de simu-
lación cuanto mecánica. En una primera fase de los cál-
culos, el modelo periódico del B12N12 fue optimizado

Matxain et. al. [19] Oku, et. al. [20]
(B3LYP) (PM5)

Anillos tetragonales 6 6
Anillos hexagonales 8 8
BN6−4 (Å) 1.486 1.527
BN6−6 (Å) 1.441 1.462
BN4−4 dímero (Å) 1.577 –
Band gap (eV) 5.2 5.1

Tabla 1: Datos teóricos del sistema B12N12

Figura 2: Estructura del B24N24 rodeado por 8 monómeros
B12N12

sin emplear restricciones de simetría, es decir asumien-
do que el cristal resultante pertenece al grupo espacial
P1 [19]. El objetivo de asumir este grupo espacial fue
porque se consideró importante que, si bien los cristales
B12N12 tienen alta simetría, el sistema requiere de más
grados de libertad para poder determinar su estabilidad
desde el punto de vista teórico considerando que no ex-
isten reportes experimentales que indiquen la síntesis de
este sistema.

CRYSTAL09 determina las posiciones de equilibrio ató-
mico usando un algoritmo modificado del gradiente con-
jugado similar al de Schlegel [21] para casos molecu-
lares. La convergencia para la optimización de la ge-
ometría del modelo es probada mediante la raíz cuadráti-
ca media (RMS) y el valor absoluto del componente
mayor de los gradientes y desplazamientos nucleares.
El desplazamiento y el gradiente son calculados medi-
ante los elementos de la matriz de densidad entre las
iteraciones deli – ésimoy del i-1–ésimoátomo. Se es-
tablecen umbrales para los valores máximos y RMS de
los gradientes y desplazamientos: 0.000450, 0.000300,
0.001800, 0.001200, respectivamente (valores en a.u.).
Una vez alcanzados estos valores simultáneamente, el
proceso de optimización se considera completo [22].
Para todos los cálculos se utilizó el Hamiltoniano B3LYP,
el cual es un híbrido Hartree – Fock/DFT y varios con-
juntos de funciones base, como se resume en la Tabla
2. Este Hamiltoniano es comúnmente usado en química
cuántica molecular y cálculos de estado sólido y pro-
porciona excelentes resultados en cuanto a propiedades
estructurales y electrónicas [23–26].

Átomo Conjunto de funciones base Conjunto de funciones base
A (BSA) B (BSB)

Boro B_6-21G* [27] B_6-21G* [27]
Nitrógeno N_6-21G* [28] N_6-21G* [28]
Hidrógeno H_3-1p1G* [29] H_5-11G* [30]

Tabla 2: Resumen de conjunto de funciones base utilizados enel
análisis del sistema B12N12
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Simulación de fuerzas débiles

La energía de amarre es un ejemplo de fuerzas débiles
y, como se indica adelante, representan un reto para los
métodos de simulación cuanto mecánica que se emplean
en el presente estudio. La energía de amarre se define
mediante un enfoque supramolecular el mismo que con-
siste en comparar la energía de un complejo con las en-
ergías de los fragmentos que lo constituyen, como se
observa en la Ecuación 3:

BE = EA + EB − EAB (3)

DondeEAB es la energía del complejo,EA y EB son
las energía de los fragmentos independientes. La pre-
cisión en la estimación de la energía de amarre depende
de la eficiencia de los métodos cuanto mecánicos en
la descripción de las fuerzas intermoleculares, las mis-
mas que tienen relevancia en la estabilización del com-
plejo. Es importante mencionar que las aproximaciones
basadas en métodos DFT brinden resultados sobresalientes
desde un punto de vista estructural, sin embargo estos
métodos fallan en simulaciones de fuerzas débiles como
por ejemplo las fuerzas de Van der Waals, las mismas
que son indispensables en estudios teóricos enfocados
en la adsorción [23, 31]. Estas fuerzas en especial se las
conoce como fuerzas de dispersión, las mismas que son
generadas a partir de la interacción de la distribución de
carga y puede ser descrita a través de métodos de cor-
relación basados en la expansión de la función de onda
y que incluyan la dinámica electrónica [32, 33].

Error por la superposición del Basis Set (BSSE)

Se conoce que los estudios teóricos de interacciones en-
tre adsorbente y adsorbato con conjuntos base finitos
centrados en posiciones atómicas (como en el presente
estudio) dan lugar a errores de superposición del con-
junto base. Este error aparece cuando el conjunto base
de cada fragmento del sistema interactúa, provocando
el solapamiento de las funciones base del adsorbente
y del adsorbato. Como resultado de este error se ob-
tienen siempre energías de amarre sobre - estimadas, las
cuales deber ser corregidas. Para poder tratar el BSSE,
se usa la corrección de contraposición (counterpoise) de
Boys y Bernardi [34]. Esta corrección permite obtener
energías de amarre exentas de los errores BSSE. Esta
energía de amarreBECP del complejo AB compues-
ta por los fragmentos interactuantes A y B se expresa
como se muestra en las Ecuaciones 5 y 6.

BECP (AB) =
[

EAB
AB (AB)− EA

A (A)− EB
B (B)

]

+
[

EA
AB (A) + EB

AB (B)− EAB
AB (A)− EAB

AB (B)
]

(4)
BECP (AB) = ∆E (AB) + δBSSE

AB (5)

DondeEZ
Y (X) es la energía de X con una geometría Y

con un basis set Z yδBSSE
AB es el término de corrección

de contraposición, el cual depende de los parámetros es-
tructurales del complejo.

Frecuencias anarmónicas

El estiramiento anarmónico del enlace H-H fue calcu-
lado considerando al enlace entre los hidrógenos co-
mo un oscilador independiente. La energía potencial to-
tal fue calculada a siete puntos diferentes∆H−H = -
0.2, -0.16, -0.06, 0.00, 0.16, 0.24 y 0.30 ), y una curva
polinomial de sexto grado usada para ajustar los pun-
tos de energía. Las primeras transiciones vibracionales
ω01 y ω02 fueron obtenidas resolviendo numéricamente
la ecuación de Schrödinger en una sola dimensión, de-
spués la constante anarmónica (ωexe) y el estiramiento
armónico de H – H (ωe) fueron calculados usando las
ecuaciones 7 y 8.

ωexe =
2ω01 − ω02

2
(6)

ωe = ω01 + ωexe (7)

Corrección de energías de amarre P-ONIOM

Las aproximaciones P-ONIOM han sido propuestas co-
mo un esquema general que permite la corrección de las
energías de amarre debidas a fuerzas débiles que han
sido obtenidas en modelos periódicos mediante méto-
dos DFT. Estas aproximaciones consisten en la división
de un sistema periódico en dos partes (descritas a difer-
entes niveles de teoría): (i) el sistema real y (ii) el sis-
tema modelo. El sistema real es la estructura periódi-
ca completa, en cambio el sistema modelo contiene un
conjunto de átomos en el cual se encuentra la porción de
interés para el análisis de las fuerzas de dispersión. Al
momento de crear un sistema modelo se deben añadir
átomos de hidrógeno que saturen el modelo en el caso
en el que se deban cortar enlaces covalentes. Una con-
sideración adicional es que el sistema modelo es un con-
junto de átomos extraído de una estructura periódica en
la que los efectos de los dipolos eléctricos no existen,
se debe tener cuidado al momento de crear o diseñar di-
chos conjuntos sin tener irregularidades que den lugar
a momentos dipolares artificiales, los cuales afectarán
en el cálculo de las energías de amarre causando so-
brestimaciones en los resultados [35]. De acuerdo a lo
anteriormente explicado se puede decir que la energía
de amarre P-ONIOM se obtiene como se muestra en la
Ecuación 4:

BEONIOM = BENivel bajo, Sist real+
BENivel alto, Sistmodelo−

BENivel bajo, Sistmodelo

(8)

DondeBENivelbajo,Sistreal , BENivelalto,Sistmodelo y
BENivelbajo,Sistmodelo son energías de amarre para el
sistema real analizado con un nivel de teoría bajo y las
dos siguientes para el sistema modelo con un nivel de
teoría alto y un nivel de teoría bajo, respectivamente.
Cabe recalcar que al momento de hablar de niveles de
teoría altos esto no necesariamente significa que se use
un método más preciso para los cálculos (i.e., CI o MP2),
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sino que el nivel de teoría usado puede ser mejorado au-
mentando la flexibilidad de sus funciones base. Sin em-
bargo se debe aclarar que un nivel de teoría alto puede
considerarse como un mejoramiento del basis set com-
binado con el uso de un método de cálculo más preciso.

P-ONIOM en el sistema B12N12

Se recortó un modelo del sistema, el cual contiene al H2

y una pequeña porción esférica de radior del sistema
cristalino, lo cual es la fracción relevante para describir
la adsorción. Los cálculos a niveles de teoría mayor so-
bre el sistema modelo fueron realizados con el programa
Gaussian09.

El radio máximor considerado para recortar el sistema
modelo (modelo molecular) a partir del sistema real (mod-
elo cristalino) no sobrepasa los 5.5 Å ya que a esta dis-
tancia se considera que el hidrógeno molecular puede
interactuar tanto con los átomos de boro y nitrógeno del
sistema. Esta distancia se estableció considerando los
radios de van der Waals tanto del hidrógeno como del
boro y nitrógeno, teniendo para el hidrógeno molecular
2.9Å, para el boro 1.92 Å y para el nitrógeno 1.55 Å.
Con estas distancias se determinó que el radio en que el
hidrógeno molecular puede interactuar con el B12N12

es máximo 5.5 Å.

En el presente estudio, se usó el funcional B3LYP y los
conjuntos base BSA y BSB como nivel de teoría bajo,
mientras que se usaron los niveles de teoría B3LYP/aug-
cc-pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ,MP2/BSA, MP2/BSB,
MP2/aug-cc-pVDZ y MP2/aug-cc-pVTZ como niveles
de teoría altos. El motivo por el cual se utilizaron estas
diferentes combinaciones de métodos y conjuntos base
fue para poder realizar un análisis comparativo de las
energías de amarre resultantes y así poder observar el
efecto que se obtiene al aumentar el tamaño de la base o
al incluir las fuerzas de dispersión con el método MP2
sobre la energía de amarre para el complejo B12N12 +
H2.

Modelos

Modelo para superficie [100]

El modelo del plano [100] consta de 18 átomos en total
(4 átomos de nitrógeno, 3 átomos de boro, 2 átomos de
hidrógeno pertenecientes al H2 y 9 átomos de hidrógeno
como átomos ficticios). Para la elaboración de este mod-
elo se extrajo una porción esférica del cristal con un
radio r = 4.7 Å. El modelo obtenido se muestra en la
Figura 3.

Modelo para superficie [110]

En el modelo del plano [110] se tiene 18 átomos, los
cuales son 4 átomos de nitrógeno, 4 átomos de boro, 2
átomos de hidrógeno pertenecientes al H2 y 8 átomos
de hidrógeno como átomos ficticios. Para obtener esta
cantidad de átomos se extrajo una porción esférica del
cristal con un radior = 5.2 Å. El modelo obtenido se
muestra en la Figura 4.

Figura 3: Modelo extraído de la superficie [100]

Figura 4: Modelo extraído de la superficie [110]

Modelo para superficie [112]

Como en los anteriores modelos, para la elaboración de
este modelo del plano [112] se extrajo una porción es-
férica del cristal con un radior = 4 Å obteniendo un
modelo que consta de 12 átomos en total (1 átomo de
nitrógeno, 3 átomos de boro, 2 átomos de hidrógeno
pertenecientes al H2 y 6 átomos de hidrógeno como
átomos ficticios). El modelo obtenido se muestra en la
Figura 5.

Resultados y discusiones

Propiedades estructurales

Una vez obtenida la estructura optimizada, a través del
programa de visualización Moldraw, se procedió a medir

Figura 5: Modelo extraído de la superficie [112]
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Tipos Distancia Error relativo Error relativo
de medida comparado comparado

enlace (Å) con [19] con [20]
B6−4 1.6289± 0.000699 9.616 % 6.671 %
B6−6 1.4800± 0.000209 2.707 % 1.231 %
B4−4 1.5809± 0.000353 0.250 % –

Tabla 3: Distancias promedio para tipos de enlaces de la estruc-
tura cristalina optimizada

las distancias B – N de los distintos tipos de enlace pre-
sentes en el sistema, señaladas en la Figura 1.

Las distancias promedio medidas para B6−6, B4−4 y
B6−4 en la estructura optimizada se muestran en la Tabla
3. Como muestra la Tabla 3, al comparar las distan-
cias medidas de la optimización realizada con CRYS-
TAL09 con los datos reportados en [19] y [20], se puede
apreciar que existe un error relativo considerable. La
causa de esta diferencia se debe a que en los mode-
los moleculares reportados se considera la optimización
únicamente al dímero, mientras que los cálculos de op-
timización realizados en este estudio se considera al sis-
tema cristalino completo. Se espera también que exista
cierto efecto debido a la reducción de la simetría con-
siderando que en el caso de los modelos moleculares
con los que se está realizando la comparación existen
restricciones en los movimientos atómicos debidos a la
alta simetría impuesta.

Propiedades vibracionales

Se conoce que la red cristalina de un sistema nunca es
rígida puesto que los átomos pueden moverse alrede-
dor de sus posiciones de equilibrio dentro de la estruc-
tura del material, incluso a una temperatura de 0 K (i.e.,
fenómeno asociado a lo que se denomina zero-point-
energy). Al analizar la dinámica de la red cristalina se
puede obtener una idea clara de los principales fenó-
menos físicos que están relacionados a los efectos ter-
modinámicos, transiciones de fase, propiedades de trans-
porte e interacción de la materia con radiación IR (i.e.,
espectro vibracional) [36].

El cálculo vibracional de frecuencias se realizó con el
programa CRYSTAL09. El método empleado consiste
en calcular numéricamente las derivadas de segundo or-
den de la energía con respecto al desplazamiento atómi-
co, usando gradientes analíticos. Posteriormente, los au-
tovalores son obtenidos mediante la diagonalización de
la matrix Hessiana ponderada por la masa en coorde-
nadas cartesianas, los mismos que después son conver-
tidos en frecuencias (cm−1) y en vectores propios, es
decir, los modos normales [36].

Después de realizar este cálculo, se analizó la matriz
Hessiana, la cual indicó que las estructuras optimizadas
corresponden en realidad a un mínimo global [37, 38].
Además con los resultados del cálculo de frecuencias,
se pudo obtener el espectro vibracional de dicho com-
puesto el cual se encuentra detallado en la Figura 6, en
donde se muestra cómo se comporta el sistema a distin-
tas frecuencias. De acuerdo a la Figura 6, se pudo en-
contrar que en el sistema B12N12 existen seis zonas bi-
en definidas en el espectro vibracional que describen el

comportamiento a diferentes frecuencias. En la zona A,
en el rango de [1424cm−1 – 1075cm−1], se observa que
existe un estiramiento de los enlaces BN6−6, en la zona
B, [1075cm−1 – 920cm−1], hay un estiramiento de los
enlaces BN4−4, en cambio para la zona C, [920cm−1 –
760cm−1], existe torsión en los enlaces BN6−6 y para
la zona D, [760cm−1 – 630cm−1], hay un estiramien-
to de los enlaces BN6−4. Además se encontró que en
la zona E, [630cm−1 – 428cm−1], existe torsión en los
enlaces BN6−4 y en la zona F, [428cm−1 – 257cm−1],
se presentan torsiones en los enlaces BN4−4. Las zonas
E y F son de particular interés para este estudio ya que
contienen modos de baja energía que al ser excitados
permiten la distorsión del cristal y el consecuente in-
cremento de tamaño tanto en los túneles como las cavi-
dades del sistema. Este incremento de tamaño en la es-
tructura del B12N12 resulta interesante ya que esto per-
mitiría que el hidrógeno molecular pueda difundirse de
forma adecuada en el material.

Propiedades electrónicas – Análisis poblacional

De acuerdo a los resultados de población electrónica del
sistema B12N12, se observó que existe una transferencia
de carga en los átomos de boro y nitrógeno. Este hecho
indica que pese a que las interacciones dominantes en
el material son primordialmente covalentes los átomos
de boro ceden un electrón al átomo más electronegativo
adyacente, es decir al nitrógeno, teniendo como resulta-
do que el número de electrones en la capa de valencia
del boro será de 4 mientras que en la capa de valencia
del nitrógeno hay 8 electrones.

Según estas observaciones en el análisis poblacional, se
decidió realizar un cambio en los conjuntos base de am-
bos tipos de átomos (i.e., boro y nitrógeno). Este cam-
bio consiste en que se ubicó uno de los electrones de
la capa de valencia del boro en la capa de valencia del
nitrógeno, lo que resultó en un ahorro en el tiempo de
cálculo ya que al realizar este cambio manualmente,
CRYSTAL09 invierte menos tiempo en llegar a conver-
gencia en el proceso de cálculos de campo autoconsis-
tente. Una vez realizado dicho cálculo, las cargas del B
y N son muy cercanas a -1 y +1, respectivamente.

Superficies

Como se mencionó anteriormente, en este estudio tam-
bién se analiza el comportamiento del sistema B12N12

en un arreglo superficial. Un plano cristalográfico puede
ser representado a través de los índices de Miller [hkl].
Cada uno de estos índices denota un plano ortogonal a
la dirección del vector (h,k,l) en la base de los vectores
de la red recíproca [39].

En este sistema se puede observar (Figura 2) que, de
acuerdo a su geometría, únicamente se observan caras
cuadradas, hexagonales y octagonales. Al momento que
se realizaron varios cortes en el sistema cristalino se
obtiene que para exponer las caras cuadradas en la su-
perficie se requiere realizar un corte en el plano [112],
para exponer las caras hexagonales el corte es [100] y
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Figura 6: Espectro vibracional del compuesto B12N12 dividido en seis zonas: Zona A – Estiramiento BN6−6; Zona B – Estiramiento
BN4−4; Zona C – Torsión BN6−6 Zona D – Estiramiento BN6−4; Zona E – Torsión BN6−4; Zona F – Torsión BN4−4

finalmente para exponer las caras octagonales el corte
es [110].

Después que se identificaron dichos cortes, se procedió
a la construcción de las superficies de tal manera que
cada una contenga 96 átomos (48 átomos de nitrógeno
y 48 átomos de boro) con el objetivo de poder comparar
sus energías y determinar la estabilidad relativa. Las en-
ergías obtenidas después del proceso de optimización en
cada una de las superficies se encuentran detalladas en
la Tabla 4. De acuerdo a los datos obtenidos se puede
observar que el corte con menor energía es el [100], es
decir el que posee caras hexagonales en su superficie.

Densidad electrónica

La densidad de carga electrónica del estado base es una
observable de mucha importancia. Se conoce que el Hamil-
toniano DFT reproduce características esenciales de la
densidad como por ejemplo la concentración de carga
a lo largo de los enlaces covalentes, la distribución uni-
forme de los electrones conductores en los metales, la
expansión o contracción del núcleo [40].

La densidad representa la probabilidad de encontrar un
electrón en varias regiones del espacio [40]. Para sis-
temas cristalinos, comúnmente se la representa medi-
ante mapas de contorno de varios planos dibujado a través
del sistema. Los mapas de densidad electrónica total
proveen una representación gráfica de la distribución

Planos Energías de △E
optimización (u.a.) (kJ/mol)

Hexagonal [100] -3820.686 0
Octagonal [110] -3820.559 334.3
Cuadrado [112] -3820.023 1739.2

Tabla 4: Energías de optimización correspondientes a los difer-
entes cortes y estabilidad relativa (△E)

electrónica total. Se realizaron este tipo de mapas para
cada uno de los planos seleccionados, los cuales se en-
cuentran detallados en las Figuras 7, 8 y 9. Como se
puede observar en la Figura 7, en el mapa de densi-
dad electrónica propio del plano [100] se visualizan los
hexágonos superficiales, los cuales presentan una alta
población electrónica en su interior, sin embargo en sec-
ciones aledañas se observan ciertas cavidades, las cuales
son la mitad de una esfera de B24N24. De igual manera,
en la Figura 7 se pueden diferenciar dos tipos de arreg-
los formados entre tres hexágonos vecinos. En el primer
arreglo se tiene la presencia de una esfera completa de
B24N24, mientras que en el segundo arreglo se tiene la
mitad de una esfera B24N24. En cuanto al mapa de den-
sidad electrónica del plano [110] (Figura 8), se pueden
observar las caras octagonales en su superficie las cuales
presentan una población electrónica menor que en los
hexágonos de la Figura 4. Además también existen cavi-
dades con mayor densidad electrónica, las mismas que,
en contraste con el anterior caso, son la mitad de una
esfera de B12N12. El plano [112] (Figura 9) se escogió
para analizar el caso en el cual los cuadrados se encuen-
tran en la superficie, sin embargo además de los átomos
propios de los cuadrados, en este mismo nivel se encon-
traron otros átomos que corresponden a un plano que
corta a las esferas de B12N12. Como se puede ver en la
Figura 9, a los lados de este arreglo se pueden obser-
var cavidades que son esferas incompletas del sistema
B24N24.

Interacción con H2 molecular

Este tipo de nanoestructuras compuestas por boro y ni-
trógeno son análogas a las que se encuentran compues-
tas por carbono, pero además ofrecen ventajas adicionales.
En particular se esperearía que la naturaleza heteropo-
lar en las láminas de B – N ofrecezcan una alta en-
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Figura 7: Plano [100] con caras hexagonales en la superficie con su correspondiente mapa de densidad electrónica

Figura 8: Plano [110] con caras octagonales en la superficie con su correspondiente mapa de densidad electrónica

Figura 9: Plano [112] con caras cuadradas en la superficie consu correspondiente mapa de densidad electrónica

ergía de amarre para el hidrógeno comparada con los
materiales basados en carbono [41, 42]. Se ha encontra-
do que experimentalmente los nanotubos de boro y ni-
trógeno, a presiones de 10MPa y temperatura ambiente,
son capaces de almacenar alrededor de 1.8 - 2.6 wt % de
hidrógeno y que estos nanotubos colapsados presentan
una capacidad de almacenamiento hasta 4.2wt %.

Los cálculos recientes [43, 44] se han enfocado básica-
mente en moléculas de B24N24 y B36N36 y su capacidad
de almacenamiento de hidrógeno, sin embargo no se han
reportado estudios en cristales como en el presente estu-
dio en el cual se considera el sistema cristalino B12N12,
cuyas propiedades son diferentes al momento de com-
pararlas con las moléculas antes mencionadas.

Para el estudio de la interacción del hidrógeno molecu-
lar con el B12N12 se agrega en el interior del material
y sobre sus superficies una molécula de H2 y se deter-
mina su posición de equilibrio mediante un proceso de
optimización. En la geometría resultante se obtiene la

energía de amarre asociada a la molécula de hidrógeno
para determinar la situación en la que se favorece la
adsorción. El hidrógeno molecular incluido en el sis-
tema B12N12 fue descrito con dos conjuntos de fun-
ciones base, los cuales se diferencian por el número de
Gaussianas utilizadas para encontrar la función de on-
da. Es importante mencionar que se utilizaron dos con-
juntos de funciones base diferentes únicamente para de-
scribir el hidrógeno molecular, mientras que a los con-
juntos base tanto del nitrógeno como para boro se man-
tuvieron fijos (Tabla 2). La diferencia entre las bases
radica en que el conjunto base A (BSA) se tiene una
concentración electrónica alta cercana al núcleo ya que
posee un coeficiente en la Gaussiana muy alto (187) con
respecto al conjunto base B. Por ello el conjunto base B
(BSB) se puede considerar difusa lo cual permite una
mejor descripción de las fuerzas de dispersión.
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Figura 10: Sistema B12N12 cristalino incluyendo hidrógeno
molecular

Adsorción de H2 en el Sistema Cristalino B12N12

Como se mencionó anteriormente en la estructura del
B12N12 optimizado, se añadió una molécula de hidrógeno
para investigar su interacción con el material. En este
nuevo sistema se optimizó únicamente la posición de la
molécula huésped, manteniendo fijos átomos del adsor-
bente. Para este proceso de optimización se emplearon
los dos tipos de funciones base (BSA y BSB) y se ini-
ció el proceso de optimización ubicando a la molécu-
la de H2 en una misma posición inicial cerca de una
de las caras hexagonales del material. Como resultado,
en ambos procesos de optimización se pudo observar
que la posición de equilibrio del hidrógeno molecular
se encuentra en la parte central de la cavidad del sistema
B24N24, como se puede observar en la Figura 10.

La energía de amarre al realizar los cálculos con el con-
junto base BSA es de -11.41 kJ/mol y cuando se realiza
el mismo cálculo con el conjunto base BSB se encon-
tró una energía de amarre de -0.03 kJ/mol. Es decir en
ambos casos se obtuvo una interacción repulsiva entre
el material y la molécula huésped.

Adsorción de H2 en superficies del B12N12

Plano [100]

Para este caso se tomó la estructura de [19] optimiza-
da, a la cual se añadió el hidrógeno molecular sobre las
caras hexagonales que se encuentran expuestas en la su-
perficie del plano [100]. La posición de equilibrio del
H2 que resultó después del proceso de optimización se
muestra en la Figura 11 donde se observa que el H2 se
ubica en una cavidad del B24N24 aledaña a las caras
hexagonales superficiales.

De igual forma que en el sistema cristalino B12N12 +
H2, se optimizó el modelo con los dos tipos de conjun-
tos base. La energía de amarre al realizar los cálculos
con el conjunto base BSA es de 3.4 kJ/mol y cuando se
realiza el mismo cálculo pero con el conjunto base BSB

Figura 11: Vista superior del plano [100] con H2 en su posición
final (conjunto BSA)

se encontró una energía de amarre de 4.9 kJ/mol las
cuales se encuentran en el rango de energías obtenidas
para el H2 adsorbido en sitios Bronsted de zeolitas con
bajo contenido de aluminio [45].

Después de haber realizado la corrección BSSE se ob-
tuvo para el conjunto base A una energía de amarre de
-0.59 kJ/mol y para el conjunto base B se obtuvo -0.3
kJ/mol resultando interacciones repulsivas nuevamente.

Plano [110]

En este plano, la posición inicial del hidrógeno molecu-
lar fue sobre el centro de las caras octagonales expuestas
en la superficie del plano [110] del sistema. La posición
final del H2 después de la optimización parcial se en-
contró sobre las caras octagonales pero ya no en la parte
central, sino hacia uno de los vértices de los octágonos,
como se puede observar en la Figura 12.

De igual forma que en el caso de los planos, la opti-
mización se llevó a cabo con los dos tipos de conjuntos
base. La energía de amarre al realizar los cálculos con
el conjunto base BSA es de 0.1 kJ/mol y cuando se real-
iza el mismo cálculo pero con el conjunto base BSB se
encontró una energía de amarre de 5.1 kJ/mol.

Después de la corrección BSSE se obtuvieron las sigu-
ientes energías de amarre; para el conjunto base A se
obtuvo una energía de amarre de -0.3 kJ/mol y para el
conjunto base B se obtuvo -0.5 kJ/mol.

Plano [112]

Para el análisis de este plano se procedió como en los
anteriores. El H2 fue colocado sobre las caras cuadradas
expuestas en la superficie del plano [112] del sistema.
La posición final del H2 después de la optimización en
este caso fue sobre uno de los vértices de la cavidad del
B24N24, como se puede observar en la Figura 13.

La optimización se llevó a cabo con los dos tipos de con-
juntos base. La energía de amarre al realizar los cálculos
con el conjunto base BSA es de 14.5 kJ/mol y cuando se
realiza el mismo cálculo pero con el conjunto base BSB
se encontró una energía de amarre de 18.2 kJ/mol.

Después de la corrección BSSE se obtuvieron las sigu-
ientes energías de amarre; para el conjunto base A se
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obtuvo una energía de amarre de 2.2 kJ/mol y para el
conjunto base B se obtuvo 3.4 kJ/mol cercanas a los val-
ores obtenidos para absorción de H2 en zeolitas con alta
baja relación Si/Al intercambiadas con litio [46]. Un re-
sumen de las energías de amarre para las tres superficies
analizadas se puede revisar en la Tabla 5 y además se
puede observar las distancias entre el hidrógeno molec-
ular y las superficies respectivas de los planos [100],
[110] y [112], las cuales fueron calculadas entre el áto-
mo de boro o nitrógeno de la superficie y el átomo de
hidrógeno más cercano perteneciente a la molécula H2.
La menor distancia se la puede encontrar con la superfi-
cie [112], lo cual sugiere que se tendrá la mayor energía
de amarre con el hidrógeno molecular y por lo tanto pre-
sentará una mejor interacción H2 – superficie.

Cálculos P-ONIOM

Los resultados de cálculos P-ONIOM se ajustan mejor a
la realidad en cuanto a las energías de amarre existentes
entre el sistema y el hidrógeno molecular ya que per-
mite incluir de una manera aproximada los efectos de la
correlación electrónica en la descripción del proceso de
adsorción. En la Tabla 6 se puede observar las energías
de amarre con corrección BSSE para cada combinación
de nivel de teoría y conjunto base analizados para los
diferentes modelos elaborados. Con los datos obtenidos
de la Tabla 6, se calculó las energías de amarre usando
el método P-ONIOM las cuales están reportadas en la
Tabla 7.

Cálculos de frecuencias anarmónicas en el complejo
B12N12 – H2

Los cambios anarmónicos de frecuencia del enlace H –
H debido a sus interacciones con los sitios catiónicos se
encuentran reportados en la Tabla 8, en donde se puede
observar un corrimiento hacia el rojo, es decir que la
adsorción de la sustancia se desplaza a longitudes de
onda más grandes o de menor frecuencia, en cada uno
de los casos, y en especial en el caso del corte [112]

Figura 12: Vista superior del plano [110] con H2 en su posición
final (conjunto BSA)

Figura 13: Vista superior del plano [112] con H2 en su posición
final (conjunto BSA)

donde se tiene una diferencia de 238.3 cm−1 analizado
con el conjunto de funciones base B. Esto tiene relación
entre las energías de amarre calculadas en la Tabla 8
con los cambios de frecuencia, donde el ejemplo más
sobresaliente es en el corte [112] , en comparación a
los demás cortes, éste es el que presenta mayor energía
de amarre de 4.99 kJ/mol a nivel MP2/aug-cc-pVTZ, lo
que coincide con el mayor cambio de frecuencia anar-
mónica.

Conclusiones

Fueron estudiadas teóricamente las interacciones del hi-
drógeno molecular con el sistema cristalino B12N12 con
un enfoque periódico a través del programa CRYSTAL09.
Estos cálculos fueron llevados a cabo usando funcional
B3LYP junto a conjunto de funciones base de difer-
ente flexibilidad. En cuanto al análisis de los aspectos
estructurales y energéticos de las moléculas adsorbidas
de hidrógeno molecular sobre las caras de las superficies
seleccionadas ([100], [110], [112]). Los cálculos fueron
refinados utilizando el nivel de teoría MP2 en modelos
seleccionados para la aplicación del método de correc-
ción P-ONIOM.

Como un paso preliminar al estudio de las aplicaciones
potenciales del cristal B12N12, se ha logrado describir
de forma teórica utilizando cálculos DFT las propiedades
estructurales, electrónicas y vibracionales de este mate-
rial. De acuerdo a los resultados estructurales se puede
observar que tanto los enlaces B-N como los ángulos B-
N-B se encuentran en el rango de los valores típicos para
estos átomos. Además a través del análisis de la matriz
Hessiana de la geometría optimizada se muestra que la
estructura representa un mínimo global en la superficie
de energía potencial.

Mediante la inspección de los modos normales calcu-
lados para el B12N12, se identificaron seis zonas bien
definidas en el espectro vibracional de este material, los
cuales afectan a los enlaces de los diferentes anillos.
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Superficies BEc-BSA BEc-BSB Dist. de interacción Dist. de interacción
(kJ/mol) (kJ/mol) H 2 - Superficie (BSA) (Å) H2 - Superficie (BSB) (Å)

[100] -0.59 -0.02 2.76 2.82
[110] -0.29 -0.52 3.99 2.99
[112] 2.17 3.44 2.41 2.48

Tabla 5: Energías de amarre libres de BSSE y distancias de interacción para la interacción del H2 con los planos [100], [110], [112]

BEc-BSA (kJ/mol) BEc-BSB (kJ/mol)
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

Conjuntos base
Modelos

[100] [110] [112] [100] [110] [112]

B3LYP/Crystal09 -1.07 -0.21 0.51 -0.68 -1.26 1.05
B3LYP/aug-cc-pVDZ -1.66 -0.37 -0.76 -1.38 -1.85 -0.08
B3LYP/aug-cc-pVTZ -1.63 -0.31 -0.49 -1.34 -1.86 0.16

MP2/Crystal09 -0.16 0.39 0.25 0.97 1.11 2.13
MP2/aug-cc-pVDZ 1.06 1.04 1.11 1.17 1.62 1.84
MP2/aug-cc-pVTZ 1.46 1.10 2.01 1.53 2.05 2.60

Tabla 6: Energías de amarre con corrección BSSE de los modelos elaborados analizados con las diferentes combinaciones de niveles de
teoría y conjuntos base

BEcP-ONIOM-BSA BEcP-ONIOM-BSB
(kJ/mol) (kJ/mol)

`
`
`
`
`
`
`
`
`
`
`̀

Niveles altos
Modelos

[100] [110] [112] [100] [110] [112]

B3LYP/aug-cc-pVDZ -1.18 -0.44 0.90 -0.71 -1.11 2.31
B3LYP/aug-cc-pVTZ -1.15 -0.38 1.17 -0.68 -1.12 2.55

MP2/Crystal09 0.32 0.32 1.91 1.64 1.85 4.52
MP2/aug-cc-pVDZ 1.54 0.97 2.79 1.83 2.36 4.23
MP2/aug-cc-pVTZ 1.94 1.03 3.67 2.19 2.79 4.99

Tabla 7: Energías de amarre con corrección BSSE de los modelos elaborados analizados con las diferentes combinaciones de niveles de
teoría y conjuntos base

Frecuencia △ω

Anarmónica ω (cm−1) (cm−1)
H molecular 4235.3 –

Superficie[100] (BSA) 4208.8 -26.5
Superficie[110] (BSA) 4231.4 -3.9
Superficie[112] (BSA) 4063.2 -172.1
Superficie[100] (BSB) 4137.1 -98.2
Superficie[110] (BSB) 4147.5 -87.8
Superficie[112] (BSB) 3997.0 -238.3

Tabla 8: Frecuencias anarmónicas del hidrógeno molecular de los sistemas en estudio

Estos anillos pueden contraerse, estirarse y doblarse lo
cual ayudan a que una molécula huésped pueda a través
estos anillos y así logre llegar a su lugar de anclaje.

En cuanto a los cálculos de densidad electrónica, se pu-
do observar que en el sistema existen zonas o cavidades
en las cuales se pueden almacenar moléculas huéspedes.
Estas zonas son las esferas formadas por el B24N24 las
cuales poseen una densidad electrónica propicia para el
alojamiento del hidrógeno molecular.

Se estudiaron tres superficies en los planos [100], [110]
y [112] que corresponden a las caras hexagonales, oc-
tagonales y cuadradas, respectivamente. Se encontró que
el plano con más probabilidad de formarse es el [100]
debido a que presenta la menor energía de formación.
Además se pudieron evidenciar sitios o cavidades ca-
paces de anclar al hidrógeno molecular. Sin embargo,
después de analizar los datos obtenidos de las energías

de amarre corregidas entre el sistema y el H2, reportados
en las Tablas 6 y 7, se puede concluir que la superficie
[112] es la que presenta el mejor ambiente de adsor-
ción para H2. Además estos resultados concuerdan con
el análisis anarmónico realizado puesto que este plano
es el que presenta mayor corrimiento hacia el rojo. Cabe
recalcar que si bien la superficie [112] presenta una gran
afinidad con el hidrógeno molecular, está así mismo es
el plano más inestable, lo cual es un factor adicional que
beneficia a la adsorción del H2.
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Abstract

The quantification of tephra fallouts can be affected by different parameters such as the
quality of the deposit exposure and the calculation method.In this paper the effect of
variability in the wind direction is investigated through the analysis of two eruptions from
the Tungurahua volcano in Ecuador. The fluctuation in the wind direction was assessed
using the alerts generated by the Washington VAAC (VolcanicAsh Advisory Center) and
the actual fallout reports from local volunteers. Area densities (mass/area) of the tephra
deposits were compiled by each co-author to create isomass maps. Empirical methods
were used to calculate the total mass of the tephra fallouts.With this approach we were
able to study the influence of the wind direction variabilityon the quantification of tephra
fallouts under similar eruptive and sampling conditions. Our results indicate that, due to
higher wind direction variability, the December 2012 eruption produced a non-elliptical
complex deposit with a larger uncertainty on the calculatedtotal mass value. The March
2013 eruption, on the other hand, occurred during a period ofsteady wind direction and
left an almost elliptical deposit. The compilation of the data from the March eruption done
by the co-authors demonstrates greater coherence and a lessuncertainty in the final result.
This study highlights that the choice of the empirical law todescribe the fallout distribution
must be adapted according to the map of the deposit.

Keywords. Fallout quantification, wind direction, Tungurahua, isomass maps, tephra,
physical volcanology.

Resumen

La cuantificación de caídas de tefra puede ser afectada por diferentes parámetros, tales
como la calidad de exposición de los depósitos y los métodos de cálculo. En este trabajo
se investiga el efecto de la variabilidad de la dirección delviento a través del análisis
de dos erupciones del volcán Tungurahua (Ecuador). La fluctuación de la dirección del
viento se analizó usando los reportes de la Washington VAAC (Volcanic Ash Advisory
Center) y los reportes de caída de ceniza real proporcionados por los vigías del volcán. Los
datos de densidad areal (masa/área) de los depósitos de tefra fueron compilados por cada
uno de los co-autores para la realización de los mapas de isomasas. Se utilizó métodos
empíricos para calcular la masa total de la caída de tefra. Por primera vez ha sido posible
estudiar la influencia de la variabilidad de la dirección delviento en la cuantificación de
la caída de ceniza bajo similares condiciones eruptivas y derecolección de muestras. Los
resultados de este trabajo muestran que, debido a una mayor variabilidad de la dirección
del viento, la erupción de diciembre de 2012 produjo un depósito complejo cuyas isomasas
tienen formas no elípticas con una mayor incertidumbre en elvalor de la masa total. Por el
contrario, la erupción de marzo 2013 se produjo durante un período en el que la dirección
del viento fue constante y dejó un depósito de forma casi elíptica. La recopilación de los
datos de marzo realizadas por los co-autores muestra una mayor coherencia y por lo tanto
una menor incertidumbre en el resultado final. Finalmente, este trabajo destaca el hecho de
que la elección de la ley empírica para describir la distribución del depósito debe tomar en
cuenta el mapa del mismo.

Palabras Clave. Cuantificación de caída, dirección del viento, Tungurahua,mapas de
isomasas, tefra, vulcanología física.
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Introduction

The total volume and mass of tephra fallouts are essen-
tial volcanological data since they provide significant
insight into the magnitude and explosivity of a volcanic
eruption [1]. This information is also used in numerical
modeling to facilitate the forecasting of volcanic plume
dispersal and tephra fallouts [2]. The most widely used
methodology to calculate total volume and mass of fall-
outs is based on a three step procedure: 1) measure-
ments of thickness and area density (mass/area) of the
tephra deposit in different locations; 2) interpretation
and compilation of the data into isopach and isomass
maps; 3) calculation using empirical laws that describe
the distribution of the deposit around the vent [3–5].
This procedure can be affected by a large number of pa-
rameters such as the quality of the field data, the uncer-
tainty in the isopach and isomass map compilation, and
the empirical law used (e.g. exponential versus power-
law). Several studies with a primary focus on the avail-
ability of data and the accuracy of the empirical laws
have been carried out to assess the uncertainty of fallout
volume calculation [6, 7]. Nevertheless some aspects
of this quantification process are still sidelined from the
scientific debate.

Volcanic plumes responsible for tephra fallout are af-
fected by the wind and will ideally produce an elliptical
deposit with the main axis of the ellipse corresponding
to the main wind direction and one focus of the ellipse
encompassing the volcanic vent [3]. This characteris-
tic was used to define the first commonly accepted em-
pirical law based on the apparent exponential thinning
of the deposit away from the vent [3]. The direction
of the wind may shift over the course of an eruption,
especially for long lasting eruptions, affecting the dis-
tribution of the tephra deposit around the volcano and
therefore changing the shape of the isopachs and iso-
masses. If this aspect has already been assessed to pro-
duce more reliable empirical laws [4], it has never been
investigated for its effects on the interpretation of the
data and drawing of the deposit maps. Therefore, this
paper proposes to study the influence of the wind direc-
tion variability on the calculation of the total mass and
volume of tephra.

To assess the effects of the wind on this quantification, it
is important to compare eruptions with similar size and
sampling networks. The Tungurahua volcano (Ecuador)
has been in eruption for almost 14 years, repeatedly
producing tephra fallout that affect thousands of square
kilometers [8, 9]. Since 2007, Tungurahua tephra de-
posits have been systematically sampled due to the es-
tablishment of a network of ash collectors [10, 11]. This
network has recently been expanded to include a more
distal area and modernized with the use of homemade
ashmeters that permit more accurate and systematic mea-
surements [12]. Tungurahua’s eruption is not continu-
ous and since 2008 the volcano has presented short to
medium-lived eruptions, spanning from a few days to

a few weeks, and separated by periods of quiescence
ranging from two to six months. These periods of inac-
tivity permit detailed studies of each precedent eruptive
period and associated tephra deposits. In the Eastern
Cordillera of Ecuador, where the Tungurahua volcano
is located, the wind mainly blows from the Amazonian
basin to the Pacific Ocean (east to west) most of the
year. However, it is common to have much variable
wind directions between November and January. Erup-
tions occurring at different periods of the year produce
volcanic plumes carried in different directions due to
changing atmospheric currents.

Methodology and sampling

For this study we analyzed the last two eruptions from
Tungurahua, in December 2012 and March 2013. Both
eruptions lasted for approximately the same amount of
time, 17 and 18 days respectively, with millimeter-thick
deposits in the proximal area. It is extremely difficult to
obtain precise meteorological data in Ecuador due to the
scarcity of meteorological stations as well as the com-
plexity of the atmospheric stratification resulting from
geography and topography. During an eruption the wind
direction can be inferred from observations of the vol-
canic plume direction and from the pattern of tephra
fallout. We used two independent sources of informa-
tion to study the wind direction variability: 1) the Wash-
ington VAAC (Volcanic Ash Advisory Center) which
emits alerts whenever a volcanic plume is identified by
airplane pilots or on satellite images; 2) the Tungurahua
Volcano Observatory of the IG-EPN (Instituto Geofísico
de la Escuela Politécnica Nacional) which compiles ob-
servations on tephra fallout around the volcano from a
network of local volunteers. This information is plotted
in rose diagrams in order to determine the principal di-
rections of dispersion of the volcanic plume and tephra
fallout.

Two field missions, from the 11th to the 13th of January
(December 2012 eruption) and from the 27th to the 28th

of March (March 2013 eruption), were carried out to
collect the tephra accumulated in the ashmeters. For the
March 2013 eruption some samples from the northern-
most region of the network were collected during the
first week of April. Thickness readings were made di-
rectly in the field, and the samples were dried at 40oC
and weighed in the Universidad San Francisco de Quito
geology laboratory. The data was collected in 42 and
47 locations for the December 2012 and March 2013
eruptions respectively. The most proximal datapoint is
6 km from the vent and the most distal datapoint is 32
km from the vent. Area density (mass/area) was cal-
culated in all sites with a 1 g/m2 precision to compile
isomass maps and calculate the eruptions’ total mass of
tephra. Thickness readings were possible only in few
places (7 and 12 locations for the December 2012 and
March 2013 eruptions respectively) due to the lower
limit of the ashmeter scale (0.3 mm). Thickness mea-
surements were used to calculate bulk densities in or-
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Figure 1: Rose diagrams of the Washington VAAC alerts (source: www.ospo.noaa.gov) and the fallout reports (source: www.igepn.edu.ec)
for the December 2012 and March 2013 Tungurahua eruptions

der to ultimately estimate the eruptions’ total volume of
tephra. The isomass maps were drawn on a geospatial
processing program for each eruption by each of the co-
authors without exchange of information other than the
raw database. Each co-author has a different approach
and background in drawing isomass maps.

In the past 25 years, several models using isopach and
isomass maps have been proposed to calculate the to-
tal volume and mass of tephra fallouts [3–6, 13]. These
models involve the best fitting of thinning data using
empirical laws (i.e., exponential law with one or more
segments, power law, Weibull function) on semilog plots
of thickness (or area density) versus square root of isopach
(or isomass) area. Ultimately, the choice of the empiri-
cal law is based on the availability of data and the pat-
tern of thinning of the tephra deposit.

Results

Volcanic plume directions and fallout reports

During the December 2012 eruption, the plume direc-
tion reported by the Washington VAAC and the fallout
observations reported by local volunteers indicate that
the eruption affected a very wide range of sectors (Fig-
ure 1). The plume directions are concentrated to the
west of the volcano, from SW to WNW, although more

than 10% of the days have plumes drifting to the north
and to the south. The fallout reports exhibit a slightly
different distribution with zones heavily affected by ash
fall to the WSW and NNW. For more than 20% of the
days, significant fallouts were also reported in the WNW,
NNE and ENE quadrants. There are some discrepan-
cies between the information obtained from the Wash-
ington VAAC and the fallout reports, especially for the
northern and eastern sectors. These differences can be
associated with the timing of the changes in wind di-
rection and the atmospheric conditions. The wind blew
north and north-east with dry atmospheric conditions
and heavy tephra fall at the beginning of the eruption.
After three days, the wind direction shifted gradually
west coinciding with a slight decrease in the rate of fall-
out. It is therefore probable that parts of the reports
from the northern and eastern sectors are attributed to
episodes of remobilization of the tephra deposits, affect-
ing the populated area even if the actual volcanic plume
drifted westward. Another possible explanation for the
discrepancy is that, given the cloud coverage during this
period of the year, the Washington VAAC was unable to
identify part of the low altitude plumes that drifted north
and east.

For the March 2013 eruption, the VAAC alerts and fall-
out reports both coincide neatly, manifesting a narrower
range of sectors affected by the tephra fallout. The WSW
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Figure 2: Location map of Tungurahua volcano in the Ecuadorian Volcanic Arc. b. Shaded relief map of the sampling networkwith the
area density value (in g/m2) of the December 2012 Tungurahuaeruption. BB, JB, SH, BW: isomass maps named after the initials of the
co-authors of this study. In black: names of the main towns ofthe area. In red: names of the main volcanoes in the area.
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Figure 3: Location map of Tungurahua volcano in the Ecuadorian Volcanic Arc. b. Shaded relief map of the sampling networkwith
the area density value (in g/m2) of the March 2013 Tungurahuaeruption. BB, JB, SH, BW: isomass maps named after the initials of the
co-authors of this study. In black: names of the main towns ofthe area. In red: names of the main volcanoes in the area.



Bernard et al. Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. A14-A21

sector is clearly the most affected with more than 90%
of the days displaying both VAAC alerts and fallout re-
ports. Fallouts were also reported in the WNW, SW and
SSW quadrants more than 30% of the days, in agree-
ment with the VAAC alerts. Apparently the northern
and eastern sectors were not affected by this eruption.

For both eruptions there is no fallout report in the ESE-
SSE sectors due to the absence of volunteers in these
regions. However, the Washington VAAC did not report
any volcanic plumes in those directions; so no mislead
will be introduced in the interpretation of the data.

Field data and isomass maps

For the December 2012 eruption, the calculated area
densities range from 22 to 1667 g/m2 with a maximum
thickness of 1.3 mm measured in El Manzano village.
Accordingly, the deposit maps for this eruption were
drawn using 100, 200, 400, 800, 1200, and 1600 g/m2

isomass values (Figure 2). The March 2013 tephra de-
posit has a wider range of area densities (0 to 2588
g/m2) with a maximum thickness of 2.0 mm also mea-
sured in El Manzano. We chose 100, 250, 500, 1000,
1500, and 2000 g/m2 isomass values to draw the deposit
maps corresponding to this eruption (Figure 3).

The isomass maps compiled by the four co-authors for
the December 2012 eruption vary in fallout dispersal di-
rection. The BB and SH maps have three similar fallout
dispersal directions (W, N, and E) while the JB and BW
maps have only two (W and E, W and NE respectively).
The contours of the isomasses present some discrepan-
cies between the four maps as there are irregular con-
tours in the BB and SH maps and smooth contours in
the JB and BW maps (Figure 2). In spite of these aes-
thetic differences, the area of each isomass in all four
maps is relatively similar.

In comparison, the isomass maps for the March 2013
eruption are much more consistent with a single direc-
tion of fallout dispersal toward the WSW. The shape and
the area of the isomasses are also quite similar, however,
the JB map has noticeably irregular contours while the
BW map is the smoothest (Figure 3).

Total mass calculation

The semilog plots of area density versus square root
of isomass area establish that the data from the maps
of both eruptions are equally scattered (Figure 4). The
empirical law chosen to calculate the total mass of the
fallouts is based on the shape of the data series and the
availability of proximal and distal datapoints. The lack
of very proximal (< 6 km) and very distal (> 32 km) dat-
apoints makes the use of the power-law formula unsuit-
able [6]. Additionally, the power-law exponent calcu-
lated for all the isomass maps is <2, which is known to
produce an even larger uncertainty [14]. Because most
of the data series does not permit the identification of
one (or more) sharp breaks of slope, we used the sin-
gle segment exponential law corrected for non-elliptical

Figure 4: Semilog plots of area density versus square root ofiso-
mass area for the December 2012 and March 2013 Tungurahua
fallouts. BB, JB, SH, BW: data series corresponding to the iso-
mass maps in Figures 2 and 3.

isomasses [3, 4] and the Weibull function [13] to fit the
field data.

The coefficient of determination (R2) is a statistical pa-
rameter used to illustrate the fit between the data series
and the empirical law. For both eruptions, the Bonadonna
and Costa method [13] gives the best R2 values (Table
1), which is expected as the Weibull function calculates
the best fit regression law based on a range of indepen-
dent empirical parameters. Good R2 values are obtained
using the Pyle method [3] for the March 2013 eruption
while it produced less than ideal results for the Decem-
ber 2012 eruption. It is important to note that excellent
R2 values do not necessarily imply that the total mass
calculation is closer to the reality. A simple statistical
analysis of the results, using average and standard de-
viation, reveals that the quantification of the December
2012 eruption has much more scattered values than the
March 2013 eruption. The variation on the total mass
value reaches 102% for the December 2012 eruption
while it reaches only 37% for the March 2013 eruption.

Total volume estimation

Based on the results presented in Table 1, there are dif-
ferent ways to estimate the total mass of Tungurahua
fallouts. The March 2013 results display a small scat-
tering of data even between the two empirical methods
and, for this reason, we propose to use the full mass
range. For the December 2012 eruption the Bonadonna
and Costa method [13] appears to better represent the
data series so we propose to use only those results with
a more selective mass range.
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December 2012 March 2013
Co-author Pyle 1989, Fierstein Bonadonna and Pyle 1989, Fierstein Bonadonna and

and Nathenson 1992 Costa 2012 and Nathenson 1992 Costa 2012
Total mass R2 Total mass R2 Total mass R2 Total mass R2

(108 kg) (108 kg) (108 kg) (108 kg)
BB 3.42 0.977 3.59 0.981 2.56 0.991 2.77 0.994
JB 3.23 0.964 3.90 0.983 2.96 0.998 3.06 0.999
SH 3.19 0.967 3.80 0.993 2.68 0.989 3.01 0.994
BW 2.89 0.925 5.84 0.991 2.23 0.998 2.34 0.999

Average 3.18 4.28 2.61 2.80
Standard deviation 0.22 1.05 0.30 0.33

Full mass range [2.89-5.84] 108 kg [2.23-3.06] 108 kg
Selected mass range [3.59-5.84] 108 kg [2.23-3.06] 108 kg
Average bulk density 1273±73 kg/m3 [7] 1314±84 kg/m3 [12]

Volume range [2.82-4.59] 105 kg [1.70-2.33] 105 kg

Table 1: Total mass and volume quantification of the December2012 and March 2013 Tungurahua fallouts. R2: coefficient of determina-
tion. BB, JB, SH, BW: initials of the co-authors of this study. Between []: number of thickness readings used to calculatethe average bulk
density and its standard deviation.

Bulk densities calculated with thickness measurements
for both eruptions gave consistent results and were used
to estimate the volume of the tephra fallouts. Using
the selected mass range for the December 2012 erup-
tion (3.59-5.84.108 kg) and the average bulk density of
the deposit measured in 7 locations (1273± 73 kg/m3),
the total volume is estimated between 2.82 and 4.59 105

m3. The same estimation was done for the March 2013
eruption (2.23-3.06 108 kg, 1314± 84 kg/m3 calculated
with 12 thickness readings) and gives a total volume be-
tween 1.70 and 2.33 105 m3. According to the total vol-
ume of tephra, both eruptions can be qualified as VEI 1
(Volcanic Explosivity index, [1]).

Discussion

Does wind direction variability affect isomass map
compilation?

According to Biass and Bonadonna [7], the compilation
of isopach (and isomass) maps relies mostly on the qual-
ity of the deposit exposure. In our case, the deposit ex-
posure is almost the same between the two eruptions (42
and 47 data point in December 2012 and March 2013
respectively). Furthermore, the use of the ashmeters
creates more homogeneous sampling conditions, dras-
tically reducing the influence of weathering processes
[12]. Our data clearly establishes that the wind direction
was more variable during the December 2012 eruption
(W, N, and E) than during that of March 2013 (WSW)
(Figure 1). This information can also be partially de-
duced from the isomass maps (Figure 2 and 3) even
with some discrepancies between each co-author’s in-
terpretations. The isomass maps from the December
2012 eruptions exhibit a wider variety of main disper-
sion axes, isomass shape, and roughness. We attribute
these features to the difficulty in drawing non-elliptical
isomass curves, allowing more subjective interpretations
of the field data. Some authors attribute a 10% error to
the compilation process [7, 13] but this study affirms

that the wind direction variability must be considered as
an important factor in the error estimation.

How does the choice of the empirical method influ-
ence the total mass calculation?

The total mass of Tungurahua eruptions has been cal-
culated using two different empirical methods. For the
March 2013 fallout the difference between the one seg-
ment exponential law and the Weibull function is al-
ways around 10%. For the December 2012 eruption
this difference increased to more than 100% in some
cases. The Pyle method [3], even used with the cor-
rected formula [4], typically underestimates the total
mass of the tephra deposit [7] but this trend is amplified
in the case of a complex non-elliptical deposit. There-
fore, the Pyle method [3] should be used only for pre-
liminary estimates in restricted cases when the wind di-
rection is fairly constant during the eruption. In general,
the Weibull function [13] seems to represent better the
data series even if the standard deviation for the Decem-
ber 2012 fallout total mass is greater than with the Pyle
method [3].

Conclusions

The eruptive plumes of December 2012 and March 2013
from the Tungurahua volcano were affected by differ-
ent atmospheric currents. The VAAC alerts and IGEPN
fallout reports indicate that the December eruptive pe-
riod displayed a wide variation of wind direction (W,
N, and E) while the March episode presented a steady
wind direction (WSW). The study of the tephra deposits
proves that the variability of the wind direction greatly
influences the quantification procedure. In particular,
our results highlight that a higher variability of the wind
direction during the eruption will produce a greater de-
gree of subjective interpretation of the field data during
the map compilation process. This paper also illustrates
the sensitivity of some empirical methods to the shape
of the deposit maps which can lead to an underestimate
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of the fallout volume (or mass). Tephra fallout quan-
tification is a complex procedure based primarily on the
interpretation of field data and it should always include
a critical analysis of the final results and an estimation
of the uncertainty.
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Tipo de Método de Muestras Muestras Positividad
muestra detección analizadas positivas
Ganglio PCR 100 8 8 %

Leche cruda PCR 100 9 9 %
Suero Rosa de Bengala 101 18 17.8 %

Tabla 2: Muestras de ganglios, leche cruda y suero de cabras colectadas en la ciudad de Quito, Ecuador, analizadas para lapresencia de
Brucella sp. utilizando PCR y Rosa de Bengala.
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Abstract

This report describes the first detection of Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) from pigs in
Ecuador. Samples were collected from 162 animals from November 2010 to March 2011:
25 sick animals from commercial swine herds and 137 from slaughterhouses. To detect
the virus we used polymerase chain reaction (PCR) and two primer set. Our procedure
revealed PCV2 DNA in 24 of 25 clinically affected pigs from farms and 77 of 137 pigs
from slaughterhouses. The nucleotide sequence analysis ofnine amplicons confirmed the
PCV2 detection with at least a 95% homology compared with other PCV2 found in the
GenBank database. Additionally, microscopic lesions in tissues of clinically affected pigs
suggested porcine circovirus infection.

Keywords. Porcine Circovirus Type 2, PCR, DNA, Ecuador

Resumen

Este reporte es la primera identificación de Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) en cerdos del
Ecuador. Desde noviembre 2010 a Marzo 2011 se colectaron muestras de 162 animales:
25 animales enfermos provenientes de granjas comerciales y137 a partir de camales. Para
detectar ADN de PCV2 utilizamos la reacción en cadena de la polimeraza (PCR) con dos
pares de cebadores. Se detectó positividad en 24 de los 25 cerdos analizados a partir de
granjas comerciales y en 77 de los 137 animales provenientesde camales. El análisis de
secuencias de ADN obtenidas a partir de nueve amplicones confirmó la detección de PCV2
con al menos el 95% de homología en relación a otras secuencias de PCV2 encontradas en
la base de datos del GenBank. Adcionalmente las lesiones microscópicas en los tejidos de
cerdos clínicamente afectados, fueron compatibles con infección por circovirus porcino.

Palabras Clave.Circovirus porcino tipo 2, PCR, ADN, Ecuador

Porcine Circovirus 2 (PCV2) is the etiologic agent of
porcine circovirus diseases (PCVD) (Allan et al. 2000)
and has a worldwide distribution. PCV2 targets and
replicates in lymphoid tissues causing lymphoid deple-
tion, enlarged lymph nodes, and histiocytic replacement
in lymphoid tissues. It affects young and mature pigs.
In young pigs ages 5-12 weeks it causes progressive
weight loss, respiratory signs, lymph node hypertrophy,
diarrhea, and jaundice [1–3]. In mature animals PCV2
causes: dermatitis and nephropathy syndrome, enteritis,
porcine respiratory disease complex, and reproductive
disorders [4–6].

Virus transmission occurs both horizontally and verti-
cally; PCV2 has been detected in nasal, rectal, urinary,

salivary, semen, ocular and tonsillar secretions, and trans-
placental transmission may cause reproductive disorders
[2, 6–9]. Usually, dissemination of PCV2 in a herd is
hard to control due to absence of signs, the variety of
transmission routes, and long periods of viral shedding.

This work was performed in Ecuador, a South Amer-
ican country in which circovirus vaccine is not avail-
able because the lack of disease reports. We used two
PCR complementary protocols (2 primer sets followed
by nucleotide sequencing of amplicons) to detect PCV2
in Ecuadorian swine herds. From November 2010 to
March 2011, 137 swine animals were sampled from slaugh-
ter houses distributed along the Ecuadorian territory and
25 from industrial swine operations (5-26 week old with
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Figure 1: Histopathoplogy of swine tissues infected with circovirus. (A) Kidney (100X) arrows show enlarged hyalinized glomeruli and
interstitial lymphohistiocytic inflammatory infiltration with proteinaceous casts accumulation of inflammatory cells (B) Spleen (100X)
showing lymphoid depletion with lymphohistiocytic and granulomatous inflamatory lesion.

apparently PCVD signs). Lung, lymph nodes, spleen,
kidney and liver were collected from each animal.

Lung, lymph nodes, spleen, kidney and liver samples
were pooled and homogenized and submitted to DNA
extraction following a previously published protocol [10].
For PCR we used two different PCR protocols that am-
plify ORF2; which encodes for major structural capsid
proteins. The first PCR protocol used primers 1443f-
1150r and amplified a 481pb fragment of ORF2; the
second PCR protocol used primers Fa2-Ra2 amplifying
a 476pb fragment located at nucleotides 828 to 1584
and of a region of ORF1 and ORF2) [1, 11]. A sam-
ple was considered positive for PCV2 when an ampli-
con of the right size was observed when using one of
the two primer sets. Nine amplicons were sent to Func-
tional Biosciences Inc. (Madison, Wisconsin, USA) for
nucleotide sequencing. Nuceotide sequenses were an-
alyzed with MEGA 5.0 (www.megasoftware.net) and
compared to homologous sequences and vaccine sequen-
ces available in GenBank using BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov).

The two PCR protocols used were complementary. From
101 positive samples 70 amplified with both sets of pri-
mers; 19 amplified only with primers Fa2-Ra2 and 12
samples amplified only with primers 1443-150. Our re-
sults showed positivity in 24 of 25 swines from comer-
cial heards, and in 77 from 137 swine tissues collected
at slaughter houses. Sequences analysis confirmed PCV2
detection with less than 95% homology compared with
other GenBank PCV2 sequences.

Additionally tissues were fixed with 10% formaldehyde
pH 7,2 and submerged in paraffin. Paraffin blocks were
cut in sections of 2µm, stained with hematoxylin and
eosin, and examined by microscopy at 100x. Histopathol-
ogy was performed in kidney, spleen and liver samples
collected from 25 animals (industrial swine operations).
All animals had lesions suspicious of PCVD infection:
regional or generalized linfadenopathy, weight lost, der-
matitis, and respiratory signs such as dyspnea.

This study reports for the first time the presence of Porcine
PCV-2 in Ecuadorian swine herds. The results of the

PCR test indicated high infection rates (62%) which is
in agreement with reports in other Latin-American coun-
tries such as Brazil (70%) and Colombia, (63-100%)
[12, 13]. Nucleotide sequences from amplicons con-
firmed the circoviral DNA in all the amplicons analized
(data not shown). All tissues from symptomatic animals
showed suggestive histopathology: microscopic exami-
nation evidenced enlarged and hyalinized glomeruli and
lymphohistiocytic multifocal infiltration in the renal in-
terstice (Fig1A), lymphoid depletion in the spleen (Fig1B)
and cholangio hepatitis (data not shown).

The PCR protocols used in this research provided the
evidence needed by sanitary authorities to initiate a vac-
cination program in Ecuador. Vaccination against PCV2
is essential to control this viral infection and to pre-
vent economic negative impact due to the absence of
an effective treatment [14]. The use of commercial vac-
cines has proven to give significant protection, increas-
ing average daily weight and diminishing mortality rates
[14, 15].
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Abstract

Ruminants are the main reservoir ofCoxiella burnetii, an obligate intracellular Gram nega-
tive pathogen. This microorganism is the causative agent ofQ fever, a a zoonosis transmit-
ed to humans by contacting contaminated fluids from infectedanimals, inhaled aerosols
or consuming milk from infected animals. We used Real-Time PCR assay with a Taq-
Man fluorescent probe to detect the pathogen in samples of bovine milk collected from
random locations in nine Ecuadorian provinces. The assay targeted a 61-63bp repetitive
sequence within the IS1111 transposon inC. burnetii.The assay found positive samples
in two provinces located close to the Colombian and Peruvianborders and in Chimborazo
(Ecuadorian central region). This study is the first in Ecuador to detectCoxiella burnetii
using a molecular method of high sensitivity.

Keywords. Q fever,Coxiella burnetii, Real-Time PCR

Resumen

Los rumiantes son el principal reservorio deCoxiella burnetii, un cocobacilo Gram nega-
tivo intracelular estricto. Este microorganismo es el causante de la Fiebre Q, una zoonosis
transmitida hacia a los humanos a través del contacto con fluidos, inhalación de aerosoles
o el consumo de leche proveniente de animales infectados. Utilizamos PCR en tiempo real
con una sonda fluorescente TaqMan para la detección del patógeno en muestras de leche
bovina colectadas en localidades aleatorias en nueve provincias de Ecuador. La detección
se enfocó en una secuencia repetitiva de 61-63pb del transposón IS1111 deC. burnetii. El
estudio encontró muestras positivas paraC. burnetii tanto en la provincia de Chimborazo
en el Ecuador, como en zonas de frontera con Colombia y Perú. Este estudio es el primero
en Ecuador que detecta al patógenoCoxiella burnetiia través de un método molecular de
alta sensibilidad.

Palabras Clave.Fiebre Q,Coxiella burnetii, PCR en tiempo real

Introducción

La Fiebre Q es una zoonosis de distribución mundial
caracterizada por primera vez en 1935 en Australia en
pacientes con fiebre de origen desconocido [1, 2]. Su
transmisión se da por medio del consumo de leche no
pasteurizada y por la inhalación de orina, heces o líqui-
do amniótico secos presentes en los lugares de ordeño,
faena o residencia de los animales [3–5]. Los reservo-
rios del agente causal de la Fiebre Q son animales del
suborden Ruminantia, aunque ha sido reportada en aves,
perros, gatos y garrapatas [6–9].

El agente causal de la Fiebre Q esCoxiella burnetii, una
bacteria intracelular que se multiplica dentro de una es-

tructura similar al fagolisosoma [10] y posee mecanis-
mos de adhesión e invasión a las células del hospedador
y de evasión del sistema inmune del hospedador [6, 10,
11]. Luego de su replicación, las células bacterianas de
C. burnetiimaduran y son liberadas por el hospedador
en forma de esporas, pudiendo sobrevivir a condiciones
ambientales por períodos prolongados [6]. La resisten-
cia a altas temperaturas, sustancias desinfectantes y val-
ores reducidos de disponibilidad de agua, permiten aC.
burnetii persistir en el ambiente por períodos prolonga-
dos de tiempo y por lo tanto constituye un microorgan-
ismo relacionado directamente con la seguridad alimen-
taria [3, 10].

Las manifestaciones clínicas de la Fiebre Q se asemejan
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a aquellas de fiebres tifus sin eruptiva, con síntomas in-
específicos como fiebre y jaqueca, lo que ha conducido
a su subdiagnóstico [12, 13]. Afecta principalmente a
las vías respiratorias, aproximadamente un 50 % de los
casos son asintomáticos y generan inmunidad a largo
plazo [12, 14]. El cuadro agudo se manifiesta entre la
primera y tercera semana post exposición, se asemeja a
una gripe febril y presenta comúnmente neumonía atípi-
ca con cefalea y la elevación de enzimas hepáticas [13,
15]. Puede causar hepatitis granulomatosa y miocardi-
tis, también se ha reportado abortos y partos prematur-
os en mujeres [13, 16]. Las manifestaciones de fatiga
crónica posterior al cuadro agudo han sido registradas
en un 10 % de los casos [17]. El cuadro crónico parece
estar asociado a pacientes inmunodeprimidos por una
activación deficiente de los macrófagos que resulta en
hepatitis crónica, osteoartritis, afecciones cerebro vas-
culares y endocarditis [18–22].Coxiella burnetiitam-
bién es de importancia en la industria ganadera debido
a que produce raquitismo, partos prematuros y abortos
ocasionales en el ganado ovino, caprino y bovino [23].

La infección porCoxiella burnetiiha sido reportada en
países de América Latina como Brasil, Perú, Colombia
y Venezuela, mediante métodos serológicos [24–27]. Un
único estudio ha sido realizado en el Ecuador, se llevó a
cabo pacientes febriles en la Amazonía ecuatoriana, en
la provincia de Pastaza, durante los años 2001 - 2004 y
evidenció el 4,9 % de seropositividad contraC. burnetii
en pacientes febriles, lo que sugiere la presencia de este
patógeno en el país [28]. Sin embargo debido a que no
se ha reportado esta enfermedad en otras zonas del país
y a que los análisis serológicos están sujetos a reacción
cruzada con otros patógenos y por ende a la presencia
de falsos positivos, se desconoce la situación real de la
fiebre Q en el Ecuador. No se cuenta con registros de la
presencia deC. burnetiien animales domésticos.

El objetivo del presente estudio fue establecer la presen-
cia deCoxiella burnetiien muestras de leche de bovinos
de distintas localidades del Ecuador. Para esto se anal-
izó la presencia de este patógeno mediante la detección
de una secuencia única enC. burnetiidentro de la se-
cuencia repetitiva del transposón IS1111, mediante la
técnica TaqMan de PCR en tiempo real.

Métodos

Para este estudio se colectó un total de 110 muestras de
leche de bovino), de las cuales 102 fueron colectadas
en nueve provincias del Ecuador y 8 en tres países de
la región (Tabla 1). Las muestras colectadas en Ecuador
fueron obtenidas a partir de tanques de enfriamiento en
lugares de acopio, los mismos que constituyen colec-
ciones de leche provenientes de varias granjas colin-
dantes. La raza del bovino, el tamaño de la granja y el
nivel de tecnificación de su método de ordeño no se con-
sideraron factores discriminatorios. Las muestras fueron
almacenadas a -20◦C y procesadas en el Laboratorio de
Microbiología de la Universidad San Francisco de Quito
USFQ (Quito, Ecuador).

Para la extracción de ADN se tomó 500µl de cada mues-
tra y se adicionó 20µl de proteinasa K para luego in-
cubar a 56◦C por una hora. Luego se centrifugó la mues-
tra a 11,219xg por 5 minutos, se descartó el sobre-nadante
y se retiró la grasa restante con un hisopo estéril. Se
adicionó 500µL de una solución de ChelexR© 100 (Bio-
Rad) al 5 % y se dejó incubar a 95◦C por 20 minutos.
Se centrifugó las muestras a 15,584xg por 7 minutos
y se recuperó el sobrenadante [29]. Todas las muestras
fueron cuantificadas en un Nanodrop y corridas en un
gel de agarosa 1 % con un SimplyLoadR© DNA Quant-
Ladder (LONZA). Ninguna muestra dio bandas ni lec-
turas, por lo que se cree que las concentraciones de ADN
se encontraron fuera de los rangos de sensibilidad de
los métodos usados. Para descartar la presencia de com-
puestos inhibidores de la PCR, se corrieron ensayos de
amplificación de una región del 16S del ARN ribosomal
bacteriano con los cebadores16S-F (5’-CIC CTA CGG
GIG GCW GCA C-3’) y16S-R(5’-GGA CTA CCA GGG
TAT CTA ATC CTG TT-3’) (Integrated DNA Technolo-
gies). El tamaño del producto esperado fue de 470pb.
La amplificación se llevó a cabo en un aparato Roche
LightCyclerR© 1.5, se utilizó el kit de Roche LightCyclerR©

FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I, con su cor-
respondiente protocolo para la preparación de las reac-
ciones. El perfil térmico utilizado fue 50◦C por 2 minu-
tos, 95◦C por 10 minutos, y 50 ciclos de 95◦C por 15 se-
gundos, 60◦C por 1 minuto, seguido de una fase de dis-
ociación (95◦C por 15 segundos, 55◦C por 15 segundos,
95◦C por 15 segundos). La amplificación de una región
del transposón IS1111 se llevó a cabo mediante el pro-
tocolo de Loftis et al, 2006, usando los primersIS1111-
F (5’-CCGATCATTTGGGCGCT-3’) yIS1111-R (5’-
CGGCGGTGTTTAGGC-3’), con la sondaIS1111P (5’-
TTAACACGCCAAGAAACGTATCGCTGTG-3’) mar-
cada con el fluoróforo 6-FAM y elquencherBHQ [8].
La amplificación se llevó a cabo en un equipo BioRad

CFX96
TM

Real-Time PCR Detection System con el kit
de Applied Biosystems (ABI) TaqMan Universal PCR
Master Mix. Se utilizó el siguiente perfil térmico: 50◦C
por 2 minutos, 95◦C por 10 minutos, y 50 ciclos de
95◦C por 15 segundos, 60◦C por 1 minutos. El tamaño
del producto esperado fue de 61 a 63pb y los valores
óptimos de Ct oscilaron entre 32,3 y 37,0 (valores pre-
viamente determinados en el Laboratorio del Centro de
Genética Microbiana y Genómica (MGGen) de Univer-
sity of North Arizona (NAU), EE.UU). Como control
positivo se empleó una de las muestras del estudio (55)
que presentó curvas consistentes en dos laboratorios
(MGGen-NAU y USFQ). Debido a que la metodología
utilizada no había sido probada en el Ecuador se en-
vió, a manera de control externo, un grupo de muestras
seleccionadas aleatoriamente para ser analizadas en el
Laboratorio MGGen de NAU, evidenciándose similitud
en los valores de Ct obtenidos en las muestras positivas
en los dos laboratorios.
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País Provincia Tratamiento Número de muestras Código de muestras
Ecuador Pichincha Cruda 26 1, 2, 37-51, 80-84, 90-93
Ecuador Cotopaxi Cruda 12 2-14
Ecuador Carchi Cruda 26 15-32, 75-79, 94-96
Ecuador Loja Cruda 4 33-36
Ecuador Chimborazo Cruda 5 52-56
Ecuador Pastaza Cruda 13 57-69
Ecuador Guayas Cruda 5 70-74
Ecuador Galápagos Cruda 5 85-59
Ecuador Imabura Cruda 6 97-102

Perú n/a Ultrapasteurizada, UHT 3 401-403
Argentina n/a Pasteurizada 1 404
Colombia n/a UHT, Crema Cruda 4 405-408

Tabla 1: Muestras colectadas en distintas regiones del Ecuador y fuera del territorio ecuatoriano.

Resultados

De las 102 muestras analizadas de Ecuador, tres de la
región de Chambo (provincia de Chimborazo) resultaron
positivas (Muestra 53, Ct: 36.62; Muestra 54, Ct: 32.73;
Muestra 55, Ct: 37.10) para la amplificación de la región
repetitiva del transposón IS1111. Las muestras colec-
tadas en granjas de localidades aledañas no presentaron
resultados similares, de manera que no se evidenció un
patrón de distribución en las regiones de las que provinieron
las muestras, lo que puede atribuirse al confinamiento
del ganado, el cual minimiza el contacto entre individu-
os.

En las muestras de los otros paises sudamericanos, dos
de las tres muestras de leche tratada del Perú (Muestras
402A y 403A) resultaron positivas con un Ct de 36.16
y 36.10, respectivamente. Una de las cuatro muestras
de Colombia (Muestra 407) fue positiva con un Ct de
37.32. Algunas de las muestras positivas habían recibido
tratamientos térmicos (pasteurización, ultrapasteurización,
UHT), lo que comprueba la presencia deC. burnetiien
el ganado más no evidencia su viabilidad. Estos resul-
tados corroboran la presencia de la bacteria en los país-
es vecinos con los que el Ecuador mantiene fronteras
abiertas [25, 26].

Conclusiones

El presente estudio constituye el primer reporte de de-
tección deCoxiella burnetiien leche de bovino de gran-
jas ecuatorianas. Estudios anteriores únicamente sug-
ieren la presencia de fiebre Q mediante la detección de
anticuerpos contraC. burnetiien pacientes febriles mas
no a través de un método molecular [28]. La técnica uti-
lizada para detectar el material genético de la bacteria
posee una alta sensibilidad y especificidad en compara-
ción con el PCR convencional y otras técnicas molec-
ulares [30]. La región blanco del transposón IS1111 a
la que se ha ligado la sonda está presente de 10 a 100
secuencias en cada genoma bacteriano, lo que permite
detectar pequeñas cantidades de DNA deC. burnetiien
una variedad de muestras de tejidos y fluidos de ani-
males incluyendo humanos [8, 31]. Adicionalmente, la
prueba de amplificación para el ADNr 16S descarta la

presencia de falsos negativos en aquellas muestras no
reactivas para el ensayo de detección deC. burnetii(Taq-
Man IS1111).

En el Ecuador existe limitada información acerca de la
fiebre Q en humanos, según la literatura, un alto por-
centaje de los individuos infectados no presenta sintoma-
tología o bien evidencia sintomatología inespecífica, lo
que dificulta su detección. En otros países como Brasil,
Venezuela, Perú y Colombia, los estudios de identifi-
cación deC. burnetiise han centrado en ensayos serológi-
cos [24–27]. Al momento, Estados Unidos, Holanda y el
Ecuador, son de los pocos países del mundo que han us-
ado la tecnología del PCR en tiempo real TaqMan para
la detección deC. burnetii[8, 23, 30]. Los resultados de
este estudio constituyen un punto de partida para futuras
investigaciones acerca de la prevalencia, la transmisión,
el control de fiebre Q en humanos y la implementación
de sistemas de vigilancia deC. burnetiien animales.
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Abstract

Leptospirosis and dengue fever are infectious diseases that co-occur during rainy seasons
and both produce similar clinical signs. The purpose of thisstudy was to assess the relative
frequency of leptospirosis and dengue fever during a rainy season and the clinical difficulty
to distinguish them. Blood samples from febrile patients inGuayaquil were obtained during
the rainy season of 2008 and were analyzed by IgM ELISA for both diseases. Addition-
ally, retrospective data (2003-2007) from febrile patients who attended one of largest public
hospitals in Guayaquil were obtained. From 135 febrile patients samples, 15 (11.1%) were
positive to leptospirosis; 36 (26,7%) to dengue fever; 3 (2.2%) to both pathogens and 81
(60%) were negative for both. Based on clinical diagnosis, cases were classified 68.1% as
dengue fever; 20.7% as leptospirosis; 9.6% as malaria and 1.5% as other. However, 60%
of patients clinically diagnosed as dengue had only antibodies againstLeptospiraand 25%
patients diagnosed as leptospirosis had antibodies to dengue virus. The hospital archives
indicated that 72.8% of patients clinically diagnosed as dengue fever had antibodies toLep-
tospiraand not to dengue virus. The results suggest the two diseasesare often misidentified
which is a serious problem because both diseases require different medical treatment.

Keywords. 5-6 Leptospirosis, Dengue, ELISA, MAT

Resumen

La leptospirosis y dengue son enfermedades que presentan una sintomatología muy sim-
ilar y ocurren durante las épocas lluviosas. El propósito del presente trabajo fue investi-
gar la frecuencia de leptospirosis en la población de los barrios marginales de Guayaquil
y el grado de dificultad que existe para distinguir clínicamente leptospirosis de dengue.
Muestras de sangre de pacientes febriles provenientes de los barrios pobres de Guayaquil
fueron colectadas durante la estación lluviosa del año 2008. Las muestras se sometieron a
análisis de ELISA IgM para dengue y leptospirosis. Adicionalmente se obtuvieron datos
retrospectivos (2003-2007) de historias clínicas de pacientes que acudieron a uno de los
hospitales públicos más grandes de Guayaquil. De un total de135 pacientes febriles, 15
(11.1%) fueron positivos a leptospirosis por ELISA, 36 (26.7%) fueron positivos a dengue,
3 (2.2 %) fueron positivos a ambos patógenos y 81 (60%) fueronnegativos para los dos.
Sin embargo, 60% de los pacientes diagnosticados clínicamente como dengue tuvieron
anticuerpos contraLeptospiray no para dengue y 25% pacientes diagnosticados como lep-
tospirosis tuvieron anticuerpos contra el virus de dengue yno paraLeptospira. Adicional-
mente, los archivos hospitalarios (2003-2007) indicaron que 72.8% de los pacientes diag-
nosticados clínicamente como dengue tuvieron anticuerposcontraLeptospiray carecían
de anticuerpos contra virus de dengue. Los resultados sugieren que ambas enfermedades
son frecuentemente identificadas erróneamente lo que representa un problema grave de
salud pública pues ambas enfermedades requieren un tratamiento médico completamente
distinto.

Palabras Clave.5-6 Leptospirosis, Dengue, ELISA, MAT

Introduction

Leptospirosis, a zoonosis that occurs throughout the world,
especially in tropical climates [1–4] is caused by any

of the eleven pathogenic species of the spirocheteLep-
tospira [5] and produces symptoms ranging from flu-
like to life threatening hemorrhagic syndromes [6, 7].
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Although leptospirosis is classically associated to in-
dividuals working in close proximity to domestic and
wild animals [8, 9] recent reports show increasing num-
bers of cases in people exposed to fresh water in urban
settings or during recreational activities associated with
fresh water [2, 4, 10–12]. In developing countries the
disease causes a significant health burden in low-income
and rural populations during rainy seasons [2, 6, 12, 13].
Urine from animal reservoirs (dogs, rats, pigs, cattle and
wild mammals) contaminates rivers and puddles were
humans and other animals get infected through water
contact with lacerated skin or mucosa [4, 7]. People
inhabiting low income communities are especially vul-
nerable to this infection due to deficient sewage sys-
tems, poor drainage, and large number of animal car-
riers [2, 6, 12–14].

Dengue viruses are transmitted by mosquitoes of the
genusAedes, which are widespread in tropical and sub-
tropical climates [15–17]. There are four distinct sero-
types of dengue arbovirus: DENV1, DENV2, DENV3,
DENV4 [15, 16]. The incidence of this illness tends
to increase during rainy seasons due to the presence
of water collections which favor the multiplication of
mosquitoes [18, 19]. Similar to leptospirosis, dengue
viruses can cause symptoms ranging from the classical
self-limiting flu-like disease to a severe, potentially fa-
tal hemorrhagic syndrome known as dengue shock syn-
drome [17–19]. Dengue is also an emerging disease
because of the recent geographic expansion of the vec-
tor especially in Western Pacific Regions [16]. Multiple
factors have contributed to the recent dissemination of
the disease including rapid deficient drainage, popula-
tion mobility, poor vector control, and more intense El
Niño phenomena [16, 20, 21].

Leptospirosis and dengue fever are two diseases that
co-occur in rainy seasons in tropical cities and share
many symptomatic features and leptospirosis cases are
often misdiagnosed as dengue [22–24]. The purpose of
this study was to assess the burden of leptospirosis in
the slums of Guayaquil and its possible confusion with
dengue. Anti-leptospiral and anti-dengue virus IgM an-
tibodies were investigated in blood from febrile patients
inhabiting a slum of Guayaquil during rainy season 2008.
Additionally we did a retrospective review of the clini-
cal archives of the main infectious diseases public hos-
pital of Guayaquil concerning these two infectious dis-
eases.

Materials and Méthods

Febrile patients

This project was approved by the bioethics committee
of Universidad San Francisco de Quito. Febrile patients,
residing at the Bastión Popular and Pascuales areas of
Guayaquil, were detected by the health brigades of the
Ecuadorian Ministry of Health and asked to fill out an
informed consent and to donate a drop of blood during

rainy season of 2008. Additionally, patients were asked
to fill out a survey form in order to identify risk factors
associated to leptospirosis and Epi Info 3.4 package was
used to calculate the Odds Ratio. Sample exclusion cri-
teria were patients showing diarrheic symptoms, com-
mon cold symptoms, and patients younger than 4 years
of age. Blood drops [25] were allowed to dry for at least
4 hours, wrapped with waxed paper and stored with sil-
ica gel for up to two weeks at room temperature and
then stored at -20◦C until processing [26, 27].

Serological tests

This procedure was previously utilized for HIV [28] and
Dengue [27] surveillance. A 6 mm punch of the blood
spot in filter paper was eluted in 150µl of PBS and 29µl
of the eluted serum was placed in a well containing 71
µl of serum diluent reagent [26]. ELISA kits used for
both leptospirosis and dengue were PanBio Pty. Ltd,
Australia. Plates were covered and incubated at 37◦C
for 30 minutes, then washed with wash buffer 6 times,
and allowed to dry. Instructions provided by the manu-
facturer were followed thereafter.

A microagglutination test [29] was performed in lep-
tospiral ELISA positive sera and we used sera elution-
correction previously described in order to obtain 1:100
sera dilution.

Retrospective hospital data

Partial data from leptospirosis suspected patients attend-
ing to Hospital de Infectología José Daniel Rodríguez
Maridueña de Guayaquil during the last 5 years (2003-
2008) was obtained and analyzed based on interview
field form.

Results

A total of 135 specimens were obtained from febrile pa-
tients attending local health centers at Bastión popular
and Pascuales, 15 (11.1%) were positive toLeptospira
and 36 (26.7%) were positive for dengue, 3 (2.2%) were
positive for both antigens and 81 (60%) were negative
to both by IgM ELISA. Dengue fever was clinically
diagnosed in 68.1% of the febrile patients, leptospiro-
sis in 20.7%, malaria 9.6%, and other 1.5% (Table 1).
Clinical diagnosis of these patients showed little corre-
spondence to their serologic reactivity; 9 patients (60%)
clinically diagnosed as dengue cases showed positive
IgM titers to Leptospiraand no reactivity to dengue.
Conversely 25% of patients clinically diagnosed as lep-
tospirosis cases had positive IgM titers to dengue virus
and did not show any reactivity to leptospiral test.Lep-
tospiraELISA positive sera showed highest MAT titers
to serovar Patoc in 7 sera, serovar Panama in 3 sera,
serovar Pomona in 3 sera, serovar Icterohaemorragiae
in 2 sera, serovar Tarassovi in 2 sera and serovar Au-
tumnalis in 1 serum.

Archival clinical data from the hospital corresponding
to the period 2003 to 2007 showed that the number of
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Clinical Number of ELISA Positive Sera
Diagnosis Dengue Leptospirosis Both None

Leptospirosis 9 4 1 14
Dengue Fever 23 9 2 58

Malaria 4 2 0 7
Other 0 0 0 2
Total 36 15 3 81

Table 1: Clinical diagnosis compared to serologic results.Num-
bers correspond to febrile patients from slums in Guayaquil
(2008) diagnosed clinically and by ELISA.

suspected dengue cases was 59 and the number of sus-
pected leptospirosis cases was 29. Inconsistencies be-
tween clinical diagnosis and laboratory results were also
evident in these records; 72.88% of patients clinically
diagnosed as dengue showed positive serology toLep-
tospiraand no reactivity to dengue virus and 17.2% of
patients clinically diagnosed as leptospirosis had posi-
tive serology to dengue virus and no reactivity toLep-
tospira, 25.4% of patients clinically diagnosed as dengue
had positive sera for both,Leptospiraand dengue virus,
1 case reported as dengue fever, and 5 reported as lep-
tospirosis were negative for both ELISA tests (Table 2).

Symptoms associated to leptospirosis ELISA positive
and dengue ELISA positive sera were very similar (data
not shown) and the main risk factors associated (OR >
2.0) to sera positive to leptospirosis were: contact with
contaminated drain water at home, flooding water near
to home and evidence of rats at home or at work. Risk
factor associated to sera positive to dengue ELISA were
garbage close to home, proximity to drain water and ev-
idence of rats at home.

Conclusions

The data presented here suggests that dengue and lep-
tospirosis are two very common infectious diseases that
co-occur during rainy seasons in poor communities in
Guayaquil. Dengue reactivity was more frequent than
leptospirosis in sera from febrile patients during the rainy
season of 2008. The results also suggested that 68.5%
of the febrile cases (classified as dengue or leptospiro-
sis) were misdiagnosed and the discrepancy between the
clinical diagnosis and the serology may reflect the sim-
ilarity of the clinical manifestations of these two dis-
eases. Misdiagnosis of these two diseases is an im-
portant public health concern because both diseases re-
quire different therapeutic approaches. Clinical compli-
cations of leptospirosis can be easily avoided by using
antibiotics [6, 9, 30].

Dengue fever and leptospirosis also share some risk fac-
tors associated to low income and rapidly growing com-
munities in tropical cities during rainy seasons (accu-
mulation of water and deficient drainage). It is impor-
tant to take into account that some of these conditions
may worsen by global warming [14, 15, 20].

In rainy season of 2008 we found more febrile patients
with evidence of dengue than patients with evidence of
leptospirosis, however these proportions may vary in
different locations and different years; a recent report

Clinical Number of ELISA Positive Sera
Diagnosis Dengue Leptospirosis Both None Total

Dengue Fever – 43 15 1 59
Leptospirosis 5 4 15 5 29

Total 5 47 30 6 88

Table 2: Clinical diagnosis compared to serologic results in
archival clinical data from leptospirosis suspected patients attend-
ing Hospital de Infectología José Daniel Rodrigues Maridueña
(Guayaquil) 2003-2008

showed that leptospirosis is the most frequent infection
in febrile patients inhabiting towns in the Ecuadorian
Amazon region [31] and in the rainy season 1997-1998
a leptospirosis outbreak in Guayaquil produced 11.8%
mortality and high hospitalization rates [32].
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Abstract

Mountain ecosystems are receiving increasing attention due to their role in the regulation
and supply of water for a growing human population, a patternthat is especially impor-
tant in high altitude ecosystems of the northern Andes (páramo). Although it is commonly
accepted that the capacity of soils to retain and regulate water is mostly given by their
structure and organic matter content, it could be also influenced by the differences in the
depth and nature of plant ground cover in different vegetation types. By performing a series
of water infiltration essays in soils under different vegetation or land-use categories in an
Ecuadorianpáramo, we evaluated the relative contribution of ground vegetation cover to
water infiltration capacity. Water infiltration was extremely high under shrubland vegeta-
tion andPolylepisforest, and decreased markedly under grassland, Pine plantations, and
cattle trails. In all cases, the layer of ground vegetation made a significant contribution
to total infiltration capacity, as shown by the lower infiltration rates of the essays per-
formed after this layer was removed. Management and restoration of mountain ecosystems
should concentrate in the recovery of landscape-level heterogeneity and the protection of
the ground vegetation layer that regulates soil micro-climate, and provides additional water
storage capacity.

Keywords. Ecuador, páramo, soil, water infiltration capacity, soil cover.

Resumen

Los ecosistemas de montaña están recibiendo mucha atencióndebido a su importancia
en la provisión y regulación de los recursos hídricos, un fenómeno que es especialmente
importante en los ecosistemas de altura de los Andes del norte (páramos). Si bien es am-
pliamente aceptado que la capacidad de los suelos para regular los flujos hidrológicos está
básicamente dada por su estructura y su contenido de materiaorgánica, esta capacidad tam-
bién podría estar influenciada por las diferencias en la naturaleza y espesor de la cobertura
del suelo en diferentes tipos de vegetación. Mediante una serie de ensayos de infiltración
de agua en el suelo en localidades con diferentes tipos de vegetación o usos del suelo en
un páramo ecuatoriano, evaluamos la contribución relativade la cobertura de vegetación
rastrera a la capacidad de infiltración de agua en el suelo. Las tasas de infiltración fueron
extremadamente altas en las zonas arbustivas y en el bosque de Polylepis, pero decrecieron
marcadamente en los pajonales, los bosques de pino y los senderos de paso de ganado. En
todos los casos, la capa de vegetación rastrera contribuyo significativamente a la capacidad
total de infiltración, como se demuestra por la disminución de las tasas de infiltración que
reportamos cuando esa capa fue removida experimentalmente. El manejo y la restauración
de los ecosistemas de montaña se debería concentrar en la recuperación de la heterogenei-
dad a nivel del paisaje y en la protección de las capas vegetales rastreras que regulan los
microclimas del suelo y proveen una mayor capacidad de infiltración de agua.

Palabras Clave.páramo, Ecuador, suelo, capacidad de infiltración de agua, cobertura de
suelo

Introduction

During the past two decades, high altitude ecosystems
across the world have received special attention partially

due to the ever-increasing threats that they are experi-
encing, but also to their crucial role in the regulation
of important ecosystem services such as carbon storage,

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/B14-5-1-2013
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soil stabilization, and water supply [1–4]. In the partic-
ular case of the northern Andes (Venezuela, Colombia,
Ecuador and northern Perú), attention has been centered
in the disproportionate role that high-altitude ecosys-
tems (>3200 m), hereafter termed páramo, have in water
storage and regulation of hydrological flows [5–7]. De-
spite the isolated and fragmented occurrence of pára-mo
over the Andean highlands, it has been estimated that
these ecosystems provide water for irrigation, hydro-
power generation, and human consumption for at least
15 million people across the northern Andes, constitut-
ing more than 80% of the total water supply for large
capital cities such as Bogotá and Quito [8]. To a large
extent, this capacity of páramo ecosystems to regulate
hydrological flows has been attributed to their deep soils,
with excellent structure and high concentrations of or-
ganic matter [9, 10]. As a consequence, these soils can
store large amounts of water that are slowly released
into the streams. However, páramo soils and the vegeta-
tion that they support can be very heterogeneous, influ-
encing eco-system functions such as water storage and
regulation [7, 11]. In this study, we evaluated the rela-
tive contribution of different vegetation types in a high-
altitude páramo ecosystem to soil water infiltration ca-
pacity as a measure of ecosystem function in this An-
dean ecosystem.

Previous studies about the hydrological function of pára-
mo ecosystems have focused on the role of soils in con-
trolling water infiltration capacity and on the effect of
human activities in this ecosystem function [7, 9, 12–
14]. Although the magnitude of these impacts might
vary according to site particularities and the intensity
of human intervention [5], the majority of studies have
shown significant impacts such as decreased levels of
infiltration or soil water retention capacity, reduced wa-
ter yields, or increased erosion rates associated with crop-
ping [6, 9, 14], burning and grazing [6, 14, 15], and af-
forestation with exotic species [16, 17]. Similarly, most
of these studies have found that the decrease in hydro-
logical functioning in páramo ecosystems is usually as-
sociated with losses in soil organic matter content, fur-
ther emphasizing the role that this component has in
the regulation of water retention and movement through
páramo ecosystems [18]. Thus, although the influence
of soil properties in the behavior of soil water is not to
be questioned, emphasis in this aspect could lead us to
ignore the potential contribution of ground vegetation
cover to the water movement and retention in páramo
soils.

The role of vegetation on soil water infiltration capac-
ities has been evaluated in several locations around the
world. Orradottir et al. [19] found that infiltration rates
were significantly lower in grasslands than in Birch dom-
inated woodlands in Iceland. Jimenez et al. [20] re-
ported that undisturbed Andisols in Tenerife Island un-
der native vegetation cover had significantly higher in-
filtration capacities than soils where the vegetation had
been removed for establishment of tree plantations or

agricultural fields. In general, a strong relationship has
been found in which soil water infiltration capacities
increase as a power law function of and above-ground
biomass in water limited ecosystems [21]. Conversely,
in mesic areas this relationship does not hold as stated,
and variations in infiltration capacity seem to be pre-
dominantly explained by soil type. Although this pat-
tern has been tested across a wide range of ecosystem
types [21], it has not been evaluated in heterogeneous
tropical montane areas where the combination of high
altitude, cold and wet climate, and steep topography
create a diverse range of vegetation types, and a large
spatial variation in their biomass and distribution. Up
to date, the extent to which this variation could influ-
ence local rates of soil water infiltration remains unex-
plored. In this paper we use the ecological heteroge-
neous setting of the high Andes of northeastern Ecuador
to assess if different vegetation types in a páramo local-
ity exhibit different soil water infiltration rates, and the
relative contribution of ground vegetation cover to the
infiltration capacity of soils under different vegetation
types.

Figure 1: Relative contribution of ground vegetation coverto wa-
ter infiltration rates in different vegetation or land-use types in a
high-altitude páramo ecosystem in northeastern Ecuador. Each
bar represents the average (+ standard error) of ten infiltration
essays performed in paired soil samples during the dry season of
2010 (A) and wet season of 2011 (B). The first essay of each pair
was performed in intact soil, while the second was performedin
an adjacent spot in which ground vegetation cover had been re-
moved.
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Figure 2: Soil water saturation surveys carried out under shrubland and grassland vegetation in a high-altitude páramoecosystem in
northeastern Ecuador. Essays where performed on intact soils and on soils from which upper vegetation layer had been removed.

Materials and Methods

Study area

This study was carried out in the Paluguillo area, a pára-
mo watershed on the eastern mountain range of the An-
dean cordillera in northern Ecuador (00◦ 18.421 S; 078◦

13.963 W). Our study sites are located in the west-facing
slope of the mountain range, at altitudes between 3600
and 3900 m, and they experience annual means of tem-
perature and precipitation of 6◦C and 1300 mm respec-
tively (Estación Meteorológica Paluguillo; Universidad
San Francisco de Quito). The native vegetation is char-
acterized by a heterogeneous matrix of páramo grass-
lands (primarilyFestucasp. andCalamagrostissp.),
with patches of forest dominated byPolylepisspp. and
Gynoxissp., and shrublands with a diverse array of woody
species such usHypericum laricifolium, Diplostephium
ericoides, Pentacalia peruviana, Baccharisspp, andLori-
caria ferruginea. The area also exhibits patches of veg-
etation altered by human activities such as roads or trails
commonly dominated by dense mats ofLachemilla or-
biculata, or mono-specific plantations of exotic trees
(i.e. Pinusor Eucalyptus). In addition to striking dif-
ferences in structure and richness of native species, all
this vegetation types and land cover categories differ
markedly in the nature and composition of the ground
cover vegetation, from large mats of bryophytes and
herbaceous vegetation up to 15 cm in thickness in shrub
dominated patches, to bare ground or dense mono - spe-
cific carpets of grazing resistant species such asLachemi-
lla orbiculata, which are mainly distributed in cattle

trails or roads.

In order to asses potential differences in water infiltra-
tion capacities of soils under different vegetation types
or coverage, we selected representative patches of the
following categories:Polylepis forest, Diplostephium
ericoidesshrubland; páramo grassland, Pine forests, and
hiking trails. This particular order roughly reflects a
gradient of increasing levels of human impact from the
less disturbed vegetation of thePolylepisforest, to the
drastically altered vegetation found in cattle trails. All
patches were located on flat terrain or exhibited moder-
ate slopes (25-30◦) and occurred over typical Andosols,
rich in organic matter and derived from volcanic mate-
rials.

Infiltration essays

We used a modified infiltration-ring methodology that
allows ample replication and large spatial coverage. Al-
though this method cannot be used to estimate infiltra-
tion capacities under normal field conditions (the vol-
umes of water poured into the rings are much larger
than the volumes that fall during typical rain events),
it is useful to characterize potential differences between
soils under contrasting vegetation types. We performed
a series of infiltration essays using a metal infiltration
ring (diameter = 0,17 m). For each essay, we pushed
the infiltration ring 10 cm into the soil, trying to cause
the least possible disturbance to soil structure. Then, we
poured 1L of fresh water, collected in adjacent streams,
into the ring, and recorded the time needed for all water
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to be absorbed by the soil. Although infiltration rates
were extremely high for most soils, in the cases where
they were slow we waited for a maximum of ten min-
utes and then recorded the volume of water remaining
in the ring. In no case did we observe lateral flow of
water out of the infiltration ring.

In each vegetation type or land-cover category, we car-
ried out ten pairs of randomly located infiltration es-
says. The first essay of each pair was performed on
intact soils in which we conserved the ground cover in-
tact, while the second essay of the pair was performed
2 m away from the location of the first essay, in a spot
in which undecomposed organic materials, surface leaf
litter (O horizon) and plant ground cover wrere care-
fully removed (avoiding disturbance of lower layers) to
a depth in which the A horizon was exposed. These
essays were performed during the dry season of 2010,
between June 28th and September 29th. This period
was mostly characterized by very small and sporadic
precipitation events, which did not exceed 56 mm per
month. The mean difference in water infiltration rates
between intact and bare soil sampling spots was used to
estimate the relative contribution of ground vegetation
cover to water infiltration capacity in each vegetation
or land-cover category. In order to assess potential sea-
sonal differences in the patterns of water infiltration ca-
pacities, we performed a second set of infiltration essays
during the wet season, in April 2011. Because of logis-
tical constraints, essays in this period were restricted to
the shrubland and grassland vegetation types.

During the second sampling period we performed four
individual soil-saturation tests in shrubland and grass-
land vegetation types. The purpose of these tests was
to estimate the volume of water needed to saturate these
páramo soils, both when vegetation cover is intact and
when it has been removed. For each tests, we placed
the infiltration ring as described above, and successively
poured individual 1L-volumes of water, recording in each
case the time needed for all the water to infiltrate the
soil. We kept adding additional water volumes, until
the infiltration time for the last liter of water exceeded 5
minutes. Four saturation tests were performed with the
ground vegetation layer intact (control), and four were
performed after this layer had been removed.

In addition to the infiltration essays, we collected the
ground cover layer removed from each sample during
the water infiltration essays. These samples were taken
to the laboratory, dried for 24 hours at 70◦C, and weighed
to estimate total biomass in this layer. Immediately af-
ter the infiltration essays of the dry season, we collected
soil samples (0-10 cm) in five of the sampling spots
used for the water infiltration essays in each vegetation
or land-cover category. These samples were air dried,
passed through a sieve (mesh-size 2 mm) and analyzed
for organic matter content using the Walkley-Black acid
digestion method.

The effects of vegetation type and the presence or ab-
sence of the ground vegetation cover on water infiltra-

tion rates were evaluated through a two-way analysis of
variance, whereas the influence of organic matter and
the biomass of ground vegetation cover were assessed
by ANCOVA, in which the amount of organic matter
(%) was treated as covariate. All the analyses were
performed on un-transformed data after assumptions of
equal variance and normal distributions were tested.

Results

During the dry season, water infiltration rates differed
significantly between vegetation or land-cover categories
(Table 1) and achieved the highest values in the undis-
turbed páramo vegetation (Polylepisforest and páramo
shrubland), averaging 56 cm/min (Figure 1). These in-
filtration capacities in undisturbed vegetation were be-
tween four and five times higher than comparable val-
ues measured in the páramo grassland (mean± SE =
8.4 cm/min± 1.5), the pine plantation (13.4 cm/min
± 3.0) and the trails (6.4 cm/min± 1.7; Figure 1). In
all land cover categories, water infiltration rates were
higher in the control treatments, than in the infiltration
essays performed after removing the ground vegetation
layer (Figure 1). These differences were especially large
in the shrubland, grassland, and Pine forest categories,
where the infiltration rates in the control essays were be-
tween three and eight times higher than those estimated
in the vegetation removal treatments.

Water infiltration capacities measured during the wet
season in the shrubland (55.5 cm/min± 2.6) and grass-
land (19.17 cm/min± 4.5) vegetation types, were ex-
tremely similar to those measured during the dry sea-
son (Figure 1). Differences between control and infiltra-
tion essays performed after removal of the ground veg-
etation layer were also similar to those measured dur-
ing the first sampling period (Figure 1). These patterns

Figure 3: Biomass of the ground vegetation layer in different veg-
etation or land-use types in a high-altitude páramo ecosystem in
northeastern Ecuador. Each bar represents the average (+ stan-
dard error) of ten samples.
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DF SS Mean Square F Pr > F
Intercept 1 322.6 322.6 392.01 0.000000

Vegetation Type 4 148.0 37.0 44.96 0.000000
Treatment 1 69.0 69.0 83.89 0.000000

Vegetation Type *Treatment 4 21.3 5.3 6.49 0.000123
Error 90 74.0 0.8

Table 1: Results of ANOVA performed on the rates of soil waterinfiltration in different vegetation or land-cover categories in a high-
altitude páramo ecosystem in northeastern Ecuador. Infiltration rate was the dependent variable, analyzed against fivelevels of the factor
“vegetation type” and two levels of the factor “treatment”: intact soil infiltration essays, versus removal of the ground surface vegetation
cover before the infiltration essay.

were also observed during the soil saturation essays per-
formed during the wet season. When the ground vegeta-
tion cover was intact, soil saturation followed a shallow
power or exponential function, which retained consid-
erable infiltration capacities even after more than 5 L of
water had been poured in the infiltration ring, especially
under shrubland vegetation (Figure 2). Saturation es-
says performed after removal of the ground vegetation
were extremely short and demanded only 2 to 5 lt of
water to saturate the soil (Figure 2).

Biomass of the ground vegetation differed among veg-

Figure 4: Soil organic matter content under different vegetation
or land-use types in a high-altitude páramo ecosystem in north-
eastern Ecuador. Each bar represents the average (+ standard
error) of five samples taken randomly from the first 10 cm of soil.

Figure 5: Schematic representation of the hypothesized relation-
ships between plant cover, soil organic matter, and water infil-
tration capacity in páramo ecosystems in the Ecuadorian Andean
páramo.

etation and land-cover types, and exhibited the high-
est values in the shrubland andPolylepispatches (3.7-
4.5 kg/m2; Figure 3). In the case of the these vege-
tation types, the ground cover was characterized by a
thick mat of mosses (up to10 cm high) and partly de-
composed plant materials (mainly Bryophytes) which
completely covered the soil, leaving virtually no bare
ground. In the páramo grassland, a dense mat of decom-
posing grass leaves and roots predominantly composed
the grassland ground cover, which was not continuous
and reached approximately 70 to 80% of the area of
the interstices between grass tussocks. The biomass of
ground plant cover in the pine forest and the trails did
not differ significantly from the biomass in the grass-
land patches (Figure 3), but its nature is different. In
the case of the Pine forests, a thick layer of pine needles
formed it, whereas in the trails it was composed of a
dense mat ofLachemilla orbiculata(Rosaceae), a graz-
ing resistant plant that forms extremely dense carpets in
disturbed páramo ecosystems.

Soil organic matter content was very high in the undis-
turbed vegetation patches, averaging 36%± 1.7 in the
shrubland vegetation, and 26%± 2.2 in thePolylepis
forest (Figure 4). These values differed significantly
from those measured in the disturbed vegetation patches,
achieving the lowest organic matter contents in the Pine
forest soils (10.8%± 0.6; Figure 4). Despite these sig-
nificant differences in organic matter content among land
cover categories (Figure 4; Table 2), this variable was
not a significant predictor of water infiltration capaci-
ties. On the contrary, the analysis of covariance per-
formed on infiltration data, showed that the best predic-
tor of soil infiltration capacity was the biomass of the
ground vegetation layer, whereas the organic mater con-
tent, treated as a covariate, showed no significant effects
(Table 2).

Conclusions

Differences in soil water infiltration capacities have been
frequently related to the amounts of organic matter stored
in the soil, especially in mesic regions where well - de-
veloped soils with large stocks of organic material usu-
ally exhibit higher water storage capacities and infiltra-
tion rates [21]. This relationship, however, minimizes
the potential role that ground vegetation cover could
have in the hydrological behavior of soils, a role that
could be significant in mountain regions where the topo-
graphical and altitudinal gradients produce an extremely
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Source DF Type III SS Mean Square F Pr > F
Vegetation Type 4 6983.4 1745.8 69.57 <0.0001

Organic matter (%) 1 38.5 38.5 1.53 0.2314
Biomass (g) 1 164.4 164.4 6.55 0.0197

Table 2: Results of ANCOVA performed on the rates of soil water infiltration in different vegetation or land-use types in a high-altitude
páramo ecosystem in northeastern Ecuador. Infiltration rate was the dependent variable, analyzed against five levels ofthe factor “veg-
etation type” and the biomass (g) of the ground surface vegetation cover and content of soil organic matter (covariate) as independent
variables. Organic matter * Biomass interaction was not significant and consequently was dropped from the model.

heterogeneous vegetation matrix. In this context, the
main purpose of our study was to assess if contrasting
vegetation or land-use categories in an Andean páramo
exhibit different soil water infiltration capacities.

Our results confirmed the extremely high infiltration ca-
pacities that commonly characterize organic matter-rich
soils in general, and Andean Andosols in particular. The
infiltration rates that we measured in the shrubland pá-
ramo and thePolylepisforest (20 and 50 cm/min) are
almost one order of magnitude higher than common in-
filtration rates reported for other Andosols [20]. Inter-
estingly, these high infiltration capacities did not var-
ied significantly between dry and rainy seasons, sug-
gesting that they are not an artifact of soil water con-
tent at the moment of our sampling. This conclusion is
further supported by the saturation essays that we per-
formed during the wet season, which showed that intact
pára-mo soils, such as those found in our study site, can
receive large volumes of water without altering signifi-
cantly their water infiltration capacities. According the
models developed during these essays (Figure 2), the
volume of water needed to decrease the initial infiltra-
tion capacity by 50% were 2.5 litters for the grassland
vegetation, and 7.5 litters for the shrubland vegetation.

Our data suggest that the hydrological behavior of high-
altitude Andean ecosystems is extremely heterogeneous
and is influenced by the nature of the vegetation cover
and type of land-use. More specifically, in this study
we show that common land-use practices that are cur-
rently affecting páramo ecosystems, such as afforesta-
tion with exotic species, or the burning and accompa-
nying cattle rising, are associated with i) changes in
the structure of the vegetation, including the vegetation
ground layer, ii) a significant decrease of soil organic
matter content, and iii) a drastic reduction in the water
infiltration capacity of the soil (Figures 1 and 2). Al-
though the scale of our study is different, our results
support previous research that reports changes in the hy-
drological behavior of páramo soils exposed to land-use
changes. For example, Buytaert et al. [16] reported that
an Ecuadorian páramo watershed planted with the ex-
otic Pinus patula, exhibited water yields that were 50%
smaller than those in a control watershed. At the lo-
cal level, these watershed-scale changes are probably
related to losses of organic matter and water retention
capacities of the soil as those reported by [15] in over-
grazed páramo ecosystems, or [7] in páramo pine plan-
tations, and to increased erosion and reduction in infil-
tration capacities such as those reported in this study
(Figure 1), and in other Ecuadorian páramo ecosystems

exposed to burning and grazing [14].

The water infiltration capacities that we measured in
the shrubland páramo and thePolylepisforests are ex-
tremely high. In accordance to previous studies [7, 9,
10], we attribute this pattern to the high content of or-
ganic matter (25 to 35%; Figure 4) and to the excel-
lent structure that characterize the Andosols in our study
area and in other páramo localities. However, our results
also suggest that soil organic matter content alone can-
not explain the great variation and the extremely high
infiltration capacities that we report in this study. In
fact, the biomass and the characteristics of the ground
vegetation layer that covers the soil were a more pow-
erful predictor of soil water infiltration capacities that
we measured in the field. From this perspective, the
modification in vegetation structure that follows land-
use change in the páramo (i.e. removal ofPolylepis
forests or shrubby vegetation by repeated fires, and the
homogenization of grasslands or establishment of ex-
otic tree plantations), affects the hydrological behavior
of páramo ecosystems not only by reducing the content
of SOM, but also by changing the nature of the ground
vegetation cover of the soil.

Although previous studies have already highlighted the
influence of aboveground biomass on the water infiltra-
tion capacity of soils, emphasis has been commonly put
on the effects of total aboveground biomass [19, 21–23].
Although in our study area the vegetation types with
higher infiltration capacities (Polylepisand shrubland)
were also those with higher aboveground biomass (R.
Sierra and E. Suárez, pers. obs.), in this study we high-
light the influence of a more specific ecosystem com-
ponent, the layer of plant materials covering the soil
surface. This layer made a significant contribution to
the total infiltration capacity of soil under the majority
of the vegetation types that we analyzed. In fact, our
data showed that its removal resulted in water infiltra-
tion rates that were between two and six times slower
than the rates obtained from control infiltration essays
(Figure 1). We hypothesize that this contribution of
the plant ground cover to total infiltration capacities are
probably due to the capacity of this layer of to absorb
water when its plant materials (dead and alive) are not
saturated; and, the creation of a complex and dense spa-
tial structure which serves as a sponge, providing addi-
tional space for water storage.

From this perspective, we suggest that the maintenance
of the thick ground layer could be crucial in terms of
sustaining the water regulation capacity of páramo and
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other high-altitude ecosystems. In the case of the páramo,
and based on available information [24–27], we suggest
that the persistence and magnitude of this layer might
be dependent on the microclimate created by the closed
canopy of the shrubs or trees that dominate areas with
low levels of human intervention. In these areas, thick
vegetation cover might ameliorate the huge temperature
variations that characterize these ecosystems, keeping a
higher moisture content which facilitates development
of a thick layer of mosses and other ground vegetation
(Figure 5). Together with increased inputs of plant ma-
terials to the soil, a more stable and humid microclimate
might promote higher accumulation of soil organic mat-
ter, further increasing the water infiltration capacity of
the soil, and the conditions that ultimately favor the per-
sistence of shrubland or forest vegetation in the páramo.
In the same way, elimination of the shrubland vege-
tation as occur after repeated fires, or forest clearing,
would start a negative feedback that alters the micro-
climate and organic matter inputs to the soil, reducing
the content of soil organic matter, and water infiltra-
tion capacities. Although some of the proposed links
along this feedback chain (Figure 5) have not been an-
alyzed, this framework could provide a useful way to
think about restoration of the hydrological properties of
páramo soils that have been degraded by human activi-
ties. In the case of the Andean páramos and other moun-
tain ecosystems around the world, this will become in-
creasingly important as the human demand for water re-
sources increase, along with the land-use pressures that
currently affect high-altitude ecosystems [5, 28, 29].

For this study, we used a modified infiltration-ring method-
ology that allows ample replication and large spatial
coverage. This method cannot be used to estimate in-
filtration capacities under normal field conditions, be-
cause the volumes of water poured into the rings are
much larger than the volumes that fall during typical
rain events. From this perspective, the high infiltra-
tion capacities that we measured in this study must be
considered cautiously, specially regarding their contri-
bution to large-scale hydrological behavior, and should
not be extrapolated to watershed-level calculations. Our
discussion emphasizes not the overall magnitude of the
water infiltration rates in our study sites, but the rela-
tive differences between vegetation types, and the role
of the ground vegetation cover. New studies should be
conducted to evaluate the magnitude of the infiltration
patterns under normal field conditions.

In conclusion, our data suggest that the large differences
observed in water infiltration capacities of soils under
different vegetation or land-cover categories, could have
significant impacts in the hydrological behavior of pára-
mo ecosystems. An area dominated by shrubland or
Polylepisforest, for example, could have a better capac-
ity for water regulation than a comparable area domi-
nated by páramo grassland, or Pine plantations. Cur-
rent management practices, however, tend to homoge-
nize the páramo ecosystems, favoring the development

of large tracts of grasslands, with low coverage of shrub-
lands and native forests. From this perspective, we sug-
gest that future management and restoration initiatives
should be aimed at trying to restore a more complex ma-
trix of grasslands, shrublands and native forests, which
likely will favor both, biodiversity conservation, and the
maintenance of the critical ecosystem services that we
draw from mountain ecosystems.
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Abstract

Overexploitation now threatens more than 90% of marine fisheries worldwide. Overfishing has been
widely recognized as impacting species diversity and abundance; however, its effects on marine fish
genetic diversity have been largely ignored. The groupers (Serranidae) are a commercially important
family of fish in many parts of the world including in the Galapagos Islands. A recent assessment of
the family by the groupers and wrasse specialist group (GWSG), suggested that the group might be
particularly vulnerable to fishing, and it has also been suggested that their genetic diversity may be
threatened due to overfishing [1]. One of the groupers studied, was the misty grouperEpinephelus
mystacinus[2], recently renamed Hyporthodus mystacinus [3]. H. mystacinus was categorized as
Least Concern (LC) in 2008 by the IUCN and in the GWSG final report, due to the fact that virtually
nothing is known about its natural history [4, 5]. The final report of the GWSG states that all LC
species should be the immediate focus of more data-gathering, especially in Southeast Asia and the
Pacific islands [1]. The sampling of 108 fin clippings of mistygroupers H. mystacinus through the
Archipelago was conducted by Galapagos local fishermen. Following the procedures described in
Craig et al.[6], DNA from the sample tissues was extracted, and new primers were developed from
the microsatellite loci identified by Ramirez et al (2006) [7]. Our results suggest great levels of gene
flow among the localities, due to the fact that there are no real geographic barriers to separate the
individuals from one locality from the next. High genetic diversity has traditionally been associated
with good health of populations, and may signal a good futurefor traditional fishing of H. mystacinus
through sustainable management practices.

Keywords. Genetic Diversity, Conservation, Misty Grouper, Hyporthodus mystacinus, Galapagos,
Fisheries, Genetics

Resumen

Más del 90% de la pesca marina en todo el mundo se encuentra sobre explotada o muy cerca a este
punto. En el pasado, la sobrepesca fue ampliamente reconocido como teniendo un gran impacto so-
bre la diversidad y abundancia de especies, sin embargo, susefectos sobre los ecosistemas marinos
y la diversidad genética de peces han sido ampliamente ignoradas. Los meros (Serranidae) son una
familia de peces con una importancia comercial en muchas partes del mundo, así como en las Islas
Galápagos. Las evaluaciones recientes de la familia sugieren que el grupo podría ser particularmente
vulnerables a la pesca [1], que su diversidad genética puedeverse amenazada debido a la sobrepesca
[1]. De acuerdo con el grupo de especialistas de los meros y peces (GWSG por sus siglas en In-
gles), una evaluación de todas las especies de mero es necesaria para examinar la familia entera y
darles prioridades de gestión y conservación de acuerdo a cada caso [1]. Uno de los meros estudiado,
la Misty Grouper Epinephelus mystacinus [2], recientemente renombrada Hyporthodus mystacinus
[3], ha sido descrito como un un pez misterioso y raramente avistado (especies de meros Schobernd
2004). H. mystacinus se clasificó como de Preocupación Menoren 2008 por la UICN y en el in-
forme final GWSG. Esto se debe al hecho de que prácticamente nada se sabe acerca de la edad, el
crecimiento y la reproducción de esta especie [4, 5]. El informe final de GWSG dice que todas las
especies clasificadas como DD y especies LC deben ser el objetivo inmediato de más de recopilación
de datos, especialmente en el sudeste de Asia y las islas del Pacífico [1].Se encontró alta diversidad
genética y gran flujo génico para H. mystacinus entre las localidades de las Islas Galápagos. Una
alta diversidad genética se ha asociado tradicionalmente con la buena salud de las poblaciones, y se
considera una señal de un buen futuro para la pesca tradicional de la H. mystacinus. Por lo tanto, para
que la pesca de H. mystacinus pueda continuar a un nivel sostenible, es imprescindible mantener una
alta diversidad genética a través de un buen plan de manejo.

Palabras Clave. Diversidad Genética, Conservación, Mero, Hyporthodus mystacinus, Galápagos,
Pesquerías, Genética

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/B22-5-1-2013
Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B22-B33



Avila et al. Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B22-B33

Introduction

Genetic diversity, the raw material for adaptive evolu-
tion, is fundamental for the conservation of threatened
populations [8] like the overexploited fisheries. Low ge-
netic diversity and increased homozygosity, which often
leads to reduced fitness, resulting from small population
size may become exacerbated among isolated or highly
structured populations thus severely constraining their
potential to respond by adapting to a changing environ-
ment [9–12].

Populations with low genetic diversity are more vul-
nerable to demographic and environmental stochastic-
ity, which could cause this population to face several
genetic threats [12–14]. In addition, due to a small pop-
ulation size mating becomes restricted and inbreeding
becomes more likely. Small and/or isolated populations
lose the genetic variation necessary to respond to envi-
ronmental challenges [9, 15, 16]. Of these processes,
inbreeding poses a more immediate threat, whereas ge-
netic drift and mutation accumulation affect the popu-
lation in the long term [14, 16, 17]. Low genetic diver-
sity can pose a direct threat to conservation of a species.
Low genetic diversity can result from a small population
size, although this is not always the case since besides
genetic drift low genetic diversity can also be attributed
to sweepstakes recruitment, or selective sweeps [9, 13].
The genetic diversity of a population can tell us a lot
about the state or heath of a population, and it can also
help estimate the size of the population [18].

Another critical component of any study of genetic di-
versity of a population is to quantify rates of exchange,
or population connectivity, among subpopulations of said
organism [19]. Patterns of connectivity among subpop-
ulations of marine organisms are determined by interac-
tions between biological phenomena including life his-
tory characteristics and larval behavior, and physical pro-
cesses of advection and diffusion [20, 21]. Population
connectivity is relevant to a fundamental understanding
of marine ecological processes and is directly applicable
to critical human and environmental impact on the fish-
eries [21, 22]. An understanding of population connec-
tivity could potentially benefit management strategies
including marine protected areas (MPAs), yet informa-
tion on this subject is lacking to make proper fisheries
management decision [19]. In order to fill this knowl-
edge void, the nature of the connectivity problem will
require a diverse toolbox of techniques of molecular and
genetic research (among others) [20–22].

The role of genetic diversity and connectivity has been
an issue largely neglected by fisheries ecologists and
fisheries conservation biologists. This may be partly
due to the fact that genetic theory suggests that signifi-
cant loss of genetic diversity only occurs in very small
populations while the “collapsed” stocks are made up
by several million individuals [23]. However, during
the past decade questions relating to biological diver-
sity, genetic vulnerability, narrowing of the gene base of

important cultivars and the loss of germplasm of com-
mercially important species have received increasing at-
tention [24]. An in-depth knowledge of genetics is ur-
gent because more than 90% of marine fisheries world-
wide are now either overexploited or nearing this point
[25]. In the past, overfishing was widely recognized
as impacting species diversity and abundance; however,
its effects on marine fish genetic diversity have been
largely ignored.

The groupers (Serranidae) are a commercially impor-
tant family of fish in many parts of the world as well
as in the Galapagos Islands. According to the Groupers
and Wrasse Specialist Group (GWSG), an initial assess-
ment of all grouper species is needed to examine the
sub-family as a whole and set conservation and man-
agement priorities as necessary [1]. Recent assessments
of the family suggest that the group might be partic-
ularly vulnerable to fishing [1], and it has also been
suggested that their genetic diversity may be threatened
due to overfishing [1]. One of the groupers studied, the
misty grouper Epinephelus mystacinus [2], was recently
renamed Hyporthodus mystacinus [3] and was catego-
rized as Least Concern in 2008 by the IUCN and in the
GWSG final report. This is due to the fact that virtu-
ally nothing is known about the age, growth, and repro-
duction of this species [4, 5]. The final report of the
GWSG states that all larger Data Deficient (DD) and
Least Concern (LC) species should be the immediate fo-
cus of more data-gathering, especially in Southeast Asia
and the Pacific islands [1].

A study by Hauser et al (2002) [23] of the New Zealand
snapper (Pagrus auratus) fisheries pointed out that threats
to the genetic diversity of marine fish populations have
so far been largely neglected partially due to the fact
that even “collapsed” stocks usually consist of several
million individuals, whereas population genetics theory
suggests that only very small populations suffer signif-
icant loss of genetic diversity [23]. Hauser et al con-
cluded that if such low ratios of genetically effective
population size to number of fish in a population are
commonplace in marine species, many exploited marine
fish stocks may be in danger of losing genetic variabil-
ity, potentially resulting in reduced adaptability, popu-
lation resistance, and productivity [23].

This study focuses on the population genetics of the
misty grouper (H. mystacinus) on the Galapagos Islands
a presumably small closed population on the way to be-
coming overfished or at least in the process of becom-
ing an important commercial fishery both worldwide
and in the Galapagos [27, 28]. Specifically, the objec-
tive of this study is to assess the misty grouper popu-
lation’s genetic health by analyzing the population ge-
netic variability throughout the Galapagos archipelago
using microsatellites. Based on the results from genetic
analyses I aim to suggest possible management alter-
natives to the local conservation authority (the Galapa-
gos National Park) that would prevent overfishing of H.
mystacinus. Finally, this study had a social aspect, in
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ID Locus Accession Primer Sequence Primer Sequence
Number Forward Reverse

A RHCA002 DQ223785 CTCGTTACCACATCGGGACT AAGGGCATGATGGGAAATG
B RHCA007 DQ223786 CAGAAACATCTCCCCCAAAA CTGGCAGAGCAATTAGAGGC
C RHGATA015 DQ223821 TGTTCCCATGTGTCTGCTTTAG TGTTCCCATGTGTCTGCTTTAG
D RHGATA032 DQ223824 ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC
E RHGATA035 DQ223826 CAGGTCAGCTCTCCCATGATAC CAGGTCAGCTCTCCCATGATAC
F RHGATA053 DQ223829 ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC
G RHGATA065 DQ223834 AGGGAGCCACACACAGATAAAG AGGGAGCCACACACAGATAAAG
H RHGATA067 DQ223836 GCCAGCCACATACACACG GCCAGCCACATACACACG
I RHGATA076 DQ223837 CCATTTACTGTGGAGGTGACAG CCATTTACTGTGGAGGTGACAG
J RHGATA106 DQ223843 TAACTGACACATGGACTGACCC TAACTGACACATGGACTGACCC
K RHGATA118 DQ223844 CCTGTGGTTAAAGAGACAATCG CCTGTGGTTAAAGAGACAATCG
L RHGATA133 DQ223850 ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC ATGTGCATTTATGGAGTTTCCC

Table 1: Twelve microsatellite loci and PCR primers used on Hyporthodus mystacinus. RHCA002 and RHCA007 developed by Ramirez
et al (2006) [7] RHGATA primers were developed as part of thisstudy using microsatellites loci from an Epinephelus guttatus identified by
Ramirez et al (2006) [7] and using the websat software [26].

which I created an environmental awareness of the shift-
ing baselines among the younger generations of fisher-
men, in hopes that this would help conservation efforts
of H. mystacinus as a species and as a commercially
important fishery.

Methods

Research Site and Sample Collection

The sampling of 108 fin clippings of misty groupers
H. mystacinus through the Archipelago was conducted
by Galapagos local fishermen during the February to
April 2011 fishing season fishermen in Puerto Baque-
rizo Moreno, San Cristobal Island, Galapagos, Ecuador.
Efforts were made to involve fishermen from Santa Cruz
and Isabela Islands but the main source of fish sam-
ples come from landings on San Cristobal Island where

Figure 1: Galápagos Marine Reserve and sample sites. The lo-
calities of Wolf & Darwin, Pinta, Banco, Genovesa, Isanco and
La Oso. These were then divided into 3 zones: North West(Wolf
& Darwin), Central (Pinta, Banco and Genovesa) and South East
(La Oso and Isanco)

most landings usually take place [27, 28] Tissue sam-
ples were collected from six localities of the Galapagos
Archipelago (Figure 1): Banco, Genovesa, Isanco, La
Oso, Pinta, and Darwin/Wolf. Several attempts were
made to obtain samples from the mainland, but they
were unsuccessful due to the fact that fishermen on the
mainland do not fish H. mystacinus commercially. All
of the fishing of H. mystacinus occurred at seamounts,
according to the GPS coordinates given by the fisher-
men (see Figure 4).

The fin clips taken from specimens captured by the local
fishermen, were placed in plastic containers with 95%
ethanol and stored at room temperature. The fishermen
took GPS locations of the fishing sites of H. mystacinus,
which were then overlaid with Bathymetry maps, to de-
termine habitat selection or preferences. Unfortunately
some of the samples were lost and the final data analy-
sis was conducted on the remaining 88 samples. Sam-
ples were transported to mainland Ecuador and analyses
were conducted at “One Lab” in Ballenita, Province of
Santa Elena, Ecuador.

Genetic Analysis

Following the procedures described in Craig et al. (2009)
[6], DNA from the sample tissues were extracted us-
ing the DNEasy isolation kit (Qiagen) following man-
ufacturer’s protocols. The subsequent extracted DNA
was archived at -20oC. Primers developed by Ramirez
et al (2006) for a sister species (Epinephelus guttatus)
were initially tested on H. mystacinus. Due to poor re-
sults from all but two of the primers (RHCA002 and
RHCA007), new primers were developed from the mi-
crosatellite loci identified by Ramirez et al (2006) [7]
and using the software websat [26]. Out of the 38 primers
designed 12 were successful in amplifying loci for H.
mystacinus and yielded a higher consistent allelic vari-
ation (see Table 1). Touchdown Polymerase Chain Re-
action (PCR) was performed in an ABI 9700 384 well
twin block thermocycler to amplify an approximately
74-378 base pair (bp). Reactions were conducted in a
total volume of 4µl using the conditions described as
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Localities Locus
Number of Number of private Private alleles

alleles alleles
(frecuencies)

(NA) (NP)

Wolf & Darwin

RHCA007 7 1 31 (0.045)
RHGATA015 10 1 26 (0.024)
RHGATA035 4 1 14 (0.024)

RHGATA076 12 2
30 (0.024)
31 (0.024)

RHGATA118 3 1 15 (0.028)

Banco
RHGATA035 4 1 10 (0.200)
RHGATA076 6 1 22 (0.125)
RHGATA133 6 1 29 (0.100)

Pinta

RHCA007 4 1 12 (0.045)

RHGATA032 8 2
10 (0.045)
24 (0.045)

RHGATA035 4 1 11 (0.045)

RHGATA053 8 2
7 (0.045)
21 (0.045)

RHGATA065 5 1 16 (0.091)
RHGATA067 4 1 17 (0.091)
RHGATA076 9 1 33 (0.045)

RHGATA133 8 2
10 (0.045)
24 (0.045)

Genovesa RHGATA118 4 1 16 (0.025)

La Osa

RHCA007 6 1 22 (0.028)
RHGATA015 8 1 16 (0.031)
RHGATA032 8 1 14 (0.025)
RHGATA053 8 1 11 (0.031)
RHGATA076 11 1 29 (0.036)

RHGATA133 9 2
14 (0.033)
21 (0.033)

Table 2: Summary of Private alleles by localities

follows: 25 ng DNA, 1X green PCR buffer, 200µM
each dNTP’s, 2µM MgCl2, 1µg/µl bovine serum albu-
min (BSA), 0.3µM each primer and 0.72 units Taq DNA
polymerase (Go Flexi Taq - Promega). The touchdown
PCR program consisted of an initial cycle at 95oC for
five minutes, then 20 cycles: of 92oC for 30 seconds,
65oC with a 1oC decrease per cycle for 30 seconds and
65oC for 60 seconds; followed by 39 cycles of 92oC
for 30 seconds, 45oC for 30 seconds, and 70oC for 60
seconds, then finally one cycle of 72oC for 7 minutes.

Polymorphisms were visualized on denaturing gels (6%
polyacrylamide-5M urea). The electrophoresis was per-
formed in CBS Scientific dual adjustable height sequenc-
ing vertical electrophoresis chambers. The gels were
developed using the silver staining technique [29, 30].
The molecular weight (MW) and number of tandem re-
peats data were calculated using “Gene Profiler ver 4.05”
from Scanalytics [31].

Statistical Analyses

The data extracted from Gene Profiler was analyzed us-
ing GeneALEx 6.41 [32], and Arlequin 3.5 (Excoffier
and Lischer 2010) to determine allele frequencies, unique
or private alleles, fixation index, heterozygosity, allelic
richness, Hardy Weinberg equilibrium, AMOVA and pop-
ulation structure [33–37].

Social Impact

Through informal surveys I investigated about histor-
ical fishing: approximately how many “mero” or H.
mystacinus were fished, how big they were, and why
has the fishing tendency moved from the M.olfax to H.
mystacinus. Theses informal surveys were conducted
in both the Galapagos Archipelago and in fishing towns
throughout the mainland. Informal surveys were con-
ducted with 28 local fishermen regarding their fishing
tendencies. They were asked what species they used to
fish more, either Mycteroperca olfax (Galapagos grouper,
locally known as the Galapagos bacalao) or H. mystac-
inus (Galapagos grouper, known locally as mero); how
much of it they used to fish compared to now (high lev-
els, medium levels or low levels); have they changed
species; if they did change species, why they changed
species; have they noticed a change in the size of fish
they are catching.

Results

Genetic Diversity

Allelic frequencies are shown in Figure 2. Figure 2 lo-
cus RHGATA076 is the locus with greatest number of
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N L PL A Ho He GD(NEI 78)
Wolf&Darwin 23 12 5 6.167 0.60712 0.64652 0.634

Banco 6 12 3 4.364 0.49242 0.71074 0.823232
Pinta 11 12 11 5.167 0.61136 0.6597 0.662731

Genovesa 24 12 2 5.75 0.55289 0.64274 0.614805
Isanco 4 12 9 3 0.542 0.665 0.694
La-Oso 20 12 2 5.667 0.6112 0.6942 0.7506

Table 3: Summary of the Analysis at the Inter Population Level; number of Polyorphic Loci (PL), mean number of alleles (A), Observed
Heterozygosity (Ho), Expected Heterozygosity (He) and Genetic Diversity (GD Nei 78) at 12 microsatellite loci for the 6Local Populations
of Hyporthodus mystacinusI. Where N = sample size and L = number of loci analyzed.

Locality Locus DF ChiSq Prob Signif
Wolf & Darwin RHCA007 21 75.715 0.000 ***
Wolf & Darwin RHGATA015 45 68.169 0.014 *
Wolf & Darwin RHGATA065 15 25.268 0.046 *

Banco RHCA007 3 10.000 0.019 *
Pinta RHCA002 3 10.877 0.012 *
Pinta RHGATA67 3 11.343 0.010 *
Pinta RHGATA118 3 11.108 0.011 *

Genovesa RHCA002 3 10.514 0.015 *
Genovesa RHCA007 10 74.669 0.000 ***
Genovesa RHGATA118 6 27.141 0.000 ***
La Oso RHCA007 15 44.722 0.000 ***

Table 4: Significant heterozygote deficiencies of each locality

alleles (18 different alleles) also known as the locus with
the greatest allelic diversity.

Figures 2 locus RHGATA015, RHGATA032, RHGATA053,
and RHGATA133 also have a great allelic diversity rang-
ing from 11 to 13 different alleles each. Figure 2 locus
RHCA002, RHGATA067, and RHGATA 106 have the
lowest allelic diversity with only 3 alleles. In Figure 2
locus RHCA002, allele 10 occurs in very low frequen-
cies in the Wolf & Darwin locality, and allele 16 is about
to become fixed. Throughout Figure 2 locus RHCA002
we can observe that allele 16 appears in greater frequen-
cies in all of the local populations. In Figure 2 locus
RHGATA067, allele 10 is most frequent in all of the
local populations, and allele 17 is only observed in the
Pinta locality. In Figure 2 locus RHGATA106, allele 31
apears in very low frequencies in the Banco and Isanco
localities and will more than likely soon be lost in the
other local populations for its frequency is very low;
the other two alleles (10 and 22) have similar frequency
rates. In Figure 2 RHGATA065, allele 12 appears with
greatest frequency which could eventually lead to the
loss of the other alleles present. Figure 2 RHGATA 118,
in Banco allele 13 has become fixed while allele 16 has
been lost in all of the localities except Genovesa and
Pinta, in which it is barely present.

Genetic Structure

Genetic variation between populations was analyzed as
the frequency of private alleles. Private alleles were
found in all of the localities except for Isanco (Table 2
and Figure 2). Pinta has the greatest amount of private
alleles (11 alleles) seen across 8 different loci followed
by La Oso with 7 private alleles see in 6 different loci.
Wolf & Darwin have 6 private alleles in 5 different loci.

Banco has 3 private alleles over 3 different loci. Gen-
ovesa has only 1 private allele. The private alleles which
appear in the greatest frequency belong to the Banco lo-
cality (Table 2 and Figure 2).

The results of the Analysis at the Inter-Population level
can be seen in Table 3. The mean number of alleles
per locus varied little across the five localities ranging
from 3.00 to 6.17 with the lowest number of alleles per
locus being found in Isanco. Pinta shows the great-
est number of polymorphic loci (11 alleles), followed
closely by Isanco with 9 polymorphic loci. The lo-
calities with the lowest polymorphic loci are: La Oso
and Genovesa with only 2 polymorphic loci, and Banco
with 3 polymorphic loci. Mean observed heterozigos-
ity ranged from 0.49242 to 0.61136 and were similar
across locations with the exception of the Banco locality
which showed substantially lower heterozygosity (Ta-
ble 3). Generally, observed heterozygosities (Ho) were
only slightly lower than expected heterozygosities (HE),

Source df SS MS Est. Var. %
AR 2 741.327 370.664 3.541 1.57%

ALPR 3 659.529 219.843 0 0.65%
AILP 82 22139.57 269.995 70.512 34.33%
WI 88 11349.352 128.97 128.97 63.45%

Total 175 34889.778 203.024 100.00%

Table 5: Summary of AMOVA comparing molecular variance of
the 6 local populations within the 3 regions (North West, Central
and South East). Among Regions (AR), Among Local Populations
within Regions (ALPR), Among Individuals within Local Popula-
tions (AILP), with Individuals (WI)

F-Statistics Value P(rand >= data)
Fst 0.005 0.271
Fis 0.353 0

Table 6: Global AMOVA FST values
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Figure 2: Allele Frequency for Local populations: Banco (B), Genovesa (G), Isanco (I), La Oso (L-O), Pinta (P), and Wolf &Darwin
(W-D). A=Locus RHCA002, B= Locus RHCA007, C = Locus RHGATA015, D = Locus RHGATA032, E = Locus RHGATA035, F = Locus
RHGATA053, G = Locus RHGATA065, H = Locus RHGATA067, I = LocusRHGATA076, J = Locus RHGATA106, K = Locus RHGATA118,
and L = Locus RHGATA133

with the exception the Banco locality in which the dif-
ference was much greater. Banco showed the greatest
genetic diversity (0.823232) among the other localities,
while Genovesa had the lowest levels of genetic diver-
sity (0.614805) (Nei 1978)(Table3). Wolf & Darwin lo-
cus RHCA007, Genovesa locus RHCA007, and La Oso
locus RHCA007,andGenovesa locus RHAGATA118 all

have a significant heterozygote deficiencies at p<0.001
(Table 4). Other significant heterozygote deficiencies at
p<0.05 were found in the following localities: Wolf &
Darwin locus RHGATA015 and RHGATA065; Banco
locus RHCA007; Pinta locus RHCA002, RHGATA67,
and RHGATA118; and Genovesa locus RHCA002 (Ta-
ble 4).
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Wolf & Darwin Banco Pinta Genovesa Isanco La Oso
0.000 Wolf & Darwin
0.064 0.000 Banco
0.027 0.054 0.000 Pinta
0.022 0.037 0.024 0.000 Genovesa
0.030 0.077 0.051 0.050 0.000 Isanco
0.018 0.054 0.017 0.019 0.035 0.000 La Oso

Table 7: Summary of Private alleles by localities

Localities FIS

P value
RandFIS≥ ObsFIS

Wolf&Darwin -0.04043 0.795699
Banco 0.29293 0.047898
Pinta 0.0411 0.423265

Genovesa -0.16029 0.982405
Isanco -0.28571 1
La-Oso 0.06912 0.257087

Table 8: Localities specific FIS indices (1023 permutations)

Microsatellite analyses showed low levels of allelic struc-
turing (Table 5 and Figure 3). Only 1.57% of the to-
tal microsatellite DNA diversity was explained by the
variance among population groups, which means there
is very little variation among local populations within
regions (ALPR) and among regions (AR) due to great
gene flow among the local populations. The largest pro-
portion of variation was explained by the variance among
individuals within local populations and even greater
variability when comparing each individual. Since there
is not a statistically significant variation between local-
ities, the differences may be explained by variation be-
tween individuals.

Overall the global AMOVA FST values of the metapop-
ulation has a genetic differentiation expected under ran-
dom mating according to the FST values, but they are
not significant (p > 0.05; Table 6). Where a FST value
from 0 – 0.05 indicates low genetic differentiation, 0.05
– 0.15 indicates moderate genetic differentiation, 0.15
– 0.25 indicates great genetic differentiation and val-
ues above 0.25 indicate very great genetic differentia-
tion .There appears to be a reduction in heterozygosity
of an individual due to non-random mating within each
population according to the FIS value (p<0.001; Table
6). FIS values range from -1 to 1, in which: negative
values or values close to -1 indicate an excess in het-
erozygosity due to negative assortative mating; positive
values or values close to 1 indicate inbreeding or unde-
tected null alleles; values close to 0 are expected under
random mating. Pairwise Population FST Values (Weir
and Cockerham1984) are seen in Table 7. The highest
FST values are seen between the Banco and Isanco lo-
calities, while the lowest FST values are seen between
Pinta and La Oso. Of these pairwise populations FST

values, none of them had statistically significant differ-
ences among the localities. The localities specific FIS

indices show no statistically significant p values (Table
8).

Discussion

High genetic diversity has traditionally been associated
with good health of populations, and would signal a
good future for traditional fishing of H. mystacinus. There-
fore, to preserve H. mystacinus population at a sustain-
able level, it is imperative to maintain a high genetic
diversity through a good management plan.

H. mystacinus has been found dwelling off of slopes
and deep shelf waters (on rocky pinnacles and ledges);
based on its deep habitat and apparent constant catches,
H. mystacinus is currently not experiencing a significant
decline. However, it was strongly suggested by grouper
experts that continued monitoring is required since little
is known of its biology and because it is a target of com-
mercial fishery [1, 4]. According to Matt Craig’s report
to the IUCN red list, there are no studies on the abun-
dance of H. mystacinus [4]. In the eastern Pacific, it is
reported to be found from the Galapagos Islands to the
Paramount Seamount (north of the Galapagos and west
of Columbia and south west of Panama; N 3o 20’ 0” W
90o 45’ 0”) and all the way to coastal Ecuador. How-
ever, a preliminary study conducted by Craig (personal
communication) has led to the thought that the Eastern
Pacific population may be a distinct species from that in
the Atlantic.

Little consideration has been given to the genetic com-
position of populations associated with marine reserves
the protected areas category intended to preserve spe-
cific species, communities or habitats. In the Galapa-
gos marine reserve, fishing pressures within the reserve,
in what could be considered a small closed population,
could result in inbreeding and loss of genetic diversity
due to overfishing, thus increasing the risk of extinction
of these small populations [14]. In this context, genetic
information is becoming increasingly important in ecol-
ogy and conservation biology.

The variance component of genetic diversity at the in-
dividual level both within and between individuals sug-
gests no inbreeding or assortative mating within each
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Figure 3: Principal coordinantes analysis (PCoA)

location. Our results suggest great levels of gene flow
among the localities, due to the fact that there are no real
geographic barriers to separate the individuals from one
locality from the next. Also supporting the high levels
of global diversity and within local population genetic
diversity are the high levels of allelic diversity and high
levels of private alleles found within each locality.

The low genetic structuring found is congruent with the
high levels of gene flow among localities. The highest
level of genetic diversity found in Banco may be due
to its central location between all of the other localities
which is in agreement with Nei (1978) [33].

These high levels of genetic diversity suggest a healthy
population as well as high population connectivity within
the Galapagos;. The highest levels of diversity are found
within individuals and therefore among local popula-
tions (63.45% and 34.33% respectably), yet due to the
great level of gene flow among local populations of lo-
calities, there is a low genetic differentiation among lo-
cal populations and within regions (0.65% and 1.57%
respectably). Nonetheless, precautions must be taken
in order to preserve these high levels of heterozygos-
ity, genetic diversity and gene flow among the localities
of the Galapagos Marine Reserve. One of the reasons
why there are such high levels of diversity within indi-
viduals and such low levels among regions is because
of the high levels of gene flow among localities which
also explains the high levels of heterozygosis. In order
to maintain theses high levels of genetic diversity, gene
flow among localities must be maintained.

Historically, the Galapagos Islands fisheries have been
focused on the M. olfax, but in recent years the trend
has moved to a fishery focused on the H. mystacinus.
According to local fishermen, the switch occurred be-
cause they can no longer fish M. olfax, in the abun-
dance that they used to. Its population started to decline
with overfishing (due to its demand) and the remaining

population is now found in deeper waters, which gave
the fishermen no other choice but to switch to another
fish. The information provided by the fisherman was
confirmed by the Galapagos Marine Reserve (GMR) re-
port by Murillo et al [27] and Molina et al [28] since the
coastal species of grouper demersal fish are decreasing
(specifically M. olfax), people are increasingly relying
on species of demersal fish found in the seamounts (“ba-
jos” in Spanish) such as the H. mystacinus. Also the
amount of H. mystacinus being caught is greater now,
not because the population has increased but because
there is now a greater focus on this species. The infor-
mation given by the local fishermen are supported by the
reports from the Galapagos National Park (GNP), mon-
itoring of fish landings from 2003 which show that the
most predominant species fished was the H. mystacinus
[28]. In 2003, H. mystacinus fisheries alone represented
95.4 tons, which is 25% of all fisheries (Murillo et al.
2003, Molina et al. 2004). This surpassed by far the
M. olfax, which only had 59.7 tons, making H. mystac-
inus the most economically valuable fish in that year
(Molina et al. 2004). This could mean that if no precau-
tions are taken, the H. mystacinus could follow the path
of the endemic M. olfax. It must be noted that older and
younger generations of fishermen are familiar with the
concept of the shifting baseline (also known as sliding
baseline) in which the current generation of fishermen
think that the “normal” size of fisheries is much smaller
than that of previous generations [38]. This is very im-
portant when it comes to conservation of the species.

As a member of the Serranidae family, the H. mystac-
inus is a hermaphrodite, more specifically a protogy-
nous hermaphrodite, which means that the individuals
change sex from females to a few dominant males (Nel-
son 1994). According to the local fishermen females
are the smaller ones and live in much shallower wa-
ters. In Isla de la Plata, part of Machalilla National
Park in mainland Ecuador, H. mystacinus has been ob-
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Figure 4: Bathymetry map indicating seamounts and sites where samples were taken. Map on the left only indicates contourlines of
bathymetry. Map on the right indicates with a red dot where samples were collected. Sample site match seamount locations

Family Scientific Name Local Name 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Serranidae M. olfax Bacalao 118 145 92 45 61.5 30
Serranidae H. mystacinus Mero 31 18 10 1.2 25.8 41.6

Table 9: Table adapted from Murillo et al. 2003. [27] Quantity in tonnes of Bacalao and Mero caught during 1997 untill 2002.

served and photographed at depth of only 15 meters,
with sizes ranging from 40-60 cm. The H. mystacinus
being caught commercially in Galapagos is said to be
the male of the species and is caught at depth of 140-200
meters and with lengths up to 135 cm. This means that
all the samples from Galapagos used in my study were
taken off of large males. If all of the larger males are be-
ing caught, then how will the smaller females be fertil-
ized? Not enough is known about H. mystacinus about
when or what causes the sex change to occur, therefore,
if all of the males of the species are being extracted
from the metapopulation, it could have serious effects
on the population size. The fact that they are protogy-
nous hermaphrodites also implies the need for special
management of the species with regards to the allow-
able size to be caught. Furthermore, a study revealed
that among the females, older individuals of some fish
species produce larvae that have substantially better sur-
vival potential than do larvae from younger fishes [39].
If this were applied to H. mystacinus, this could mean
that the larger females are more important in producing
viable offspring than the smaller ones. The combination
of these two factors, their hermaphroditic characteristic
and the more optimal production of the larger individ-
uals which usually tend to have exponentially greater
fecundity is important since commercial and traditional
fisheries often target the larger fish. The protection of
larger or older individuals is necessary for the sustain-
ability of species currently exploited by humans [39].

As for conservation of the species, ideally, considering
that the local fishermen are fishing within a marine re-
serve, the Galapagos Marine Reserve (GMR), the Gala-
pagos National Park (GNP) should only allow fishing
for local consumption and not for exportation to the

main land or international consumption. But due to the
fact that this is the fishermen’s livelihood, other conser-
vation efforts could be taken into consideration.

Genetic diversity has been shown to be directly corre-
lated with the species fitness and population size [17,
23, 40]. If no proper management steps are taken, more
than likely we will see a collapse of the H. mystacinus
fisheries within the GMR as has been see worldwide in
other fisheries [11, 39, 41]. According to the 2006-2007
Galapagos Report, marine resources including M. olfax,
have declined precipitously over the years [42]. In fact
in 2007 the IUCN considered M. olfax to be a vulner-
able species (VU) [42]. Overall the amount in tones
fished of M. olfax. is steadily decreasing, while amount
in tones of H. mystacinus is generally increasing (see
Table 9) [27].

An alternative would be to set aside no take zones on
seamounts where Serranidae are usually found. Con-
nectivity between all of the localities will likely main-
tain levels of genetic diversity, heterozygosity and gene
flow in spite of an overfishing of local populations at
seamounts. The H. mystacinus is considered to be a
metapopulation in Galapagos, which means that each
one of the localities has the possibility of going extinct.
The optimal harvest regime depends on the endogenous
source-sink dynamics, which are determined by differ-
ences in population levels across space, as well as on the
biological mechanisms acting on dispersal [43]. There-
fore the key to understanding the optimal management
of marine species is knowledge of dispersal and gene-
flow [44, 45]. It must first be determined where the
source of this metapopulation is located and where the
sink is located, and in order to accomplish this, fur-
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ther research is needed on the mainland. Taking cur-
rent into account, we could assume that the mainland
could be the source of the Galapagos metapopulation,
but since there is no evidence of this yet, I therefore
would suggest for the GMR to either set aside some of
the seamounts as no take zones in which all fishing is
prohibited or to set a maximum amount of fish that can
be taken from any one of these seamounts in order to
prevent depletion or overfishing of the species, as was
the case with the endemic M. olfax. Another option
would be to rotate the no take seamounts on a yearly
basis; i.e. in one year allow fishing in the Banco local-
ity and setting the Isanco locality as no take zone and
the following year reversing them. With each passing
year, H. mystacinus fisheries are becoming more impor-
tant commercially to the local economy in the Galapa-
gos Islands. The Galapagos’ white fishery includes the
exploitation of different demersal and coastal pelagic
fish species (68 species) with the groupers family being
the most important [27, 28]. There are no recent esti-
mates of the state of this fishery, but it is thought that
the resource could be overexploited [27, 28]. Since the
coastal species of grouper are decreasing (specifically
M. olfax), people are increasingly relying on species of
demersal fish found in the seamounts or “bajos”) such as
the H. mystacinus [27, 28]. According to reports from
the Galapagos National Park (GNP), monitoring of fish
landings from 2003 shows that the most predominant
species fished was the H. mystacinus [28]. In 2003, H.
mystacinus fisheries alone represented 95.4 tons, which
is 25% of all fisheries. This surpassed by far the M. ol-
fax, which only had 59.7 tons, making H. mystacinus
the most economically valuable fish in that year [28].

It is important to conserve genetic diversity since it pro-
vides the raw material for the maintenance of species
over longer evolutionary time-scales, and is also of par-
ticular relevance at present in terms of providing the
basis for responses to rapid environmental change (e.g.
climate), since reduced genetic diversity has been cor-
related with decreased fitness [41, 46].
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Abstract

The Foot and Mouth disease virus belongs to the Picornavirusfamily and primarily affects
to bovine, ovine, porcine and caprine. The virus is divided in seven serotypes, O, A, C,
Sat1, Sat2, Sat3 and Asia1. In Latin America, the most prevalent serotypes are O and A,
in Ecuador, serotype O is the most common. Currently, the vaccine in use is that of an
inactivated virus that has some disadvantages such as a limited immune response, the need
for a cold chain to keep the vaccine functional and the need ofa great quantity of virus
to manufacture it. An alternative to overcome these inactivated vaccine’s problems is the
creation of subunit vaccines using a recombinant protein expression system, where only
the immunogenic components of the pathogen are used. Therefore, this project’s main
objective is the application of a Bac-to-Bac system for the construction of recombinant
baculovirus with the foot and mouth disease virus’ highly immunogenic capsid genes such
as VP1, P1-2A and 3C from serotype O. Recombinant baculoviruses were obtained with
the VP1 construct and these will be later transfected in insect cells for the expression and
analysis of VP1 as a possible candidate for a subunit vaccine.

Keywords. Foot and mouth disease virus, Serotype O, Baculovirus, VP1 gene, subunit
vaccine, Bac to Bac.

Resumen

El virus de la fiebre aftosa pertenece a la familia de los Picornavirus y afecta mayormente
a animales bovinos, ovinos, porcinos y caprinos. Se divide en 7 serotipos: O, A, C, Sat1,
Sat2, Sat3 y Asia1. En Latinoamérica, los serotipos más prevalentes son el O y A, en
Ecuador, el serotipo de mayor incidencia es el O. La vacuna que se utiliza actualmente
es una vacuna convencional de virus inactivado que posee algunas desventajas como una
respuesta inmune limitada, la necesidad de una cadena de frío para mantener a la vacuna
viable y el requerimiento de grandes cantidades de virus para fabricarla. Una alternativa
para superar estos problemas y en general los problemas de las vacunas convencionales, es
la creación de subunidades de vacunas por medio de un sistemade expresión de proteínas
recombinantes, dónde se utiliza sólo las proteínas inmunogénicas del patógeno. Por lo tan-
to, este proyecto se centró en la aplicación del sistema Bac-to-Bac para la construcción de
baculovirus recombinantes con genes de la cápside, altamente inmunogénicos, del virus de
la fiebre aftosa como son VP1, P1-2A y 3C del serotipo O. Se logró obtener baculovirus re-
combinantes con el constructo VP1 y éstos, posteriormente,serán transfectados en células
de insectos para la expresión y análisis de VP1 como un posible candidato de subunidad de
vacuna.

Palabras Clave.Virus de fiebre aftosa, Serotipo O, Baculovirus, gen VP1, subunidades de
vacuna, Bac to Bac.

Introducción

La fiebre aftosa (FA) es un virus de ARN de sentido pos-
itivo perteneciente a la familia de losPicornaviridaedel
género de losaphtovirus. Su ARN codifica para una so-
la poliproteína que contiene los genes estructurales y los
genes no estructurales del virus. La cápside está forma-

da por las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4,
las cuales son codificadas por la región P1 del genoma.
La región P2 y P3 del genoma codifican para las pro-
teasas 2A y 3C y las proteínas encargadas de la repli-
cación del virus, 2B, 3A, 3B, 3D. Para el procesamiento
de la poliproteína viral es necesaria la actividad de las
proteasas 2A y 3C, las cuales cortan la poliproteína y
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Primer Secuencia Descripción
P1-2A (F) ATAGGATCCaccatgGGACAATCCAGTCCAGCGAC Extra -BAMHI- Kozak-Start-P12A
P1-2A (R) CGCGAATTCttaCCCAGGGTTGGACTCAACGT Extra -ECORI-Stop-2A

3C (F) ATAGAATTCaccatgAGTGGTGCCCCACCGACCG Extra -ECORI-Kozak-start-3C
3C (R) CGCAAGCTTttaTCGTGGTGTGGTTCGGGGTC Extra -HINDIII- stop-3C
VP1 (F) ATAGGATCCaccatgAACCACTTCTGCGGGCGAGT Extra -BAMHI-Kozak-start-VP1
VP1 (R) CGCAAGCTTttaAAGTCTGTTTCACCGGTGCCAC Extra -HINDIII-stop

Tabla 1: Primers utilizados para la amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

ensamblan la cápside viral respectivamente [1].

El virus de la FA genera una enfermedad que afecta
mayormente a animales bovinos, ovinos, caprinos y por-
cinos y está dividida en 7 serotipos: A, O, C, Sat1, Sat2
Sat3 y Asia 1; dentro de los cuales los serotipos A y O
son los que están presentes en Latinoamérica.

La transmisión del virus ocurre por aerosoles y una vez
que ingresa en el animal, se replica primero en la faringe
por 24-48 horas. Posterior a su replicación, el virus in-
vade el torrente sanguíneo y en corto tiempo aparecen
las lesiones características en la boca y en las patas de
los animales susceptibles [2]. Los síntomas de la enfer-
medad son fiebre, anorexia, depresión y baja producción
de leche y debido a las lesiones en la boca y patas, oca-
siona salivación excesiva y cojera [3]. La viremia usual-
mente desaparece después de 3-4 días pero el virus se
replica, altamente, en los sitios donde ocurren las le-
siones (>8 log 10 unidades infecciosas por mL), a través
de las cuales ocurre el contagio hacia otros animales
[1, 2].

En el Ecuador, esta enfermedad constituye un gran prob-
lema económico debido a que las pérdidas del sector
ganadero alcanzan hasta los $25 millones anuales y al
parecer, hasta el día de hoy, la erradicación no ha si-
do positiva [4]. Uno de los problemas por el cual no se
ha dado esta erradicación se debe a que no siempre se
manejan planes de vacunación efectivos por parte del
sector ganadero. Adicionalmente, la vacuna de virus in-
activado, utilizada actualmente, presenta problemas de
estabilidad ya que el ARN del virus es termolábil y, por
lo tanto, la vacuna requiere de un riguroso manejo de su
cadena de frío, el cual no siempre se lo logra. Su produc-
ción también es compleja y muy pocos países fabrican
la vacuna, de virus inactivado, ya que genera problemas
de bioseguridad por la necesidad de cultivar al virus de
forma masiva [6].

Una posible solución a los problemas que tiene la va-
cuna de virus inactivado para la FA es la creación de
subunidades de vacunas, las cuales tienen como compo-
nente principal las proteínas inmunogénicas del patógeno
por lo que no presentan problemas de bioseguridad y
son más estables a los cambios de temperatura [6]. En la
actualidad, un sistema altamente utilizado para la creación
de subunidades de vacunas es el sistema Bac to Bac,
el cual emplea el baculovirusAutographa califórnica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) que tiene un genoma
de 133 kilobases. Este baculovirus ha sido modificado
(bacmid) para la expresión de genes foráneos en cul-
tivo de células de insecto o larvas [6]. El sistema Bac

to Bac utiliza el mecanismo del transposón Tn7 para
la transposición de un cassette de expresión, contenido
dentro un plásmido donante, al vector bacmid. En este
sistema, los bacmids recombinantes son generados en
Escherichia coliy luego son utilizados para transfec-
tar células de insecto y expresar las proteínas recombi-
nantes [6].

Los genes del virus de la FA con potencial inmunogéni-
co para ser posibles subcandidatos de vacuna son los de
su cápside [5]. Por lo tanto, esta investigación planteó
crear bacmids recombinantes que contengan estos genes
inmunogénicos de la FA, mediante la amplificación y
clonación de VP1, P1-2A y P1-2A-3C dentro del sis-
tema Bac to Bac.

Métodos

Confirmación molecular de la presencia del virus de
la fiebre aftosa en muestras epiteliales

Cinco muestras de epitelio de lengua de ganado vac-
uno síntomas de fiebre aftosa, fueron donadas por el
Instituto de Zoonosis del Instituto Nacional de Higiene
(INH). A partir de estas muestras se extrajo el ARN to-
tal utilizando el kit EZNA total RNA kit I (Omega Bio-
Tek). La confirmación de la presencia del virus se re-
alizó mediante RT-PCR utilizando el SuperScriptTM III
One-Step RT-PCR System with PlatinumR© Taq High
Fidelity de invitrogen. Los primers fueron obtenidos del
Manual de Fiebre Aftosa de Malirat y Bergmann [7]
correspondientes al serotipo O. El programa de RT-PCR
consistió en la retrotranscripción a 55◦C por 30 minutos
, seguido de una PCR con 35 ciclos de denaturación a
94◦C por 1 minuto, annealing a 60◦C por 45 segundos
y extensión a72◦C por 2 minutos y una extensión final
de 72◦C por 5 minutos.

Amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

Para la amplificación de los genes inmunogénicos VP1,
P1-2A y 3C, se diseñaron primers específicos en base a
la secuencia de estos genes obtenida a través del Gen-
Bank. Posteriormente, se utilizó el programa de Primer
Blast del NCBI para escoger la secuencia de los primers,
los cuales se seleccionaron en base a la longitud, tem-
peratura de annealing y porcentaje de citosinas y guani-
nas. Además, se incluyeron sitios de restricción para la
clonación de los genes dentro del plásmido pFastBac,
nucleótidos extra para mejorar la eficiencia de la re-
stricción enzimática [8], codones de inicio y fin y una
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Figura 1: Esquema de constructos que se utilizaron en este proyecto. VP1, P1-2A y P1-2A-3C. Figura modificada de Sáiz et al. [5].

secuencia Kozak para mejorar la eficiencia de la traduc-
ción (tabla 1).

La amplificación de los genes, se realizó mediante RT-
PCR a partir del ARN extraído de las muestras positivas
para el serotipo O. Las condiciones del RT-PCR fueron
las siguientes: para los genes VP1 y 3C, 55◦C por 30
minutos para la retrotranscripción, seguido de 35 cic-
los de denaturación a 95◦C por 2 minutos, 60◦C por 15
segundos y 55◦C por 15 segundos de temperatura de
annealing, 72◦C por 2.5 minutos de elongación y una
extensión final a 72◦C por 5 minutos. El programa de
RT-PCR para el gen P1-2A fue de 55◦C por 30 minutos
para la retrotranscripción, seguido de 35 ciclos de denat-
uración a 95◦C por 2 minutos, 67◦C por 15 segundos y
65◦C por 15 segundos de temperatura de annealing más
72◦C por 2.5 minutos de elongación y una extensión fi-
nal a 72◦C por 5 minutos. Se empleó el termociclador
Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400. Los am-
plicones fueron observados en gel de agarosa al 1 % y
purificados con el kit WizardR© SV Gel and PCR Clean-
Up System de Promega.

Creación de constructos

Los constructos propuestos para esta investigación fueron
el gen de la cápside viral VP1, el conjunto de genes es-
tructurales P1 más la proteasa 2A (P1-2A) y P1-2A más

Figura 2: Amplificación del serotipo O del virus de la Fiebre
Aftosa de muestras de epitelio de ganado vacuno. L: escaleramar-
ca Axygen de 100 pb. 1) Producto de amplificación de la muestra
226 2) Producto de amplificación de la muestra 86.

la proteasa 3C (Fig.1). Estos constructos fueron clona-
dos en el plásmido donante pFastBac, el cual contiene
un cassette de expresión que consiste en un marcador de
selección de resistencia a la gentamicina, un promotor
específico de baculovirus, un sitio de clonación múlti-
ple, sitios Tn7 para la transposición y una cola poli A
del SV40.

Para la clonación se realizó restricción enzimática de
los productos de PCR y del plásmido pFastBac utilizan-
do las enzimas de restricción específicas para cada con-
structo (Tabla 1). Los productos de la restricción enz-
imática de los genes inmunogénicos fueron visualiza-
dos y purificados del gel de agarosa 0.75 %, utilizando
el kit WizardR© SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega. El plásmido pFastBac no fue purificado de-
spués de la restricción enzimática.

Los productos escindidos y purificados de los genes y
del plásmido pFastBac fueron utilizados en un radio de
1:5 (1 parte de vector y 5 partes de inserto) con un mín-
imo de concentración de plásmido de 50 ng para la lig-
ación. La determinación de este radio se lo realizó me-
diante la ecuación 1.

ng de vector×Tamao de inserto(pb)

Tamao de vector
× radiomolar de Inserto

V ector

= ng de inserto

(1)

CélulasE. coliDH10β fueron transformadas con el plás-
mido ligado, utilizando una solución de CaCl2 60µM y
shock térmico. Posteriormente, estas células fueron cul-
tivadas en medio LB suplementado con ampicilina (100
µg/mL), debido a que el marcador de selección del plás-
mido pFastBac es el gen de laβ-lactamasa. Se compro-
bó identidad del gen clonado mediante secuenciación.

Generación de bacmids recombinantes mediante el
sistema Bac to Bac

Se utilizó el sistema Bac to Bac para la generación de
bacmids recombinantes. Este sistema consta de célu-
las especiales deE. coli, llamadas DH10Bac; las cuales
contienen el bacmid con gen de resistencia a la kanam-
icina y un sitio mini-attTn7 insertado en la terminal N



Andrade y Palacios Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B34-B39

Figura 3: Amplificación de los genes de la cápside de la FA. L: Escalera de 1kb marca Promega. 1) Amplificación de gen VP1. 2) Ampli-
ficación del gen 3C. B. Amplificación del gen de la cápside del virus de la fiebre aftosa. L: escalera de axygen de 100 pb hasta 3000 pb. 1)
Amplificación del conjunto de genes P1-2A.

Figura 4: Restricción enzimática del plásmido recombinante pFastBac con BamHI y HindIII para determinar la presencia del gen VP1
dentro del vector. L) Escalera marca axygen de 250 pb. 1 - 7 restricciones enzimáticas de pFastBac-VP1 de colonias positivas.

del gen que codifica para el péptido delacZα que com-
plementa la deleción dellacZ de las DH10Bac. Así mis-
mo, contienen un plásmido ayudador que codifica para
la transposasa del transposón Tn7 y para la resistencia a
la tetraciclina. Se indujo la transformación de las célu-
las DH10Bac utilizando CaCl2 60µM y shock térmico.
Posteriormente, se dejó incubar a 37◦C con agitación a
225 rpm por 4 horas para que ocurra la transposición
del cassette de expresión del pFastBac al bacmid, in-
terrumpiendo el genlacZα. Las bacterias fueron sem-
bradas en un medio LB suplementado con tetraciclina
(10µg/mL), kanamicina (50µg/mL), gentamicina (7µg/mL),
X-Gal (80µg/mL) e IPTG (40µg/mL). Se seleccionaron
las bacterias lactosa negativas, se les extrajo el bacmid
y se realizó un PCR utilizando primers del inserto para
confirmar su presencia.

Resultados y discusiones

La fiebre aftosa es una enfermedad causada por un virus
que afecta a la producción de ganado. Existen 7 seroti-
pos del virus y no existe inmunidad cruzada entre los
serotipos [9]. Debido a las limitaciones que posee la va-
cuna de virus inactivado, utilizada para prevenir brotes
de FA [10], es necesario buscar alternativas para su pre-
vención. Una opción interesante es el establecer un sis-
tema in vitro de expresión de proteínas inmunogénicas
del virus que pueden ser utilizadas como posibles can-
didatos para el desarrollo de subunidades de vacunas.

Es por esta razón que este trabajo propuso la expresión
de proteínas inmunogénicas del virus en el sistema de
expresión Bac to Bac, altamente, utilizado para la ex-
presión de antígenos virales [6].

Confirmación molecular de la presencia del virus de
la fiebre aftosa en muestras epiteliales

Se logró amplificar el ADN del serotipo O en dos de las
cinco muestras de epitelio de ganado vacuno. La banda
correspondiente al serotipo es de 1300 pb [7] (Fig. 2).

Amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

Se llegó a estandarizar el protocolo de amplificación de
los genes estructurales del virus de la fiebre aftosa, a
través de la utilización de diferentes temperaturas de an-
nealing. En las siguientes figuras se puede observar la
amplificación de los genes VP1 y 3C del serotipo O que
tienen un tamaño de 642 y 640 pb, respectivamente, y
la amplificación del gen P1-2A que tiene un tamaño de
2250 pb (Fig.3).

Creación de constructos

A partir de la amplificación de estos genes, se logró
clonar el VP1 en el vector de pFastBac. Para constatar
la presencia del gen VP1 dentro del vector, se realizó la
purificación y restricción enzimática de pFastBac-VP1.
Como se observa en la Figura 4, esta restricción presen-
tó dos bandas: una correspondiente a pFastBac de 4775
pb y una correspondiente al gen VP1 de 642 pb.
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Figura 5: Extracción y PCR del Bacmid para comprobar la presencia del gen VP1. L) Ladder marca Axygen de 250 pb - 8000 pb. 1-5)
extracciones de Bacmid donde se puede observar la banda en laparte superior al gel correspondiente a 136 Kb. 6-10) Amplificación del
gen VP1. C-) Control negativo.

Para reconfirmar que el vector pFastBac poseía el gen
VP1, se determinó la secuencia del inserto en el plásmi-
do recombinante pFastBac-VP1 (Functional Biosciences),
utilizando los mismos primers de amplificación del gen
VP1. Con esta secuencia se realizó un alineamiento múlti-
ple utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) contra el GenBank y se obtuvo alineamiento con
una secuencia que correspondía al gen VP1 perteneciente
al serotipo O del virus de la FA de la provincia de San-
to Domingo de Tsáchilas (accesión JN005912.1) con
un Expect value (E value) de 0 y con un porcentaje
de similitud del 94 %. Se encontró también en la base
de datos del GenBank que la secuencia se alineaba con
este mismo gen proveniente de la provincia de Orellana
(código de accesión JN005918.1), Napo (JN005917.1),
Bolívar (JN005916.1), Imbabura (JN005915.1),Cotopaxi
(JN005914.1) y Los Ríos (JN005911.1).Estos alineamien-
tos tenían el mismo E value de 0 y un 94 % de ho-
mología por lo que también se puede asegurar que este
mismo serotipo está circulando por varias provincias
pertenecientes a las regiones de la Costa, Sierra y Ori-
ente del Ecuador.

El gen de P12A no pudo ser clonado en el plásmido
pFastBac ya que no se logró obtener la concentración
necesaria de su fragmento escindido purificado para re-
alizar una ligación con el radio de 1:5. Por ende no fue
posible crear los constructos P12A y P12A3C.

Generación de bacmids recombinantes mediante el
sistema Bac to Bac

Se realizó la transposición del gen VP1 desde pFastBac-
VP1 al bacmid en células DH10Bac, las cuales con-
tienen el bacmid y el plásmido ayudador que codifica
para la transposasa encargada de realizar la transposi-
ción del cassette de expresión, entre los sitios Tn7 del
pFastBac-VP1 con el sitio mini-attTn7 del bacmid. Esta
transposición irrumpe el genlacZα del bacmid, tornan-
do a las DH10Bac lactosa negativas. Para confirmar la
presencia de VP1, se extrajo el bacmid de 5 colonias
lactosa negativas y se amplificó con los primers de VP1
(Fig.5).

Conclusiones

Se logró establecer el sistema Bac-to-Bac para la gen-
eración de bacmids recombinantes que pueden ser uti-

lizados, en un futuro, para la expresión y estudio de pro-
teínas recombinantes de interés como lo son los can-
didatos de subunidades de vacuna. La expresión de la
proteína del gen VP1 del virus de la FA puede ser uti-
lizada para estudios de inmunogenicidad en ganado va-
cuno ecuatoriano; sin embargo, es necesario continuar
con la creación de los constructos P1-2A y P1-2A-3C ya
que si bien se ha observado que VP1 puede generar in-
munidad en ganado vacuno, ésta no es suficiente debido
a que la proteína, por sí sola, no puede plegarse de forma
correcta y, por ende, no puede exponer todos sus epíto-
pos para una correcta estimulación del sistema inmune
[10]. Por otro lado, Li et al (2008) lograron expresar
el constructo P1-2A-3C del serotipo Asia 1 y se logró
una inmunidad mayor debido a la presencia de la pro-
teasa 2A y a la proteína 3C que inducen el doblamiento
y procesamiento adecuados de la cápside. Consecuente-
mente, es posible que el constructo de P1-2A-3C en el
serotipo O fuera la mejor opción como candidato de
subunidad de vacuna [11].

El sistema Bac to Bac es una herramienta útil para la ex-
presión de proteínas complejas que requieren de plegamien-
to y modificaciones post-traduccionales para su correcta
actividad biológica. Además, ha sido explorado para la
expresión de antígenos virales que pueden ser utiliza-
dos como subunidades de vacunas y, actualmente, ex-
isten varias vacunas comerciales de uso humano y ani-
mal producidas por este sistema. Algunos ejemplos son
CIRMCUMVENT, Cervarix, CircoFLEX, entre otros.
Por estas razones, el establecimiento de este sistema es
un paso muy importante para el estudio de proteínas de
relevancia como son los antígenos virales de la fiebre
aftosa; los cuales, a largo plazo, podrían traer una alter-
nativa a la solución del problema que genera esta enfer-
medad dentro del Ecuador.
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Abstract

Soybean is a crop with a national production in Ecuador whichis insufficient to meet its
demand. Therefore, soybean seeds and soya beans are imported from countries where the
use of transgenic soybean has been approved. As a consequence, there is a probability
of finding this type of soybean in Ecuadorian territory. In this research, a detection and
quantification SYBR Green-based method of genetically modified soybean was standard-
ized. Primers used for the amplification corresponded to specific sequences of the two
most representative recombinant elements in GM (genetically modified) crops, the 35S
promoter from the Cauliflower Mosaic Virus (P35S) and NOS terminator from Ti plasmid
in Agrobacterium tumefaciens(TNOS). These elements generated 200bp and 69bp am-
plicons respectively. The quantitative analysis was performed generating a standard curve
based on the amplification of certified reference materials with 0.01 %, 0.1 %, 1 % y 10 %
of GM soybean event GTS 40-3-2, using the above mentioned primers. The detection limit
was set at 0.01 % while the quantification limit was set at 0.1 %. In 2 of the 26 soybean
samples analyzed, more than 0.1 % of GMOs was found (sample 22with 0.2 % and sample
23 with 14 %). Additionally, adventitious GMO presence was detected in 8 of the tested
samples. Due to Ecuadorian GMO regulations, this kind of analysis is important in order to
determine the presence of GMOs in Ecuador, and is clear evidence for the need of trained
personnel and specialized institutions for the detection and analysis of GMOs.

Keywords. transgenic, soybean, GMO detection, GM crops, quantification

Resumen

La soya es un cultivo cuya producción nacional en el Ecuador no es suficiente para suplir la
demanda interna. Por esta razón, se recurre a la importaciónde semilla de soya para siem-
bra y soya en grano para consumo, desde países donde el uso de soya transgénica ha sido
aprobado. Como consecuencia, existe la probabilidad del ingreso de este cultivo a territo-
rio ecuatoriano. En esta investigación, se estandarizó unametodología para la detección y
cuantificación de soya genéticamente modificada con tecnología SYBR Green. Los primers
utilizados para la amplificación corresponden a secuenciasespecíficas de los dos elementos
recombinantes más representativos en soya genéticamente modificada, el promotor 35S del
Virus del Mosaico de la Coliflor (P35S) y el terminador NOS delplásmido Ti deAgrobac-
terium tumefaciens(TNOS), generando amplicones de 200pb y de 69pb respectivamente.
El análisis cuantitativo se realizó a partir de la generación de una curva estándar en base a
la amplificación usando los primers mencionados en materialde referencia certificado con
concentraciones de 0.01 %, 0.1 %, 1 % y 10 % de soya transgénicadel evento GTS 40-3-2.
El límite de detección se estableció en 0.01 %, mientras que el límite de cuantificación fue
establecido en 0.1 %. En 2 de las 26 muestras de soya analizadas se encontró más del 0.1 %
de OGM (organismo genéticamente modificado) (muestra 22 con0.2 % y la muestra 23
con 14 %). Además se detectó presencia adventicia de soya transgénica en 8 de las mues-
tras estudiadas. Debido a las regulaciones de OGMs que existen en el Ecuador, este tipo de
análisis es importante para confirmar la presencia de OGMs enel territorio ecuatoriano y
evidencia la necesidad de contar con personal capacitado e instituciones especializadas en
la detección y análisis de organismos genéticamente modificados.

Palabras Clave.transgénicos, soya, detección de OGMs, cultivo GM, detección, cuantifi-
cación
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Introducción

A lo largo de la historia, el uso y aceptación de nuevas
tecnologías han pasado por un proceso de resistencia,
miedo e incluso escepticismo. El uso de las diversas
biotecnologías modernas en la producción de alimen-
tos (plantas y animales) no es la excepción, puesto que
ha sido objeto de un profundo debate público y político.
Un gran porcentaje de estas discusiones se ha centrado
principalmente en los organismos genéticamente modi-
ficados (OGMs), también conocidos como transgénicos,
que pueden tener características particulares gracias a la
inserción, deleción o silenciamiento de genes específi-
cos en su genoma mediante la técnica de ADN recombi-
nante. Este procedimiento les confiere las características
deseadas [1].

En la actualidad, existen cientos de OGMs, que abarcan
modificaciones en bacterias, hongos, animales y plan-
tas. Sin embargo, las plantas genéticamente modificadas
han generado hasta el momento el mayor debate y regu-
lación. Es así, que de acuerdo a diferentes regulaciones
nacionales e internacionales vigentes en muchos país-
es, antes de que un OGM sea utilizado requiere de un
profundo análisis de riesgo con el objetivo de determi-
nar potenciales riesgos a la salud humana o al medio
ambiente. Previa a la salida al mercado de un OGM, se
debe determinar las medidas de gestión de riesgo que se
requieren adoptar para minimizar los posibles impactos
adversos a la salud humana y al ambiente que pudiera
ocasionar un determinado transgénico. Debido a que ca-
da modificación genética es diferente, estos análisis deben
realizarse caso por caso, gen dependiente y lugar depen-
diente, por lo que en el caso de los OGMs no es posible
generalizar [1].

El Ecuador, a pesar de haber ratificado el Protocolo de
Cartagena el 30 de enero de 2003 [2], no tiene regu-
laciones específicas en cuestión de Bioseguridad rela-
cionada con organismos genéticamente modificados. El
Ministerio del Ambiente ha trabajado durante años para
establecer un Marco Regulatorio sobre Seguridad de la
Biotecnología que hasta el momento no ha concluido
[3]. En la nueva Constitución del Ecuador aprobada en
2008, en el artículo 401 se declara al país libre de semil-
las y cultivos transgénicos, lo que implicaría la no exis-
tencia de organismos genéticamente modificados en el
territorio ecuatoriano [4]. Además existen leyes ecuato-
rianas donde en ciertos artículos se establecen proced-
imientos sobre el manejo y etiquetado de OGMs pero
ninguna de ellas se cumple en la actualidad. Algunos
ejemplos de esto son la ley de Defensa del Consumi-
dor que establece que los productos derivados de OGMs
deben ser etiquetados de manera resaltada [5] y la Ley
Orgánica de Salud, que aclara que la Autoridad Com-
petente del país [6] deberá coordinar con organismos
especializados para demostrar la inocuidad y seguridad
de alimentos o productos GM tanto para la salud hu-
mana como para el medio ambiente, mediante estudios
técnicos y científicamente avanzados [7]. A pesar de

los esfuerzos e interés en la creación de una legislación
sobre los organismos genéticamente modificados en el
Ecuador, los artículos aislados en diferentes leyes no se
cumplen y no existe un organismo real encargado del
manejo de este tema en el país.

Para el cumplimiento de las regulaciones existentes y
para asegurar la declaración de país libre de OGMs, es
necesario contar con medios y recursos especializados
para este tema y, entre ellos, la detección de organismos
genéticamente modificados es uno de los procedimien-
tos principales.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue la es-
tandarización de una metodología para la detección y
cuantificación de soya transgénica mediante PCR en tiem-
po real, utilizando muestras de soya en grano colectadas
en distintos lugares del Ecuador.

Métodos

Material vegetal

Se colectó un total de 26 muestras de semilla de soya: 16
muestras en centros de acopio de la provicia de Los Ríos
en los años 2008, 2009 y 2010; y 10 muestras de soya
comercializada, adquiridas en el año 2009 en distintas
ciudades del país (Tabla 1).

Soya transgénica obtenida del Instituto Nacional de Tec-
nología Agropecuaria, Argentina (INTA) fue usada co-
mo control positivo. Para la calibración de la curva es-
tándar en la amplificación por PCR en tiempo real se usó
Material de Referencia Certificado con diferentes frac-
ciones (0.01 %, 0.1 %, 1 % y 10 %) de soyaRoundup
Ready(Evento GTS 40-3-2, línea AG5602 RR) impor-
tado desde el IRMM (Institute for Reference Materials
and Measurements) de la Comisión Europea de la JRC
(Joint Research Centre).

Las semillas de soya fueron lavadas con agua corriente.
Una vez secas, fueron molidas usando un triturador eléc-
trico. Los residuos de harina de soya que quedaron ad-
heridos en la pared del molino fueron colectados en 3
tubos eppendorf estériles después de cada molienda.

Extracción de ADN genómico y cuantificación

El ADN genómico fue extraído a partir de 3 submues-
tras de aproximadamente 100mg de harina de soya me-
diante el uso del kitDNeasy Plant Mini Kit(Qiagen,
USA) siguiendo el protocoloPurification of total DNA
from Plant Tissue (Mini protocol)indicados en el man-
ualDNeasy Plant Handbookde Julio 2006. El ADN fue
resuspendido en el buffer de elución proporcionado en
el kit, mantenido a -20◦C hasta ser cuantificado con un
EspectrofotómetroNanoDrop 1000(Thermo Scientific,
USA).
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Número
Origen de Tipo de muestra Año de colección

muestras
Los Ríos 16 Semilla de soya 2008-2010
Guayas 5 Grano de soya 2009
Azuay 1 Grano de soya 2009

Cotopaxi 2 Grano de soya 2009
Importada 2 Grano de soya y pasta de soya 2009

Tabla 1: Muestras de semillas de soya, soya en grano y pasta desoya, origen y año de colección.

Nombre Tamaño
del Secuencia Diana Secuencia del Primer de

Primer amplicón
P35S-F

Promotor 35S CaMV
GAAGGTGGCTCCTACAAATGC

200bp
P35S-R TAGTGGGATTGTGCGTCATCC
TNOS-F

Terminador NOS
GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA

69bp
TNOS-R TTATCCTAGGTTGCGCGCTATATTT

Tabla 2: Nombre y secuencia de los primers utilizados en estainvestigación para la amplificación de P35S y TNOS, y el tamaño de amplicón
respectivo [8, 9].

Figura 1: Resultados de amplificación del promotor 35S (200pb) mediante PCR en punto final en las 26 muestras de granos de soya y pasta
de soya del estudio. Se observan dos muestras positivas: muestra 22 y muestra 23 (MPM = Marcador de Peso Molecular; B = Blanco; C- =
Control negativo y C+ = Control positivo).

Amplificación en punto final del promotor 35S y del
terminador NOS

El protocolo de la reacción en cadena de la polimerasa
fue desarrollado para la amplificación del promotor 35S
del virus del mosaico de coliflor y del terminador NOS
del plásmido Ti deAgrobacterium tumefaciensque son
elementos frecuentemente usados en el desarrollo de OGMs.
La mezcla de las reacciones de amplificación fue prepara-
da en un volumen final de 10ul y contenía buffer de PCR
1X, 1.5U de Taq Polimerasa, 2mM de MgCl2, 0.5mM
de dNTPs, 0.5µM de cada primer (Invitrogen Corpo-
ration, California, USA) (Tabla 2) y 200ng de ADN
genómico de soya. El termocicladorT-Personal Com-
bi (Biometra, Alemania) fue programado para la ampli-
ficación del promotor 35S con un paso de desnatural-
ización inicial de 4 minutos a 94◦C, seguido de 35 ci-
clos de desnaturalización a 94◦C por 1 minuto, anclaje
de primers a 58◦C por 30 segundos y extensión a 72◦C
por 1 minuto, terminando con un paso de extensión fi-
nal a 72◦C por 10 minutos. El programa de amplifi-
cación del terminador NOS inició con desnaturalización
a 95◦C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnat-

uralización a 95◦C por 1 minuto, anclaje de primers a
55◦C por 1 minuto y extensión a 72◦C por 1 minuto;
la extensión final a 72◦C por 10 minutos. Además de
las muestras analizadas, se usó ADN de naranjilla en la
misma concentración como control negativo.

Los productos de PCR fueron resueltos mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 2 % con buffer TBE
1X, teñido conSYBRR©Safe DNA Gel Stain(Invitrogen,
USA). Se usó el marcador de peso molecularTrackIt
100bp(Invitrogen, USA). Los geles fueron visualizados
mediante iluminación con luz UV en el fotodocumenta-
dorGel Doc XR(Bio-Rad, Canadá).

Detección y Cuantificación mediante la amplificación
por PCR en Tiempo Real

Para la amplificación en tiempo real se usó el kitQuan-
tiTect SYBR Green PCR(Qiagen, USA). La mezcla de
las reacciones de amplificación fue preparada en un vol-
umen final de 20ul con 1X de BufferQuantiTect SYBR
Green, que contiene las concentraciones adecuadas de
MgCl2, dNTPs,Taqpolimerasa y SYBR Green, se agregó
además 0.5µM de cada primer y 100ng de ADN de soya.
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Figura 2: Resultados de amplificación del terminador NOS (69pb) mediante PCR en punto final en las 26 muestras de granos de soya y
paste de soya del estudio. Se observan dos muestras positivas: muestra 22 y 23 (MPM = Marcador de Peso Molecular; B = Blanco; C- =
Control negativo y C+ = Control positivo).

Para la amplificación del promotor 35S, el termociclador
CFX96(Bio-Rad, Canadá) fue programado con un pa-
so de desnaturalización inicial a 95◦C por 15 minutos,
seguido de 43 ciclos de desnaturalización a 95◦C por
10 segundos, anclaje de primers a 58◦C por 20 segun-
dos y extensión a 72◦C por 12 segundos; y para termi-
nar se realizó un análisis de curva de disociación en un
rango de temperatura desde 70◦C a 95◦C con un in-
cremento de 0.5◦C cada 15 segundos. Para la amplifi-
cación del terminador NOS, se usó el mismo programa
que para la detección del P35S, con la única variación
en la temperatura de anclaje de los primers de TNOS
que fue de 55◦C y en el análisis de curva de disociación
en la que la temperatura varió desde 60◦C a 85◦C con
un incremento de 0.5◦C cada 15 segundos. Las mues-
tras fueron analizadas por duplicado. Además se incluyó
una muestra de ADN de naranjilla como control neg-
ativo, 4 muestras por duplicado del material de refer-
encia certificado para la calibración de la curva están-
dar, ADN del plásmido pBI121 como control positivo y
una reacción sin ADN como control de contaminación.
Los análisis incluidos en cada corrida de amplificación
fueron la curva de amplificación, curva estándar, y pi-
cos de disociación. La curva estándar permite realizar
la comparación de los valoresCt (por sus siglas en in-
glés Cycle Threshold) de las muestras analizadas con
los valoresCt de las muestras del material de referencia
certificado para determinar el contenido de OGM.

Resultados y Discusión

Obtención y preparación de muestras

Las muestras de soya procedentes de la provincia de Los
Ríos son interesantes ya que corresponden a soya culti-
vada en el territorio ecuatoriano, a diferencia de las otras
muestras que son consumidas pero no necesariamente
sembradas localmente.

En el Manual de procedimientos del Laboratorio para
detección de OGMs, del Instituto de Investigaciones Alexan-
der Van Humboldt de Colombia, se aclara que el muestreo
y la preparación de las muestras son pasos muy impor-
tantes en el proceso de análisis de transgénicos y que
es crucial que la muestra sea suficientemente represen-
tativa del lote que se quiere analizar [10]. En este es-
tudio, las muestras no fueron colectadas personalmente
por los investigadores por lo que el procedimiento de
muestreo no forma parte de la metodología de este estu-
dio. Por otro lado, para las muestras compradas en dis-
tintos mercados y supermercados de Ecuador, al venir
previamente empacadas, no es posible certificar que las
muestras sean representativas del lote al que pertenecían.
Sin embargo, el principal objetivo de esta investigación
fue estandarizar el protocolo de amplificación PCR para
detectar la presencia o ausencia de soya transgénica en
el Ecuador, por lo que la metodología de muestreo podrá
implementarse en estudios posteriores.

En esta investigación se siguió la metodología propues-
ta en el Laboratorio de Detección de OGMs del Insti-
tuto de Biotecnología de Buenos Aires - Argentina, el
mismo que especifica que la cantidad mínima necesaria
para el análisis de evaluación de presencia de OGMs es
de 3000 granos ya que tal cantidad asegura los límites
de detección y de cuantificación [11]. En este estudio se
procesó muestras de 1Kg de semilla de soya que equiv-
ale a aproximadamente a 4500 granos.

Detección mediante PCR en punto final

Se observó en gel de agarosa bandas del tamaño espera-
do de los amplicones correspondientes al promotor 35S
(200pb) y al terminador NOS (69pb) en el control pos-
itivo y en 2 muestras de las 26 analizadas. Una de las
muestras positivas correspondió a soya en grano com-
prada en un supermercado de Quito (muestra 22) y la
segunda correspondió a pasta de soya importada de Ar-
gentina (muestra 23) (Figura 1 y 2).
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Figura 3: Curvas de amplificación del promotor 35S mediante PCR en tiempo real. Mientras menor es el valor del ciclo en el que la curva
de amplificación sobrepasa el umbral (línea horizontal de color verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. El control positivo, C+,
muestra 23, muestras estándares con 10 %, 1 % y 0.1 % de soya GM ymuestra 22 son las muestras con cantidad de producto amplificado
detectable y cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescencia).

Figura 4: Curvas de amplificación del terminador NOS mediante PCR en tiempo real. Mientras menor es el valor del ciclo en elque la curva
de amplificación sobrepasa el umbral (línea horizontal de color verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. El control positivo, C+,
muestra 23, muestras estándares con 10 %, 1 % y 0.1 % de soya GM yla muestra 22 son las muestras con cantidad de producto amplificado
detectable y cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescencia).

A pesar de que esta investigación se centra únicamente
en el análisis de granos de soya, se decidió incluir la
muestra de pasta de soya por ser importada desde Ar-
gentina. En ese país, en el 2009 la producción biotec-
nológica de soya representó el 98.9 % de la producción
nacional [12], por lo que la probabilidad de que la pasta
de soya sea transgénica era muy alta. Los resultados de
este estudio confirman que la pasta de soya contenía en
su ADN las secuencias del promotor 35S y del termi-
nador NOS. La pasta de soya al ser alimento procesado
ya no se considera ni semilla ni cultivo, por lo que este

resultado no representa un conflicto con el artículo 401
de la Constitución del Ecuador. Sin embargo, al tener re-
sultados positivos en la pasta de soya se demuestra que
la Ley de Defensa del Consumidor y la Ley Orgánica
de Salud no son cumplidas ya que mencionan que los
productos derivados de alimentos genéticamente modi-
ficados deben ser etiquetados.
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Figura 5: Curva estándar de amplificación del promotor 35S mediante PCR en tiempo real. Los círculos representan el material de refer-
encia certificada (0.01 %, 0.1 %, 1 % y 10 %), Las X representan alas 26 muestras por duplicado. Se señalan las muestras 22 y 23por tener
resultados positivos para la amplificación de la región de interés.

Figura 6: Curva estándar de Amplificación del terminador NOS mediante PCR en tiempo real. Los círculos representan el material de
referencia certificada (0.01 %, 0.1 %, 1 % y 10 %), Las X representan a las 26 muestras por duplicado. Se señalan las muestras22 y 23 por
tener resultados positivos para la amplificación de la región de interés.

Detección y Cuantificación mediante PCR en Tiem-
po Real

Varios estudios de análisis de OGMs se han estandariza-
do en PCR en punto final [8, 11, 13]. Sin embargo, la efi-
ciencia de la PCR en punto final varía de una reacción
a otra e incluso en ciclos sucesivos de una misma reac-
ción, provocando que la amplificación se de en manera
no exponencial y a una velocidad de reacción no cono-
cida [14, 15]. La metodología mencionada carece de in-
formación cuantitativa exacta, por lo que la presente in-
vestigación se centra principalmente en el desarrollo de
un método de detección mediante PCR en tiempo real

que permite la cuantificación del contenido de OGM en
una muestra determinada.

Se estandarizó un protocolo de detección de OGMs para
granos de soya mediante PCR en tiempo real utilizando
las temperaturas establecidas en la amplificación medi-
ante PCR en punto final. Los resultados obtenidos en
la amplificación por PCR en tiempo real del promotor
35S y del terminador NOS en las 26 muestras coinci-
dieron con los resultados obtenidos en la amplificación
por PCR en tiempo final.

En la Figura 3 se aprecian las curvas de amplificación
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del promotor 35S de todas las muestras y sus valores
Ct respectivos. El ciclo en el que la fluorescencia ex-
cede un umbral de detección, elCt se correlaciona con
la cantidad de producto amplificado (cantidad de ADN
diana) [15]. Mientras menor es el valor deCt, mayor
es la concentración de ADN diana. La muestra 23 tiene
un Ct cerca de 21 y las muestras del material de refer-
encia certificada de 10 %, 1 % y 0.1 % de soya GM son
las muestras con menor valor en elCt (desde 23.5 hasta
29), seguidas de la muestra 22 con unCt cerca de 30.
Es posible apreciar, además, que las muestras restantes
tienen amplificación pero en un ciclo demasiado tardío
lo que demuestra presencia adventicia de semillas GM,
que puede ser definida como “la presencia no inten-
cional, en un lote o envase, de bajos niveles de semil-
las que no sean de la variedad o híbrido que está siendo
comercializado” [16].

En la Figura 4 se presentan las curvas de amplificación
del terminador NOS junto a losCt correspondientes de
cada muestra. Es posible observar que el control posi-
tivo tiene unCt cerca de 10, la muestra 23 unCt cerca
de 26, las muestras del material de referencia certifica-
da con contenido de 10 %, 1 % y 0.1 % tienenCt desde
29 a 35 y la muestra 22 tiene un valorCt de 36. Estos
resultados coinciden con aquellos obtenidos en la am-
plificación del promotor 35S mediante PCR en tiempo
real.

La curva estándar generada en la amplificación del pro-
motor 35S demuestra una eficiencia del 87.6 % y un co-
eficiente de correlación (Rˆ2) de 0.943 (Figura 5), mien-
tras que para la curva estándar de la amplificación del
terminador NOS indica una eficiencia de 76.8 % y un
Rˆ2 de 0.981 (Figura 6).

Basándonos en la publicación de Lübeck [15], se de-
cidió establecer el límite de detección en 0.01 % y el
límite de cuantificación en 0.1 %. Las dos muestras pos-
itivas analizadas se encuentran sobre el valor de 0.1 %
por lo que se pudo determinar la concentración de ADN
genéticamente modificado. La muestra positiva de soya
en grano (muestra 22 en todas las figuras) tiene un por-
centaje un poco mayor a 0.1 %, mientras que la muestra
de pasta de soya (muestra 23 en todas las figuras) se
encuentra muy por encima del valor de 10 % de OGM
(Figuras 5 y 6) al comparar con los productos amplifi-
cados a partir del material de referencia certificado con
los porcentajes de OGM correspondientes.

La mayoría de países en la actualidad tienen métodos de
detección validados y laboratorios certificados. La val-
idación de un método de detección es un proceso que
demuestra que el conjunto de los procedimientos tan-
to de extracción de ADN, preparación de la muestra y
corrida, y análisis de los resultados obtenidos presen-
tará información precisa, confiable, reproducible y ver-
az. Las características de un protocolo para ser validado
deben representar excelente precisión, eficiencia, exac-
titud, reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Un
nuevo método para ser validado debe ser ensayado en

varios laboratorios para verificar la calidad de sus resul-
tados [15].

En el presente estudio, una vez estandarizado el proto-
colo, se comprobó que la tecnología basada en SYBR
Green permite la detección y cuantificación de las mues-
tras positivas. Siew-Ping, Yoke-Kqueen y Son [17] re-
alizaron una evaluación de soya genéticamente modifi-
cada en 122 muestras de alimentos y concluyeron que
el método de amplificación mediante SYBR Green pro-
duce resultados rápidos, reproducibles y estadísticamente
sensitivos para la cantidad de muestras analizadas.

Esta investigación se basó en secuencias específicas al
promotor 35S y terminador NOS y, al ser estas secuen-
cias comunes para varios OGMs, es necesario que los
eventos de las muestras positivas sean identificados. Es
muy posible que la soya positiva para la presencia de los
elementos analizados pertenezca al evento GTS 40-3-2,
ya que es el evento predominante en los países de donde
se importa soya al Ecuador; sin embargo, James [18]
menciona que existen 14 eventos de soya GM aprobados
en distintos países, pero en la bibliografía se encuentran
10 eventos aprobados [19, 20] y no todos contienen los
elementos amplificados en este estudio. Lo importante
de esta información es que se demuestra que 6 de los
10 eventos aprobados pueden ser evaluados mediante
la metodología estandarizada en este estudio, pero los
resultados obtenidos usando PCR en tiempo real indi-
can que las muestras de soya GM pueden pertenecer a
dos eventos distintos: MON 04032 o DD 026005-3 ya
que las dos transformaciones contienen tanto el promo-
tor 35S como el terminador NOS.

Cuando un producto alimenticio es evaluado y es posi-
tivo para la presencia de OGMs, los pasos a seguir son
verificar mediante PCR en tiempo real a qué evento de
transformación genética pertenece para así comprobar
si se cumple la legislación vigente (si la modificación
genética ha sido aprobada en el país donde se realiza
el análisis y si la cantidad autorizada de OGM presente
en el alimento es cumplida) [8,13]. Para que este tipo de
evaluaciones puedan ser realizadas en el país, es primor-
dial instaurar instituciones especializadas en detección
de OGMs e identificación de eventos de transformación
específicos.

El aporte de este trabajo fue el estandarizar una metodo-
logía para la detección y cuantificación de soya trans-
génica mediante PCR en tiempo real con tecnología SYBR
Green. Además se determinó la presencia de soya trans-
génica en 2 de las 26 muestras analizadas.

El análisis de riesgo de los OGMs debe basarse en cri-
terios técnicos y científicos coherentes, es por eso que
el Ecuador debe establecer un marco regulatorio claro
para el manejo de organismos genéticamente modifica-
dos. En este contexto, y considerando las regulaciones
vigentes en el país, este marco debe contar con los pro-
cedimientos adecuados e internacionalmente validados
para detectar, identificar y cuantificar organismos genéti-
camente modificados en cultivos y alimentos.
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Abstract

The genetic diversity of 41 Ecuadorian entomopathogenic fungal strains plus one
isolate from the USA, from a collection maintained by INIAP (Instituto Nacional
Autónomo de Investigaciones Agropecuarias) was determined using a modified AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) approach. We found genetic similarity
indexes lower than 0.50 and 121 polymorphic bands. The AMOVAanalysis revealed
that between-group and within-group variation contributed in similar amounts (59%
and 41%, respectively) to the whole genetic variation detected. The dendrogram built
using Jaccard’s genetic coefficient shows twelve groups, where seven of them contain
isolates clustered by genus. From these seven groups, five ofthem contain isolates
clustered by the host from which they were recovered. The Bootstrap values show
twelve reliable phylogenetic relations with values higherthan 70% of confidence. The
Principal Components Analysis (PCA) produced six clusters; four of them contain
isolates associated by genus. The results suggest the existence of a considerable ge-
netic diversity within the INIAP’s entopathogenic fungi collection, and a clustering
tendency related to the host from which they were isolated. We did not find common
genomic regions among the most virulent entomopathogenic fungi strains. The high
genetic diversity found within this collection representsa potential source of geno-
types with potent bioinsecticide activity.

Keywords. Biocontrol, Genetic Diversity, AFLP, Entomopathogenic fungi, Beauve-
ria, Metarhizium, Verticillium

Resumen

Se determinó la diversidad genética de 41 cepas ecuatorianas de hongos ento-
mopatógenos y un aislamiento de los EEUU, de una colección mantenida por el INIAP
(Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones Agropecuarias) utilizando un proto-
colo modificado de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Se encon-
traron índices de similitud genéticos inferiores a 0.50 y 121 bandas polimórficas. El
análisis AMOVA reveló que la variación entre grupos y dentrode grupos contribuían
en cantidades similares (59% y 41% respectivamente) a la variación genética total de-
tectada. El dendograma construido a partir del coeficiente genético de Jaccard muestra
doce grupos, de los cuales siete contienen aislamientos agrupados por género. De es-
tos siete grupos, cinco contienen aislamientos agrupados en base al huésped de donde
se recolectaron. Los valores de Bootstrap muestran doce relaciones filogenéticas con-
fiables con valores de confianza mayores al 70%. El análisis decomponentes princi-
pales (PCA) produjo seis grupos; cuatro de ellos contienen aislamientos asociados por
género. Estos resultados sugieren la existencia de una diversidad genética consider-
able dentro de la colección de hongos entomopatógenos del INIAP, y una tendencia
de agrupamiento relacionada con el huésped de donde fueron aislados. No se en-
contraron regiones genómicas comunes dentro de las cepas más virulentas de hongos
entomopatógenos. La elevada diversidad genética dentro deesta colección representa
una fuente potencial de genotipos con actividad bioinsecticida potente.

Palabras Clave.Biocontrol, Diversidad Genética, AFLP, Hongos entomopatógenos,
Beauveria, Metarhizium, Verticillium
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Introduction

Entomopathogenic fungi are microorganisms capable of
controlling pest insects that affect economically impor-
tant crops worldwide. Spores of entomopathogenic fungi
germinate and grow upon the cuticles of vulnerable hosts,
and both physical and enzymatic activities produce the
breaking of insect cuticles. This process allows the in-
ternal colonization of the insects by the fungus which
ultimately causes the insects death [1].

Beauveria, MetarhiziumandVerticillium are the most
widely used entomopathogenic fungi genera due to their
high effectiveness as biopesticides. The two mainBeau-
veria species,B. bassianaandB. brongniartii, are fre-
quently employed to control coleopteran and lepidopteran
pests [2];Metarhizium anisopliaeis usually used to con-
trol members of the Isoptera, Orthoptera, Hemiptera and
Coleoptera families [3]. Finally,Verticillium lecanii is
an important fungal control agent of whiteflies and aphids
[4]. In general,BeauveriaandMetarhiziumspecies have
a wide range of possible hosts; however, particular strains
or genotypes usually exhibit a more restricted host range
[2, 3].

Benefits of entomopathogenic fungi usage include: lit-
tle environmental impact, slight detrimental effects on
plants and animals, minor effects on soil microbiota and
little risk to human health [2, 3]. The economic po-
tential of entomopathogenic fungi as biocontrol agents
in agriculture has been evidenced by successful experi-
ences on biological pest management since the 1970s.
China, for instance, usedB. bassianain about 1.05 mil-
lion hectares until the 1980s. Brazil also used this strat-
egy on approximately one million hectares which were
treated, in 2008, withM. anisopliaefor controlling spit-
tlebug [5].

The availability of indigenous virulent fungal isolates
is a determining factor for the success of new biocon-
trol programs, and therefore the collection of indige-
nous strains and the determination of their virulence,
are typically starting points for a biological pest man-
agement implementation [5].

Nowadays, the determination of the genetic diversity of
fungal strains has also become a regular practice in bio-
control research, given that the natural variability is the
main source of new genotypes with biopesticide poten-
tial. Molecular techniques have become frequent anal-
ysis methods, since it is now well-known that morpho-
logical characters such as conidia’s size and shape are
often not enough to reveal differences among species
and/or strains [6]. Numerous studies have used molec-
ular markers and DNA-sequence analysis to evaluate
the polymorphisms in entomopathogenic fungi and to
investigate possible correlations between genotype and
geographical origin, pathogenicity or host range [1, 7–
11].

Ecuador, a megadiverse country, could benefit from the
use of entomopathogenic fungi in crop pest control. Con-
sistent with this idea, INIAP (Instituto Nacional Autónomo

de Investigaciones Agropecuarias) has established a col-
lection of indigenous strains mostly isolated from coleop-
teran species in Ecuadorian highlands. Most of these
isolates have already been morphologically classified
and tested in terms of pathogenicity againstPremnotrypes
vorax, Macrodactylus pulchripes, andMetamasius hemip-
terus; frequent pests of potato, maize and sugarcane, re-
spectively [12–16]. In this study, we employed a modi-
fied AFLP approach to evaluate the genetic diversity of
an Ecuadorian entomopathogenic fungi collection mainly
composed by Beauveria and Metarhizium isolates.

Materials and Methods

Fungal isolates

Forty-two monosporic entomopathogenic fungal isolates
(Table 1) from a collection of INIAP were used in this
study. These isolates represent four different genera
(Beauveria(26), Metarhizium(9), Verticilium (2) and
Candida(1)), plus four unidentified isolates. Forty one
of these isolates came from different locations in Ecuador
and were isolated from corresponding host insects, and
one isolate (V037) came from the United States (Ohio
University collection). All but four isolates (U058, U060,
U061 and U062) were identified at the genus level us-
ing morphological descriptors by INIAP’s researchers.
Each isolate was assigned a code consisting in the initial
letter of the genus, followed by an ordinal number.

DNA Extraction from fungal mycelium

To increase the amount of mycelium available for DNA
extraction, all fungal isolates were grown for one week
in PDA (Potato Dextrose Agar) medium supplemented
with gentamicin (40 mg/L). Agar plugs of 5 mm diam-
eter were taken from the edge of growing mycelium
and transferred to a fresh Petri dish containing PDA
medium. The plates were incubated at 28◦C. Genomic
DNA was isolated using a CTAB-based protocol [17]
with the addition of Sand White Quartz (Sigma) dur-
ing mycelium maceration (1:3 ratio) to efficiently break
the fungal cell walls. One hundred and fifty milligrams
of fungal mycelium from each isolate yielded 30-170
ng/µl DNA, estimated by using a QubitTM fluorometer
(Invitrogen) and a Quant-iTTM dsDNA BR Assay quan-
tification kit (Invitrogen).

Modified AFLP analyses

A modified AFLP approach based on the AFLP Anal-
ysis System 1 (Invitrogen) was used to evaluate the ge-
netic diversity of the fungal collection. Due to the re-
duced number of bands (3-8) generated by PCR ampli-
fication using several combinations of selective AFLP
primers, which was attributed to the small fungal genome
size (Beauveria bassiana: ∼40 Mbp,Metarhizium aniso-
pliae: ∼30 Mbp) [18, 19], the analysis was based on a
double PCR amplification approach using the preselec-
tive combination of EA/MC primers. This strategy pro-
duced clear and informative fingerprint patterns for all
DNA samples analyzed (Fig. 1).
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Isolate code Fungus Species Host
Origin

Locality Province
M001 Metarhizium sp. Macrodactylus sp.adult Alance Pichincha
M004 Metarhizium sp. Scarabaeidae pupa Alobuela Pichincha
M005 Metarhizium sp. Macrodactylus sp.adult Alobuela Pichincha
M007 Metarhizium sp. Macrodactylus sp.adult Alobuela Pichincha
M010 Metarhizium sp. Scarabaeidaelarva El Carmen Bolívar
M032 Metarhizium sp. – – – – – – – – – – – Hilsea (Floriculture Company) Pichincha
M036 Metarhizium sp. Premnotrypes voraxlarva Santa Marta de Cuba Carchi
M100 Metarhizium sp. Scarabaeidaelarva Tablas Bolívar
M101 Metarhizium sp. Scarabaeidaelarva San Franc. de Asapi Bolívar
B012 B.brongniarti Macrodactylus sp.adult San José de Minas Pichincha
B013 Beauveria sp. Macrodactylus sp.adult Alance Pichincha
B014 Beauveria sp. Macrodactylus sp.adult El Carmen Bolívar
B015 Beauveria sp. Unidentified scarab Alance Pichincha
B016 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Chanchaló Cotopaxi
B017 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva San. José de Huaca Carchi
B018 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva San Cristobal Island Galápagos
B021 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva San Francisco
B022 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Trebon Guabug Chimborazo
B023 B.brongniarti Premnotrypes voraxlarva – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –
B024 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva E. E. Santa Catalina Pichincha
B025 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Yacubamba Cotopaxi
B026 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva 4 esquinas Chimborazo
B028 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Huacona San José Chimborazo
B029 Beauveria Premnotrypes voraxlarva Sablog Chimborazo
B030 Beauveria sp. Coleop/Sthaphilidae Tumbaco Pichincha
B031 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Pull Chico Pichincha
B043 Possible Beauveria Scarabaeidaeadult Río Negro
B102 Beauveria sp. Macrodactylus sp.adult Chontapamba
B103 Beauveria sp. Premnotrypes voraxadult Cotojuan Chimborazo
B104 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –
B105 Beauveria sp. Scarabaeidae larva Jhashi Bolívar
B106 Beauveria sp. Scarabaeidae larva S. F. Asapi Bolívar
B107 Beauveria sp. Premnotrypes voraxadult Shaushi Tungurahua
B109 Beauveria sp. Premnotrypes voraxlarva Huacona San José Chimborazo
B110 Beauveria sp. Un-identified scarab Alance Pichincha
V037 Verticilium lecannii – – – – – – – – – – – Ohio University USA
V038 Verticilium lecannii – – – – – – – – – – – Universidad Central del Ecuador Pichincha
C040 Candida sp. Soil Isolate – – – – – – – – – – – Galápagos
U058 – – – – – – – – – – – White Fly nimph Mascarilla V. Chota Imbabura
U060 – – – – – – – – – – – White Fly nimph Mascarilla V. Chota Imbabura
U061 – – – – – – – – – – – White Fly nimph Mascarilla V. Chota Imbabura
U062 – – – – – – – – – – – White Fly nimph EESC Cutuglagua Pichincha

* Except for isolate V037, all strains used in the study were isolated in Ecuador by INIAP (Instituto Nacional Autónomo deInvestigaciones
Agropecuarias). Isolate code consists of the initial of thefungal genus followed by an ordinal number.

Table 1: Passport information of the INIAP’s entopathogenic fungal isolates used in this study.

DNA digestion, adapter’s ligation and preamplification
reactions were performed according to the AFLP Kit
manufacturer’s instructions. A second amplification of
the preamplified DNA samples using the preselective
AFLP primer combination EA/MC was performed to
increase banding intensity on the polyacrylamide gel.
Products were resolved on a 6% polyacrylamide gel in
1X TBE and visualized by staining with AgNO3 follow-
ing the protocol described by Benbouza et al [20].

Statistical analyses

Banding patterns were treated as binary data (each band
in an isolate was scored as 1 if present, or 0 if absent). A
similarity matrix, an UPGMA dendrogram and a princi-
pal component analysis (PCA) comparison matrix were
performed using Jaccard’s coefficient in the NT-SYSpc
(Ver. 2.0) software (Exeter Software, Setauket, NY). A
bootstrap analysis, using the WINBOOT software (Ver,
2.0) (IRRI, Manila, Philippines), was also performed
to evaluate the robustness of the phylogenetic relation-
ships found. Finally, an analysis of molecular variance

(AMOVA) was carried out to calculate genetic variation
between and within groups of the UPGMA dendrogram
by using the GENALEX 6 Software (School of Botany
and Zoology, The Australian National University, Can-
berra, Australia).

Results

Genetic Diversity and Clustering

Double PCR amplification using the AFLP preselective
primer combination EA/MC produced a total of 121 scor-
able bands which were 100% polymorphic for the whole
fungal collection analyzed. The number of bands per
genus was as follows:Beauveria(105 bands),Metarhiz-
ium (44 bands),Verticilium (20 bands),Candida (16
bands) and four unidentified fungal strains recovered
from white flies (Aleyrodidae) (21 bands). All bands
observed within each one of the four genera analyzed
were also 100% polymorphic for all strains of the cor-
responding genus. For example, each one of the 44
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Figure 1: Fingerprint patterns of 12 entomopathogenic fungal isolates, generated by using the preselective primer combination EA/MC,
and visualized by silver staining. A considerable homogeneity among DNA profiles of Metarhizium isolates (lanes I = M001, J = M005, K =
M007 and L = M010) and two of the Beauveria isolates (lanes A = B030 and B = B031), is shown. The rest of lanes correspond to C = B029,
D = V037, E = B106 F = M101, G = B104, H = B103.
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Figure 2: Dendrogram based on Jacccard’s similarity coefficient for 41 Ecuadorian entomopathogenic fungal isolates and one isolate
from the USA. UPGMA clustering produced twelve well-definedgroups (A - L), seven of them associated by genera (A, C, D, E, F, I, J).
Five groups, out of twelve, are associated both by genera andhost preference (C, D, E, F, J). Numbers on branches indicatebootstrap
(%) support for 400 replicates. The bootstrap analysis shows twelve trustworthy phylogenetic relations with values higher than 70% of
confidence.

bands displayed by theMetarhiziumisolates analyzed
in this study was absent at least in one isolate from this
genus. The genetic similarity indexes were lower than
0.50 for most of the phylogenetic relationships between
strain pairs. Based on cluster analysis by the UPGMA
method, twelve groups were obtained; seven of them
contained isolates clustered by genus (Fig. 2). From
these seven groups, five contained isolates also clus-
tered by the host from which they were recovered. Ac-
cording to the AMOVA analysis, within-group differen-
tiation and between-group differentiation accounted for
41% and 59% (prob.: 0.591) of the whole variation ob-
served, respectively.

Five groups (A, C, D, F, I), out of twelve defined, are
constituted exclusively byBeauveriaisolates. Based on
the number of isolates included, group C constitutes a
major cluster (10 isolates) whereas groups A, D, F, & I
are minor clusters (2-4 isolates). Group C contains iso-
lates recovered fromPremnotrypes voraxlarvae (B021,
B022, B024, B025, B028, B031, B103 & B104) with
two exceptions, B030 and B106. The highest levels of
genetic similarity (Jaccard’s coefficient) amongBeau-
veria isolates of the collection were showed by strain
pairs within this cluster: B022 & B104 (0.86), B025 &
B030 (0.84), B025 & B031 (0.82), and B030 & B031
(0.976). This last pair represents isolates from two dif-
ferent hosts in two distinct locations (Tumbaco and Pull
Chico, Pichincha – Ecuador). Group A contains iso-

lates obtained fromPremnotrypes voraxlarvae (B017,
B023), aMacrodactylus sp.adult (B102) and aScarabaei-
dae larva (B105). Group D is constituted by strains
B012, B013 & B014; all of them recovered fromMacro-
dactylus spadults. Group F contains isolates B026 and
B029, both of them recovered fromPremnotrypes vo-
rax larvae. Finally, Group I is constituted by two strains;
B110, isolated from an unidentified beetle (Coleoptera),
and B109, recovered from aPremnotrypes voraxlarva.
B016, also obtained from aPremnotrypes voraxlarva,
appears as an independent lineage not closely related to
the rest of theBeauveriagroups (Fig. 2).

Even though allMetarhiziumisolates are not clustered
together in a unique group, there are two well defined
groups, E and J, constituted exclusively byMetarhiz-
iumstrains. Group E enclosed four fungal isolates, three
of them (M001, M005, M007) recovered fromMacro-
dactylus sp. larvae, and one (M010) obtained from a
Scarabaeidaelarva. Interestingly, despite isolates M005
& M010 were recovered from different hosts in different
locations (Alobuela and El Carmen, respectively), they
presented the highest level of genetic similarity (0.97)
among isolates of this cluster. Isolates M005 & M007
share the same site of collection (Alobuela, Pichincha
– Ecuador) and both were isolated fromMacrodacty-
lus sp. larvae, but they exhibit lower genetic similarity
(0.74) than isolates M005 & M010. Finally, Group J
consists of two strains, M100 and M101, which were
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Figure 3: Principal component analysis on 41 Ecuadorian fungal isolates and one isolate from the USA based on preamplification AFLP
data. Group 1 is composed exclusively by Metarhizium isolates, whereas groups 2, 3 and 4 include Beauveria isolates only. Groups 4 and 6
are heterogeneous sets which enclose different genera isolates.

isolated fromScarabaeidaelarvae.

The twoVerticilium lecaniistrains included in this study
have been assigned to separate groups (B and G) of
the dendrogram. Group B is a heterogeneous cluster
formed by three fungal isolates belonging to three dif-
ferent genera; V037 (Verticilium lecanii), C040 (Can-
dida) and B018 (Beauveria). B018 and C040 share the
same site of origin, the Galapagos Islands, but belong
to different genera and are genetically dissimilar (0.21
similarity). Group G enclosed the secondVerticilium
lecaniistrain (V038), and twoMetarhiziumisolates (M004,
M036). M004 and M036 were recovered from different
host species in Alobuela (Pichincha, Ecuador) and Santa
Martha de Cuba (Carchi, Ecuador), respectively.

Fungal isolates which lack morphological identification
are placed in groups H (U058, U062) and K (U060,
U061), associated with twoBeauveria spp. strains; B015
for Group H and B107 for Group K. The genetic sim-
ilarity among isolates conforming clusters H and K is
considerably low, in both cases lower than 0.31. Finally,
different genera strains M032 (textitMetarhizium) and
B043 (textitBeauveria) are grouped together in Group
L.

It is important to observe that the geographical origin
of the strains from the INIAP’s collection is diverse;
thus, UPGMA grouping does not suggest a correlation
between the origin of the host insects and the phyloge-
netic relationships between the fungal strains isolated
from them.

The bootstrap analysis performed showed twelve reli-
able phylogenetic relationships, seven of them with val-

ues higher than 90% of confidence, and the remaining
five with values above 70% (Fig. 2).

PCA dispersion Analysis and Fungal Virulence

The two-dimensional PCA dispersion plot matches to
a great extent the results produced by the dendrogram
generated by the UPGMA cluster analysis. Four groups,
out of six defined, can be easily related to the UPGMA
dendrogram; Group 1 (formed exclusively byMetarhiz-
ium isolates) corresponds to Group E from the dendro-
gram, and collectively groups 2, 3 and 4 of the PCA dis-
persion plot (formed exclusively byBeauveriaisolates)
corresponds exactly to Group C from the dendrogram
(Fig. 3). The remaining two groups of the PCA dis-
persion plot, 5 and 6, are heterogeneous sets formed by
varied fungal isolates (Beauveria, Metarhizium, Verti-
cilium, andCandida) (Fig. 3).

Although B018, M005 and M101 are typified by the
INIAP researchers as the most virulent fungal isolates
of the collection, they did not group together in the PCA
dispersion plot. Also, we did not find common genomic
regions (bands) exclusively present among these viru-
lent entomopathogenic fungi strains.

Discussion

We found high genetic diversity within the entomopatho-
genic fungal collection analyzed (121 polymorphic bands).
The AMOVA analysis established that between-group
variation (59%) was only slightly higher than within-
group variation (41%) of the strains. These data sug-
gest that the majority of groups associated by genera
are probably conformed by more than one species of
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the same genus. Fungal strains of most of the groups
in the dendrogram showed genetic similarity indexes
lower than 0.50, except for group C (Beauveria), E (Me-
tarhizium.) and I (Beauveria), where strains displayed
indexes above 0.50 in most cases, and even over 0.70
for some strain pairs (Fig. 2). Group C, besides be-
ing a genetically homogeneous cluster, is almost en-
tirely constituted byBeauveriastrains recovered from
Premnotrypes vorax. These results resemble to those
of a PCR-RAPD genotyping study ofB. bassiana[21],
where 80% of 276 bands obtained were common to all
strains recovered fromDiatraea saccharalis. In con-
trast, while groups A, D and F are clusters completely
comprised byBeauveriaisolates, they exhibit low ge-
netic similarity between strains (indexes below 0.50).
Specifically, group A is a genetically dissimilar cluster
which encloses isolates recovered from different coleop-
teran hosts (Premnotrypes vorax, Macridactylus, and an
unidentified Scarabid), and groups D and F are clus-
ters conformed by genetically dissimilar isolates which
share the same host of origin. The data from group A
resemble the results of a study carried out using PCR-
RAPD and RFLP markers [22] where high genetic dis-
similarity was revealed amongB. bassianastrains de-
rived from different coleopteran species. The hetero-
geneity shown by the rest of groups of the dendrogram
(constituted byMetarhizium, Verticillium, Candidaand
four un-identified strains) might explain the low genetic
similarity indexes found among their strains.

In the present study, five groups (C, D, E, F and J) were
associated by genus and by their host of origin; how-
ever, the existence of a strict association between a par-
ticular entomopathogenic fungal strain and the host in-
sect of which it came from seems to be improbable.
Several publications [1–3, 23, 24] have pointed out the
capability of entomopathogenic fungi to exhibit cross-
infectivity. Our results show some correlation between
genus and host of origin, suggesting a relative ability
of particular fungal strains to more easily infect cer-
tain host insects. Indeed, B030 & B031 from groups
C (Beauveria sp.) and M005 & M010 from Group E
(Metarhizium sp.), which turned out to be highly ge-
netically similar, were recovered from different host in-
sects, evidencing exceptions to this general tendency
even within host-associated groups. The high genetic
similarity (0.97) between isolates M005 and M010, which
were obtained from distinct locations besides of com-
ing from different hosts, is also not a rare outcome as
evidenced by other reports [7, 25, 26]. The opposite
phenomenon was also evidenced in this study and has
been previously documented as well by other studies
[21, 27]; isolates M005 and M007 which came from the
same host insect (Macrodactylus sp.adults) and loca-
tion (Alobuela, Pichincha) showed less genetic similar-
ity between them (0.74) than other strain pairs analyzed
in this study.

Similarly to what was found in this study, Poprawski
et al. [7] and Mugnai et al. [8] found apparent cor-

relations between genotype and host preference using
isoenzymatic markers. Other studies performed using
RFLP markers and ITS region-analysis [9, 10] have also
established correlations between molecular variation of
Beauveriastrains and their host range. Interestingly,
Bidochka and Small (Bidochka and Small 2005 in Zim-
mermann 2007 [2]) concluded, based on population ge-
netics studies, that an association ofM. anisopliaegeno-
types occurs with host insect preference in tropical and
subtropical regions and with habitat type in temperate
and polar regions. Although almost all isolates from
INIAP’s collection came from Ecuadorian highlands,
Ecuador is geographically located in the tropics; there-
fore, this conclusion seems to agree with our results.
Despite these evidences, other studies have found no as-
sociations between genotype and host preference or ge-
ographic origin. For instance,Bidochka et al. [26] did
not find evidence of clustering by host preference inM.
anisopliaeandM. flavovirideusing PCR-RAPD mark-
ers. Analogously, Coates et al. [28] reported insufficient
statistic evidence to correlate the BbMin1 minisatellite
sequence, employed to analyze aB. bassianacollection,
neither with host preference nor with geographic origin.

As stated earlier, the most virulent fungal strains of the
collection (B018, M005 and M101) were genetically
dissimilar. So far, a clear correlation between genotype
and pathogenicity has not been established due to incon-
gruous results. Several studies have found high genetic
similarity among virulent isolates of the same species
[9, 11, 29], whereas others have demonstrated consid-
erable genetic variation among virulent fungal strains
of the same species affecting a certain host insect [27,
30]. To explain the genetic homogeneity among certain
virulent strains, some researchers have proposed viru-
lence may be the result of minor variations of a com-
mon genotype [11]. Alternatively, others have inter-
preted these findings as the capacity of specific fungal
genotypes to infect a particular host species [9]. In con-
trast, the genetic dissimilarity found among other vir-
ulent fungal isolates recovered from a particular host
species has been explained as the presence of two or
more infective strains living in sympatry [27]. The phy-
logenetic divergence found between B018 (Beauveria)
and M005 & M101 (Metarhizium) is reasonably expect-
able because of the different taxa they belong to. How-
ever, the lack of grouping between virulent strains M005
and M101 suggests they are probably differentMetarhiz-
iumspecies capable of infecting Scarabaeidae hosts, and
therefore, their genomes differ considerably. Other stud-
ies [21] have reported dendrogram grouping of virulent
entomopathogenic strains, hypothesizing the sharing of
a genetic component related to pathogenicity among them.
Our virulent isolates (B018, M005 and M101) did not
share distinctive bands, and did not group together nei-
ther in the dendrogram nor in the PCA dispersion plot.
These results may suggest virulence has different ge-
netic components in each strain or maybe the technique
used in our analysis could not reveal the common ge-
nomic region responsible for virulence among these strains.
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A possible explanation for the grouping of B018 (Beau-
veria sp.) and C040 (Candida sp.) into the same cluster
(Group B) is the sharing of homologous genomic re-
gions related to their surviving capability in the Gala-
pagos Islands’ ecosystems with specific environmental
conditions. Additionally, the grouping of unidentified
isolates (U058, U060, U061 and U062) with two Beau-
veria strains (B015 and B107) in the dendrogram may
suggest these isolates belong to the genusBeauveriaor
to another entomopathogenic genus closely related to
it. Also, the genetic similarity index between M032
(Metarhizium) and B043 (Beauveria) was 0.50, suggest-
ing a morphological identification error of B043, whose
genus was suggested by INIAP to beBeauveria. This
last observation is a possible explanation for the lack
of grouping between the twoVerticillium lecaniistrains
and the twoB. brongmiartiistrains present in our collec-
tion. Finally, it is important to observe that the lack of
correspondence among some of the results from several
studies regarding phylogenetics and correlations genotype-
geographic origin, genotype-host preference and genotype-
virulence is probably due to the using of different DNA-
analysis techniques, which may screen different genomic
regions, generating diverse outcomes [31].

The results from this study demonstrate that the mod-
ified AFLP technique described in this paper was ef-
fective to evaluate the genetic diversity of the INIAP’s
entomopathogenic fungi collection. The technique de-
tected high genetic diversity among the isolates and a
correlation between some isolates and their host prefer-
ence. The data generated in this study encourages fur-
ther research on Ecuadorian native entomopathogenic
fungi, where virulent genotypes that could be used in
biological pest management could be found.
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Abstract

In The Palmar Viejo de Parrita and the patches of the successional forests of La Selva
Research Station, it’s been studied the ants (Hymenoptera)as a morpho-species (as a lackof
taxonomic key). Systematic sampling methods were developed, using as bait to attrack the
ants sardine placed inside open flasks. The results showed that in The Palmar Viejo de
Parrita, the Bases of the Palm trees, were more variable in matters of morpho-species of
ants than it Between Four Palm trees. A greater rate of diversity was shown at the Base of
the Palm trees in relationship to the samples taking in betwee four palm trees. The similarity
and traslaping rates between the two plots of African palm trees (Elaeis guineensis), were
closet o an average value. Neverthelees, the successional forests from La Selva are richer
in ant morpho-species than The Palm trees forests found in Parrita. The most diverse forest
was that one of 0-1 years old the highest similarity rate was found in the forest of 3-4 years
old. The percentual traslaping rate of the patches of successional forest from La Selva, are
closet o the average. Parrita and La Selva are diferent in species variability. The patches of
forests found at La Selva are slightly more diverse than those of Palmar Viejo de Parrita.
The similarity rates of the tree plots found at La Selva Research Station are slightly greater
than those of Parrita the traslaping rates of Parrita and La Selva Research station are clase
to the average.

Keywords. Ants diversity, dry and humid forests, Costa Rica

Resumen

En El Palmar Viejo de Parrita y en los parches de bosques sucesionales de la Estación Bi-
ológica La Selva, se estudiaron las hormigas (Himenóptera)como morfo-especies. Méto-
dos de muestreos sistemáticos fueron desarrollados, usando como cebo atrayente de hormi-
gas, “Sardinas” en el interior de frascos destapados. Resultados indican que en El Palmar
Viejo de Parrita, Pie de Palma, fue más variable en morfo-especies de hormigas que Entre
Cuatro Palma. Mayor índice de diversidad presentó Pie de Palma en relación a Entre Cua-
tro Palmeras. Los índices de similitud y traslape entre las dos parcelas de Palma Africana
(Elaeis guineensis), fueron cerca del valor medio. Los bosques sucesionales deLa Selva,
son más variables en morfo-especies de hormigas con relación a Los Palmares de Parrita.
El bosque más diverso en morfo-especies de hormigas, fue el de 0-1 año. El más alto índice
de similitud en morfo-especies de hormigas, fue encontradoen el bosque secundario de 3-4
años. Los índices de traslape porcentual de los parches de bosques sucesionales de La Sel-
va, son próximos a la media. Parrita y la Selva, son diferentes en variabilidad de especies.
Los parches de bosques de La Selva, son ligeramente más diversos que El Palmar Viejo
de Parrita. Los índices de similitud de las tres parcelas de la Estación Biológica La Selva,
son ligeramente superiores a los de Parrita. Los índices de traslape en Parrita y la Estación
Biológica La Selva, fueron próximos a la media.

Palabras Clave.Diversidad de hormigas, bosques secos y húmedos, Costa Rica

Introducción

Himenóptera es uno de los grupos de insectos costar-
ricenses medianamente conocidos a nivel taxonómico
(Figura 1). La diversidad de estos insectos, está rela-

cionada con la humedad del substrato, la estructura del
bosque y la variabilidad climática [1, 2]. Las hormi-
gas como organismos bio-ecológicos, tienen distribu-
ción cosmopolita, con excepciones de los polos y las
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Figura 1: Morfo-especie de hormiga colectada en El Palmar Viejo
de Parrita

regiones más frías y secas del planeta; como son las
zonas de nevado permanente cumbres de los volcanes,
nevados y montes que sobrepasan los 3000msnm [1].
En América Central, Costa Rica es uno de los países
de mayor diversidad de hormigas con algunas familias,
géneros y especies de amplia distribución en todo el país
[3].

Parrita es un lugar relativamente seco, uniforme y de
una aparente baja diversidad biológica, debido a fac-
tores físicos como el tiempo de uso científico de los
palmares de Palma Africana (Elaeis guineensis). En La
Selva, el mayor énfasis, está en las investigaciones de
cómo las interacciones, incluida la sucesión de bosques,
ayudan a generar la alta diversidad de especies tropi-
cales [4]. Costa Rica entre los países centroamericano
es uno de los que mantiene una amplia gama de esce-
narios de alta, media y baja diversidad de especies de
flora y fauna; dentro de todo este contexto se incluyen
la diversidad de familias, géneros y especies de hormi-
gas en todo el país [3, 5].

En Finca La Selva, hasta 1987, se tenían cinco parch-
es sucesionales de vegetación para experimentación, a
las que se las había clasificado de acuerdo al tiempo
de talados; de 0-1 hasta 4-5 años. Como también ex-
istían bosques primarios o no perturbados (nunca tala-
dos), para en el futuro efectuar comparaciones en tiem-
po de restauración con las anteriores, y para observar
cuan rápida es la regeneración en los bosques muy húme-
dos, como es el caso de Finca La Selva. Por otra parte
el Palmar Viejo de Parrita, es otro de los lugares usa-
do por los estudiantes del curso de “Ecología de Pobla-
ciones” que realizan trabajos de interacción ecológica,
para lo cual son entrenados como biólogos. El trabajo
aquí expuesto, es producto de este curso durante enero
y febrero de 1987.

El objetivo de este trabajo fue realizar comparaciones
entre lugares húmedos (Estación Biológica Finca La Sel-
va) y secos como el Palmar Viejo de Parrita, y conocer si
la diversidad de hormigas de ambos lugares, era igual o
diferente; como en cualquiera de los parches de bosques
sucesionales, ya fueran intervenidos o no por el hombre.
Otro de los objetivos fue averiguar si la diversidad de
hormigas disminuía de acuerdo a la alta o baja precip-
itación, como es el caso de los lugares Parrita y Finca

Figura 2: Ubicación de los dos lugares (Parrita y la EstaciónBi-
ológica Finca La Selva), donde se realizaron los muestreos de las
hormigas

La Selva; entre los dos lugares existe una gran diferen-
cia en las condiciones climáticas y diversidad biológica
[4, 5]. Trabajos como este se podrían desarrollar entre
los diferentes escenarios de bosques secos y húmedos
del Ecuador, como uno de los países mega diverso de
Sudamérica.

Metología

Área de estudio

El clima en la zona y pueblo de Parrita es seco <700
mm de precipitación anual y rodeada de parcelas de
frijoles y palma africana (E. guineensis), bosque inter-
venido en su totalidad. Mientras que en la Estación Bi-
ológica La Selva, son bosques húmedos y muy húmedos
>3000 mm de precipitación promedio anual y mantiene
bosques primarios y secundarios experimentales [3, 4].

Este estudio se desarrolló en una zona ubicada entre El
Palmar Viejo de Parrita (9◦31’17,26” N y 84◦19’ 40,98”
O.) del 13 al 14 de enero de 1987 y en la Estación Bi-
ológica La Selva (10◦25’ 58,74” N y 83◦59’ 31,50” O.)
del 20 al 21 de Febrero del mismo año (Figura 2).

En El Palmar Viejo de Parrita, cebos fueron colocados
en pie de palma, (dos filas, 20 palmeras) y Entre Cuatro
Palmas, para lo cual, se usaron cuatro filas de palmas y
para colocar los cebos se tomó como relación los pun-
tos equidistantes entre las cuatro palmeras. Como cebo
atrayente de hormigas, tanto en Parrita como en Finca
La Selva, se usó sardina, de la que se tomaron pequeños
pedazos y fueron colocados en el interior de los frascos
destapados, 20 para cada sitio. La colocación y levan-
tamiento de los cebos en los lugares de estudio, se efec-
tuó desde las 9h10 hasta las 10h10, luego, se procedió a
tapar, recoger los frascos y trasladarlos al laboratorio.

Los tres parches de bosques de Finca La Selva, uno de-
nominado primario o no intervenido por el hombre y
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Bosques
Palmares Viejos de Parrita∗ Sucesionales

de la E. B. Selva
# especie C.V.( %) 4P. C.V.( %) Pie P. B.P. ( %) BS-0 a 1 año BS-3 a 4 años

1 54,5* 39,0 77,0* 52,5* 52,0*
2 14,9 39,0 0,0
3
4 49,0 78,0* 63,0* 78,0*
5 0,0 0,0 68,0* 53,0*
6 78,0*
7 84,0* 78,0*
8 0,0 59,0* 0,0
9 78,6* 0,0
10 68,7* 0,0
11 49,0 16,0 68,0* 0,0
12
13
14 67,0*
15

∗En Parrita Entre Cuatro y Pie de Palma, estuvieron cuatro de las siete especies agrupadas. En los tres parches de bosques,de la Estación Biológica
Finca La Selva, las ocho especies estuvieron agrupadas. (4P= Entre Cuatro Palma; Pie P = Pie de Palma; *=Agrupadas)

Tabla 1: Coeficientes de Variación (C.V.) de morfo-especiesde hormigas en el Palmar Viejo de Parrita y de los bosques sucesionales de la
Estación Biológica La Selva

dos secundarios (perturbados), con diferentes tiempos
de talados (de 0 a 1 y el otro de 3 a 4 años). Se tomaron
estos tres diferentes tipos de bosques, para compararlos
con los dos de los palmares viejos de Parrita y el parche
de bosque no intervenido se lo uso como control. En
los mencionados parches de bosques, también se usaron
20 frascos destapados conteniendo el mismo cebo antes
indicado, y fueron expuestos desde las (9h10-10h10),
luego fueron tapados, recogidos y trasladados al labora-
torio, donde fueron separadas por grupos.

Es importante indicar que se decidió trabajar a nivel de
morfo-especies, por falta de clave taxonómica precisas
para la identificación de cada una de las especies de
hormigas presentes en las muestras.

Análisis de los datos

Para observar cuan variables en morfo-especies de hormi-
gas, eran las dos parcelas en Parrita y las de la Estación
Biológica La Selva, se uso el coeficiente de variación
(C. V.). Para conocer la gran diversidad en morfo-especies
de hormigas de las parcelas (BS = Bosque Secundarios)
y sin perturbación (BP = Bosque Primario o control), se
uso el índice de diversidad de [6]. Para determinar se-
mejanzas en morfo-especies de hormigas entre las dos
parcelas, se uso el índice de similitud de [7] (Tabla 3).
Para observar si existía traslape de nicho en número de
morfo-especies de hormigas entre los dos parches de
bosques de Parrita vs La Selva, se uso el Cociente de
Comunidad o Traslape Porcentual de [8]. Se uso el pa-
quete estadístico SPSS, para correr las pruebas de ANO-
VA, Chi-Cuadrado y U de Mann Whitney, para la com-
paración de la diversidad entre los dos ambientes, y las
especies compartidas entre los dos (el BP y los BS) de
Finca La Selva y el palmar viejo de Parrita [9].

Resultados

El Palmar Viejo de Parrita

A) Entre Cuatro Palmas, en 13 de los 20 frascos es-
tuvieron presentes solamente cuatro morfo-especies de
hormigas lo que representa el 65 %. B) En Pie de Palma,
de las 20 muestras, 16 estuvieron con el insecto en es-
tudio (80 %), y se cuantificaron siete especies entre las
dos parcelas (D = 0,84). Los coeficientes de variación
se ubicaron entre agrupadas y dispersas (C.V. = 14.9-
84.0 %) (Tabla 1). No se encontró diferencia estadística
en el número de morfo-especies entre los dos tratamien-
tos, (U9 = 28; P >0,05). El índice de diversidad fue (D
= 0,68), para las muestras al Pie de Palma (D = 0,51) y
Entre Cuatro Palmeras. El grado de similitud en morfo-
especies, Entre Pie y Cuatro Palma fue (SAB = 0,54).
El índice de traslape de nicho entre ambos lugares fue
CXY = 0,36 o el 36 % (Tablas 2, 3 y 4).

Bosques Primario y Sucesionales de la Estación Bi-
ológica Finca La Selva

En la Estación Biológica La Selva, ocho morfo-especies
de hormigas (D = 0,88) fueron cuantificadas entre los
tres parches de bosques que se realizo el muestreo.

Bosque Primario (BP; Control) En el parche de bos-
que primario (BP), de los 20 frascos colocados, en 9 de
ellos, se encontraron cinco diferentes-especies de hormi-
gas (45 %). Los insectos en estudio, presentaron coefi-
cientes de variación (C. V. = 68-78 %; Tabla 1). En el
bosque primario, la diversidad de hormigas fue (D =
0,52). El Índice de similitud entre BP vs BS (0-1 año;
fue SAB = 0,67); y entre el BP vs BS (3-4 años; fue SAB

= 0,72). El BP, tuvo un bajo traslape en morfo-especies
de hormigas con los Bosques de 0-1 y 3-4 años (CXY =
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Lugares Parrita BP BS (0-1 año) BS (3-4 años) La Selva
I. D. 0,68 0,52 0,74 0,34 0,71

Tabla 2: Índices de diversidad (I.D.) de morfo-especies de hormigas en Parrita y en los tres parches de bosques de la Estación Biológica La
Selva

Lugares Parrita BP vs BS (0-1año) BP vs BS (3-4años) BS (0-1 vs3-4años) Parrita vs La Selva
I. Similitud (SAB) 0,54 0,50 0,67 0,72 0,78

Tabla 3: Índices de similitud (I.S.) de morfo-especies de hormigas en Parrita y en los tres parches de bosques de la Estación Biológica La
Selva

Lugares Parrita BP vs BS (0-1año) BP vs BS (3-4años) BS (0-1 vs3-4 años) Parrita vs La Selva
I.Traslape (CXY ) 0,36 0,37 0,48 0,65 0,46

Tabla 4: Índices de traslape (I.T.) de nicho de las morfo-especies de hormigas en El Palmar Viejo de Parrita y en los diferentes parches de
bosques sucesionales de la Estación Biológica La Selva

0,37 o el 37 %; 0,48 o el 48 % respectivamente; Tablas 2,
3 y 4). El bosque primario presento dos morfo-especie
de hormigas únicas del lugar.

Bosque Secundario (BS, 0-1 año)En este parche de
Bosque, de los 20 frascos, 16 (80 %), tuvieron del in-
secto en estudio y se determino seis morfo-especies de
hormigas. Los coeficientes de variación fueron (C.V. =
39-68,0 %; Tabla 1), la mayoría se encontraban agru-
padas; excepto una especie. En este bosque, se dio la
más alta diversidad (D = 0,74). El más alto índice de
similitud, se dio entre los BS de 0-1 vs 3-4 años (SAB

= 0,72). El más alto traslape de nicho en morfo-especie
de hormigas, también ocurrió en los mismos bosques
secundarios antes indicados (CXY = 0,65 o el 65 %;
Tablas 2, 3 y 4).

Bosque Secundario (BS, 3-4 años)En los 20 frascos
expuestos, en ocho de ellos, correspondiente al (40 %),
se encontraron cinco morfo-especies del insecto en es-
tudio. Las especies presentes en este bosque estuvieron
más dispersas (3 spp) y agrupadas (2 spp.); el coefi-
ciente de variación se ubico entre (C.V. = 52-78 %; Tabla
1). La diversidad fue baja (D = 0,34) y similar con BS 0-
1 año (SAB = 0,72). Los dos bosques secundarios, com-
partieron (CXY = 0,65 o el 65 %; Tablas 2, 3 y 4).

Comparación entre los sitios (palmar viejo de Parri-
ta vs los parches de bosques sucesionales de la Esta-
ción Biológica La Selva)

El palmar viejo de Parrita vs los dos parches de bosques
de la Estación Biológica La Selva, presentaron coefi-
cientes promedios de variación ligeramente diferentes
(C.V. = 50 y 65 % respectivamente; Tabla 1), y la may-
oría de las morfo-especies estuvieron agrupadas. En los
índices de diversidad, ambos bosques fueron ligeramente
diferentes; Parrita presento (D = 0,84); mientras que en
la Estación Biológica La Selva, fue (D = 0,88). Los
promedios de la abundancia de las morfo-especies de
hormigas entre La Selva y el Palmar Viejo de Parrita,
no fueron diferentes (F1,47 = 1,222, g. l. = 13; P >0,25).
Los índices de diversidad en morfo-especies de hormi-
gas entre Finca La Selva y el palmar viejo de Parrita,
tampoco fueron diferentes (F1,47 = 1,232, g. l. = 13; P
>0,25). En el número de morfo-especies entre los sitios
de muestreo tanto de la Estación Biológica La Selva

como el Palmar Viejo de Parrita no fueron diferentes
(X2

8,09 = 7,87; g. l. = 24; P >0,99). Los índices de simil-
itud entre el Palmar Viejo de Parrita vs La Selva fue
(SAB = 0,52) y compartieron cuatro especies de hormi-
gas (CXY = 0,48 o el 48 %; Tablas 2, 3 y 4).

La comparación estadística entre los parches de bosques
de Finca la Selva en número de especies no fueron difer-
entes (F5,83 = 1,03; g. l. = 1; P >0,50); entre los sitios y
tratamientos tampoco hubo diferencia (F5,83 = 1,28; g.l.
= 1; P >0,30). Los tratamientos entre ellos, igualmente
no presentaron diferencias (F5,83 = 1,11; g. l. = 1; P
>0,48). La intersección entre los parches de bosques y
sitios no fue diferente (F5,83 = 1,27; g. l. = 1; P >0,54).
Entre tratamientos y especies no presentaron diferencias
(F5,83 = 0,000; g. l. = 1; P >0,99).

Discusión

En base de los resultados obtenidos, se infiere que los
frascos sin hormigas en todos los parches de bosques
que se realizó el muestreo; tanto en la Estación Biológi-
ca La Selva como en El Palmar Viejo de Parrita, se debe
a (1) que coincidieron colocarse en lugares donde no
habían galerías de hormigas, (2) ausencia de nidos cer-
canos (3) que el cebo no era el adecuado. (4) El alto
índice de diversidad en pie de palma se debe a la ausen-
cia deSolenopsissp. (Hormiga de fuego); mientras que
el mediano índice de diversidad entre cuatro palma, es-
tá relacionado con la frecuencia extrema deSolenop-
sis sp en la mayoría de las muestras. Cabe mencionar
queSolenopsis, es una especie de hormiga muy agre-
siva, territorial y depredadora; donde ella habita, dis-
minuyen otras especies de insectos incluida otras es-
pecies de hormigas [10–12]. También es una especie
cosmopolita y relacionada con el hombre; ella para tras-
ladarse en ocasiones lo hace en ciertos animales, equipa-
jes que el hombre utiliza en su traslado y en balsillas de
madera en los ríos [13, 14].

En el Palmar Viejo de Parrita, Entre Cuatro y Pie de Pal-
ma, cuatro de las siete especies estuvieron agrupadas,
correspondiente al 57 % del total de las especies en los
dos parches, las remanentes morfo-especies, estuvieron
dispersas. Parrita es un bosque seco y sumamente in-
tervenido. Mientras que en los dos parches de bosques
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sucesionales de la Estación Biológica La Selva, siete es-
tuvieron agrupadas, el 88 % del total de especies, y los
parches de bosques de La Selva, se ubican en una zona
muy húmeda de Costa Rica. En el primer caso (Parri-
ta, bosque seco), las hormigas deben dispersarse para
conseguir agua y alimento disponible [5, 10, 15]. En el
segundo caso (bosques sucesionales de la Estación Bi-
ológica La Selva, es una zona muy húmeda, las hormi-
gas no requieren de una mayor dispersión para encontrar
agua y alimento, bosques húmedos mantienen una al-
ta diversidad de invertebrados, que son presa disponible
para las hormigas [16, 17].

En las dos parcelas analizadas en El Palmar Viejo de
Parrita, la diversidad de hormigas fue ligeramente in-
ferior a la observada en las dos parcelas de bosque in-
tervenido de la Estación Biológica La Selva. Esto indi-
ca que en La Selva, los parches de bosques perturba-
dos, son diferentes a las de El Palmar Viejo de Parrita,
por la exhuberancia de la vegetación asociada al clima,
la humedad, y con ello, la disponibilidad de alimento.
Bosques muy húmedos presentan mayor afloramiento
de morfo-especies de hormigas; bosques secos plantean
generalmente bajo afloramiento de hormigas [1, 6, 11].
Entre los parches de bosques que se realizo el muestreo
en Finca La Selva, el bosque que presento mayor di-
versidad en morfo-especies de hormigas, es el de 0-1
año. Esto puede deberse a que en el mencionado bosque
durante el día, ocurre más radiación solar, por la poca
cobertura y altura de la vegetación circundante, por ello
lo frecuentan mayor cantidad de insectos, mientras que
no ocurre así, en bosques con altura y cobertura mayor.
Los otros dos bosques remanentes son también diversos
en morfo-especies de hormigas; pero con valores liger-
amente inferior.

En El Palmar Viejo de Parrita, los índices de similitud
entre las dos parcelas, son inferior a los ocurridos en
las parcelas de la Estación Biológica La Selva; pero en-
tre Parritavs. La Selva el índice de similitud fue mayor
de 0,50; los dos lugares son ligeramente similares en
morfo-especies de hormigas. Bosques secos son menos
similares a los muy húmedos; especies de bosques sec-
os son particulares de ese ambiente como también las
de bosque muy húmedo [11]. La sucesión de bosques
genera alta similitud entre los parches sucesionales en
una determinada área, donde se trata con bosques exper-
imentales [15]. Los bosques primario (control) y secun-
dario de 3-4 años, fueron semejantes en morfo-especies
de hormigas. El número de especies de hormigas de
la Estación Biológica La Selva, son ligeramente simi-
lares con las encontradas en Parrita; posiblemente esto
se debe a que algunas especies del insecto en estudio po-
drían ser cosmopolitas, distribuyen indistintamente sin
que importe las condiciones climáticas del país.

Entre las parcelas de El Palmar Viejo de Parritavs las
parcelas de la Estación Biológica La Selva, los valores
de los índices de traslape son próximos a la media. Prob-
ablemente están relacionados con la distancia geográfi-
ca, donde se ubican los dos lugares en estudio. Se an-

ota que los bosques secos altamente intervenidos ofre-
cen bajos traslapes con bosques muy húmedos [8]. Lo
que podría estar relacionado con la distancia, en que
se encuentra Parrita (Bosque seco) con relación a las
parcelas sucesionales de la Estación Bilógica La Sel-
va (Bosque muy húmedo). El porcentaje más alto en
traslape de nicho en morfo-especies, lo muestran los
bosques secundarios de 0-1 y de 3-4 años. Mientras tan-
to que en los demás parches de bosques, las especies
están en menor grado porcentual traslapadas con otros
bosques. Los bosques intervenidos como el no pertur-
bado (control) de la Estación Biológica La Selva, com-
partieron con El Palmar Viejo de Parrita cinco morfo-
especies de hormigas de ocho y siete registradas en las
muestras; la distancia entre Parrita y La Selva son aprox-
imadamente 120 Km en línea recta. Por consiguiente el
traslape de especies entre los dos sitios de muestreo es
más que el 50 %.

Conclusiones

En el Palmar Viejo de Parrita, Pie de Palma, fue más
variable en morfo-especies de hormigas que Entre Cu-
atro Palma. Mayor índice de diversidad presento Pie de
Palma en relación a Entre Cuatro Palmeras. Los índices
de similitud y traslape entre las dos parcelas de Palma
Africana, fueron cerca al valor medio.

Los bosques sucesionales de la Estación Biológica Fin-
ca La Selva, son más variables en morfo-especies de
hormigas. El bosque más diverso en morfo-especies de
hormigas fue el de 0-1 año. El más alto índice de simili-
tud en morfo-especies de hormigas, fue encontrado en el
bosque secundario de 3-4 años. Los índices de traslape
porcentual de los parches de bosques sucesionales de la
Estación Biológica Finca La Selva, son próximos a la
media.

Parrita y la Selva, son diferentes en variabilidad de es-
pecies. Los parches de bosques de La Selva, son ligera-
mente más diversos que El Palmar Viejo de Parrita. Los
índices de similitud de las parcelas de la Estación Bi-
ológica Finca La Selva son ligeramente superiores a los
de Parrita. Los índices de traslape en ambos lugares, son
próximos a la media.
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Abstract

There has not been performed any kind of evaluation of the plantations of Teak to this
date at the Tropical Experimental Research Station Pichilingue of INIAP (EETP-INIAP)
in order to determine the particular characteristics of these stands; as well as the objective
of putting to use the production of seeds as aim to carry out article 9 of the Normative
of Forest Seeds. This current study is focussed on collecting information that can be uti-
lized to select a suitable and efficient action plan to implement in the usage as well as the
administration of the plantations. The obtained data in this investigation demonstrate that
the methodology proposed to evaluation of quality and assessment of forest plantations,
and was applied on 2570 Teak trees, is of little suitable. This is due to the fact that 46 %
of the variables are not relevant or useful to the characterisation of the phenotypes of the
Teak trees and this has direct incidence to costs and effectiveness of the method. Current-
ly the effect of the influence of location quality in relationto the specific phenotypically
characteristics of Teak, is being studied where the new methodology is being proposed to
facilitate the characterisation of the phonology of Teak. In this study the relative spacing
index (NG) fluctuate between 1,32 and 1,48, which means that all of the forest stand would
be lowly heavily thinned. With this treatment all of the forest stands of the EETP-INIAP
would belong to the category of Source of Collected Seeds. The maximum heights obtained
between 27,01; 26,52; 23,78; and 22,60 m, the age being 25 years and a growth between
6 and 9 m3 ha−1 per year demonstrate that the EETP-INIAP is an excellent place for the
growth of Teak trees.

Keywords. Multivariate Analysis, Water Balance, Phenotypical Characteristic, Thinning
Intensity, Weibull Function

Resumen

La principal fuente semillera de teca (Tectona grandis) del Ecuador se encuentra en la
Estación Experimental Tropical Pichilingue del INIAP (EETP-INIAP). El presente estu-
dio puede ser empleado para escoger apropiadamente un plan eficiente de acciones para
plantaciones de teca, con el propósito de cumplir con el artículo 9 de la Normativa de
Semillas Forestales del Ministerio del Ambiente del Ecuador (MAE). Los datos obtenidos
demuestran que,aplicando la metodología propuestapor varios autores para medir la cali-
dad de plantaciones en la evaluación de calidad y valoraciónde plantaciones forestales en
el Ecuador y aplicada a 2570 árboles de teca de la EETP-INIAP es de baja adaptación,
debido a que un 46 % de las variables no son relevantes y útilespara la caracterización
fenotípica de las mismas, lo cual tiene directa incidencia en costos y eficacia del método.
Actualmente se está estudiando los efectos de la influencia de las calidades de sitio sobre
las características fenotípicas específicas de la teca y se presenta una nueva metodología
para la caracterización fenológica de la teca. En este estudio, el índice de tipo de raleo (NG)
fluctúa entre 1,32 y 1,48, de ahí que éstos serían ligeramenteraleados. Con este tratamiento,
todos los rodales de la EETP pertenecerían a la categoría de Fuente Semillera Selecciona-
da. Las alturas máximas obtenidas de 27,01; 6,52; 23,78 y 22,60 m, a la edad de 25 años
y crecimientos entre 6 a 9 m3 ha−1 año. Esto datos demuestran que, la EETP-INIAP es un
excelente lugar para el crecimiento de la teca.

Palabras Clave.Análisis Multivariado, Balance Hídrico, CaracterísticasFenotípicas, In-
tensidad de Raleo, Función Weibull

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/B64-5-1-2013
Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B64-B75



Cañadas et. al Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B64-B75

Introducción

En el Ecuador de acuerdo a SENPLADES, el sector
forestal y la reforestación son considerados como prio-
ridad para el Estado. Así, el MAE, 2005 reporta que,
las tierras con potencial para ser reforestadas alcanzan
una extensión de más de 2 millones de hectáreas, con-
cluyéndose la evidente potencialidad productiva fores-
tal del Ecuador, en términos de ventajas comparativas,
que no está siendo debidamente utilizada. Concomitan-
temente con esto, se están creando varios programas
para promover plantaciones forestales productivas, es-
tablecer sistemas agro-silvopastoriles y plantaciones de
protección, con la finalidad de recuperar áreas degradadas
y al mismo tiempo generar fuentes de ingreso para los
productores, a través de la producción forestal. Como
ejemplos se pueden mencionar: 1) el Plan Nacional de
Reforestación creado en el 2005 en el Perú que pre-
tende establecer cerca de 900000 ha. de plantaciones
comerciales y de protección ambiental; 2) el gobierno
del Pará, Brasil a través del Programa “Un Billón de
Árboles” procura incentivar a 120 mil productores fa-
miliares para que planten especies forestales. El Plan
Forestal del MAGAP en el Ecuador incentiva a pro-
ductores familiares para que establezcan 1’000000 ha.,
de plantaciones sociales y sistemas agroforestales en 20
años [1]. El criterio de selección de especies para la pro-
ducción de madera ha sido mayormente dirigido hacia
especies que asignan una mayor proporción de biomasa
para suministro de madera y tener un fuerte control de
crecimiento apical [2]. De ahí que, el 85 % de las planta-
ciones forestales en los trópicos han sido establecidas
especialmente con únicamente tres géneros:Pinus, Eu-
calyptusy Tectona[3]. Para el año de 1999, existió una
estimación de entre 8 a 11,1 millones de hectáreas re-
forestadas en Latino América, la mayoría de las planta-
ciones se ha realizado con especies con altos niveles de
crecimiento, no nativas como las especiesPinusy Eu-
calyptuspara la extracción de madera [4]. Para el 2004,
Evans y Turnbull [2] resaltan que, las plantaciones fore-
stales en América Latina se han concentrado en muy
pocas especies exóticas, pero muy bien conocidas. Por
ejemplo,Tectonagrandis,Acacia sp.y Eucalyptussprepre-
sentaron más del 51 % del total de las reforestaciones
realizadas en el Neotrópico [5]. De acuerdo a Pérez y
Kanninen [6] en Costa Rica como en otros países, la
mayoría de plantaciones de teca no han alcanzado las
expectativas productivas. Entre las principales causas se
puede mencionar a la inapropiada selección de sitio, uti-
lización de un pobre material genético de plantación y
una falta de un manejo silvicultural apropiado. No obs-
tante, la teca (TectonagrandisL.) ha sido una de las prin-
cipales especies para aprovechar las oportunidades de
inversión debido a su alta calidad de madera y exce-
lente rendimiento en crecimiento [7]. CORMADERA/
OIMT 2001 reporta que, la teca en el Ecuador fue intro-
ducida al país hace más de 50 años, siendo la provincia
de Los Ríos uno de los nichos de adaptación y desarro-
llo de esta especie, por lo que se convirtió en la princi-

pal fuente de semillas para el establecimiento de planta-
ciones comerciales de esta madera exótica en el país.
Aunque la actividad forestal se ha incrementado en los
últimos años, no se ha dado énfasis a la calidad del ma-
terial reproductivo que se está utilizando, especialmente
para optimizar su potencial de producción. De acuer-
do a CORMADERA/OIMT 2001, la principal fuente
semillera de teca que se ha utilizado en el Ecuador se en-
cuentra en la Estación Experimental Tropical Pichilingue
(EETP) perteneciente al Instituto Nacional Autóno-
mo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubi-
cada en el Cantón Quevedo, Provincia de Los Ríos. En
relación a este tema, en febrero del 2004, el MAE ex-
pidió la normativa sobre semillas forestales, con la fi-
nalidad de: definir indicadores mínimos para la produc-
ción de semillas forestales; establecer mecanismos para
la comercialización de semillas de calidad física y fisi-
ológica razonablemente aceptables; establecer un reg-
istro de fuentes semilleras, productores, comerciantes
e inspectores de semillas forestales; crear un banco de
datos de semillas forestales, que permita identificar las
mejores progenies según las especies; determinar un me-
canismo de supervisión del manejo de semillas fore-
stales; establecer condiciones de comercialización de se-
millas forestales acordes con la Política Forestal del Es-
tado.

Hasta la presente fecha,en la EETP del INIAP no se ha
realizado ninguna evaluación de las plantaciones de teca
para determinar las características particulares de estos
rodales con fines de darles un manejo para la producción
de semillas, con el propósito de cumplir con al artículo
9 de la Normativa de Semillas Forestales. El presente
estudio se enfoca en la calidad fenotípica de los árboles
y tiene como objetivos específicos evaluar cualitativa-
mente y establecer la forma de manejo de los rodales de
teca, información que se usará para escoger apropiada-
mente un plan eficiente de acciones a llevar a cabo en
las plantaciones del INIAP Pichilingue.

Métodos

Características del área de estudio

La Estación Experimental Tropical Pichilingue (EETP)
del INIAP está ubicada en el km 5,5 de la vía Quevedo–
El Empalme en la Provincia de Los Ríos (79o21’ W,
1o06’ S, altitud 120 m), presenta una temperatura prome-
dio anual de 24oC, acogiendo a una heliofanía de 898,2
horas luz/año y recibe una precipitación media anual de
2000 mm/año y su distribución en el año se presenta en
la Figura 1.

Pertenece a la formación ecológica de Bosque Húme-
do Tropical [8]. Para determinar los valores del poten-
cial de evapotranspiración se tomaron la serie de datos
comprendidos entre el 2004 al 2008 del INAMHI sobre
precipitación, presión de saturación de vapor de agua
y humedad relativa. Con esta información, se desarrol-
ló un modelo que permite predecir los valores de eva-
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Variables especificas Características fenotípicas Tipo deVariable
Posición Sociológica Dominante 1 = Si, 0 = No

Co dominante 1 = Si, 0 = No
Intermedio 1 = Si, 0 = No
Suprimido 1 = Si, 0 = No

Bifurcación o reiteración a 10 metros o mas 1 = Si, 0 = No
(hc: altura comercial) a 7,5 metros 1 = Si, 0 = No

a 5 metros 1 = Si, 0 = No
a 2,5 metros 1 = Si, 0 = No

Inclinación Recto: <30o 1 = Si, 0 = No
Inclinado: >30o 1 = Si, 0 = No

Rectitud de fuste Recto 1 = Si, 0 = No
Torcedura leve <0,05 m del eje 1 = Si, 0 = No
Torcedura aguda >0,05 m del eje 1 = Si, 0 = No
Torcido en dos planos o más 1 = Si, 0 = No

Fito sanidad Totalmente sano 1 = Si, 0 = No
Aceptablemente sano 1 = Si, 0 = No
Enfermo 1 = Si, 0 = No

Grosor y ángulo de inserción de ramas Finas entre 90o y 60o 1 = Si, 0 = No
Gruesas mayor a 60o 1 = Si, 0 = No

Gambas o aletones Ausencia 1 = Si, 0 = No
Presencia 1 = Si, 0 = No

Grano en espiral Ausencia 1 = Si, 0 = No
Presencia 1 = Si, 0 = No

Auto poda Ausencia de ramas en las 4 trozas 1 = Si, 0 = No
(Ausencia de ramas o nudos) En las 3 primeras 1 = Si, 0 = No

En las 2 primeras 1 = Si, 0 = No
En la primera 1 = Si, 0 = No

Dasonométricas Diámetro Numérica
Altura Numérica

Tabla 1: Evaluación de calidad y estimación del valor en pie de las plantaciones de teca de la EETP-INIAP, provincia de LosRíos, Ecuador.

potranspiración para el año 2012, el cual se describe a
continuación:

PET = 20,57× Es× (1−HR/100) (1)

Donde:
PET = Evapotranspiración (mm/mes)
Es = Presión de saturación de vapor (m bar)
HR = Humedad relativa

Las bondades de ajuste de dicho modelo presentó un
coeficiente de correlación de 0,84 (p<0,0001) y las dis-
tribución de residuos entre los valores medidos y predi-
chos por el modelo no presentan ninguna tendencia (Figu-
ra 1 abajo). El modelo sobre y subestima 15 mm por
mes. Lo cual le confiere a este modelo gran confiabili-
dad para predecir los valores del potencial de evapo-
transpiración en la zona de influencia de la estación Pi-
chilingue. De acuerdo al balance hídrico, los meses que
presentan un déficit de hídrico son Junio, Julio, Agosto
y Noviembre (Figura 1).

Ubicación de los rodales de Teca

La superficie total de los rodales de teca analizados en
el presente estudio fue de 0,048 km2, los cuales están
divididos en cuatro rodales.

Variables evaluadas

Entre Enero y Junio del 2006, se realizó un censo total
de la población de árboles de los 4 rodales, con un total
de 2566 árboles. Las variables resumidas en la Tabla 1
fueron registradas de acuerdo a la metodología propues-
ta por Murillo y Badilla [9]. Para la medición de la altura
comercial se utilizó una pistola A AGA escala 1:20.

Análisis de las características fenotípicas de los ár-
boles

Para cada una de las 30 variables, se calcularon estadís-
ticas descriptivas. Se realizaron comparaciones de me-
dias entre las zonas mediante pruebas de t para variables
cuantitativas y análisis de contingencia para las cualita-
tivas.

Análisis de componentes principales

Para reducir el número de variables y encontrar aque-
llas de mayor peso, se hizo un análisis de componentes
principales, realizando una rotación de ejes tipo vari-
max e identificando correlaciones entre las variables de
los componentes y luego seleccionando los que tenían
valor propio mayor a uno [10].

Análisis de conglomerados y canónico discriminante
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Figura 1: Distribución pluviométrica y evapotranspiración (línea
roja) de la estación climatológica Pichilingue (Arriba: zona achu-
rada representa los meses de déficit hídrico) y bondades de ajuste
del modelo de predicción del Potencial de Evapotranspiración
(Abajo: Distribución de residuos entre valores observadosy predi-
chos por el modelo)

Para agrupar los árboles con características similares se
hizo un análisis de conglomerados con las variables in-
volucradas. Se midieron las distancias entre cada par de
observaciones con el método de Gower, que permite tra-
bajar con diferentes tipos de variables y las estandariza
según su rango [10, 11]. Con la matriz de distancias
generada, se hizo el análisis de conglomerados usando
el método de varianza mínima de Ward y la prueba de
pseudo t2 para elegir el número adecuado de estos. Se
realizó un análisis canónico discriminante, para encon-
trar las variables causantes de la conformación de los
grupos y se calculó la distancia entre las combinaciones
de pares de estos para observar similitudes, usando la
prueba de Wilk’s Lambda para probar la hipótesis que
eran diferentes. Estos análisis fueron aplicados con el
programa SPSS versión 15 para Windows.

Descripción del tipo de Raleo

Con la finalidad dedeterminar la intensidad de los raleos
a realizarse, el índice de espaciamiento relativo (RS) fue
utilizado, el cual es calculado relacionando el número
de árboles (N) y la altura dominante (Ho).

RS =

√

1000

N

Ho

(2)

El raleo puede ser descrito con la ayuda de la relación
árboles-área basimétrica y es conocida como NG [12] y
se expresa de la siguiente forma:

Figura 2: Representación gráfica de los resultados del análisis
de componentes principales de 16 variables seleccionadas.EET-
Pichilingue-INIAP, provincia de Los Ríos, Ecuador

NG =
Nout/Ntotal

Gout/Gtotal

=
rN

rG
(3)

Donde:
Nout = Número de árboles excluídos del rodal
Ntotal = Número total de árboles del rodal
Gout = Área basimétrica extraída del rodal
Gtotal = Área basimétrica total del rodal

Un principio importante para la descripción de los cam-
bios de ubicación y forma de las clases diamétricas con-
siste en modelar la distribución teórica de los paráme-
tros antes y después del raleo [13]. La distribución Wei-
bull se ha popularizado para modelar el crecimiento y
rendimiento de las plantaciones, esto se debe a su sen-
cillez y nivel de precisión [14]. La función tri-paramétri-
ca es la siguien- te:

f(x) =
c

b

[

x− a

b

]c−1

e−(
x−a

b )
c

(4)

Dondex representa a la variable aleatoria (diámetros de
los árboles). Los parámetros de la distribución son los
siguientes:
a = Parámetro de ubicación, el cual relaciona el rango
de distribución
b = Parámetro de escala, el cual determina la densidad
del rodal
c = Parámetro de forma, el cual establece la asimetría
de la distribución

Resultados

Evaluación de calidad

Variables que presenten comunalidades mayores a 0,70
pueden ser vistas como aceptables para la interpretación
del análisis de componentes principales [10]. De las 30
variables propuestas en la metodología, han sido elimi-
nadas el 46 %. En la Tabla 2, se presenta las variables
seleccionadas por sus valores son mayores a 0,70. La
intensión básica de conducir un análisis de componentes
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Variables Valores de las Comunalidades
Calidad 2 0,71
Calidad 3 0,73
Autopoda 1 0,80
Autopoda 2 0,75
Sanidad Alta 0,96
Sanidad Media 0,96
Rectitud 1 0,76
Rectitud 2 0,99
Rectitud 3 0,77
Bifurcación 1 0,83
Bifurcación 2 0,71
Dominancia C 0,96
Dominancia D 0,72
Dominancia I 0,81
Dominancia S 0,89
Altura Comercial 0,79

Tabla 2: Valores de comunalidades de las variables seleccionadas

principales es de reducir y crear un nuevo set de varia-
bles no correlacionadas unas con otras y que explique la
variación entre observaciones.

En la Figura 2, se resume la estructura de los 6 com-
ponentes principales extraídos, los cuales explican el
82,62 % del total de la varianza. Con las 16 variables
seleccionadas, se generó la matriz de distancias para el
análisis de conglomerados.

La prueba de pseudo t2 sugirió conformar tres conglome-
rados (Tabla 3). El primero agrupó a 1995
árboles (77,63 %), el segundo a 317 árboles (12,33 %) y
el tercero a 258 árboles (10,04 %).

La prueba multivariada de Wilk’s Lambda, mostró diferen-
cias altamente significativas entre los conglomerados (P
= 0,0001). El análisis discriminante basado en la ma-
triz de covarianza combinada de las 16 variables, reveló
diferencias bien marcadas entre conglomerados (Tabla
4).

Del análisis discriminante se obtuvieron dos variables
canónicas, la (1) tuvo peso fuerte de características que
permiten identificar problemas claros de manejo de las
plantaciones y de mala calidad de semilla utilizada, con
una carga negativa para autopoda 1 y rectitud 3, indi-
cando relaciones inversas con éstas. La (2) mostró may-
or influencia de aspectos relacionados con la sanidad,
calidad y rectitud 1, 2; variables que revelan relaciones
inversas (Figura 3).

Conglomerado 1 está formado por un numeroso grupo
de árboles de calidad buena y aceptable, mayor ramifi-
cación, alta presencia de grano y gambas, de sanidad al-
ta, menor presencia de torceduras, cantidad de bifurca-

Conglomerados 1 2 3
1 0
2 225,34 0
3 101,56 75,56 0

Tabla 3: Matriz de distancias generalizadas al cuadradoD2(i|j)

entre pares de conglomerados

Figura 3: Relación entre los conglomerados o grupos de árboles
con respecto a las variables canónicas 1 y 2, EET-Pichlingue-
INIAP, provincia de Los Ríos, Ecuador

ciones altas, se encuentran en los 3 estratos del bosque
(D, C, I), con diámetros promedio de 0,33m y altura
comercial promedio de 8,89 m (Tabla 5).Conglomera-
do 2 se caracterizó por la presencia de árboles sin valor
comercial maderable, sanidad baja, presencia de torce-
duras severas, fustes bifurcados a baja altura que son in-
deseables para la producción de madera, pertenece al es-
trato suprimido, diámetro promedio de 0,22 m y una al-
tura comercial promedio 3,29 m. Conglomerado 3 agru-
pa a árboles que permiten aprovechar al menos el 50 %
del fuste en producto de aserrío, sanidad media, con
torceduras o alabeos leves, ausencia de ramas en las 3

Variable canónica CAN1 CAN2
Correlación canónica 0,99*** 0,90***
Valor propio 74,78 4,33
Explicación de la vari-
abilidad ( %)

94,51 5,48

Variables
Altura Comercial S 0,86
Autopoda 1 S -0,70
Dominancia D S 0,66
Dominancia C S 0,57
Bifurcación 2 S 0,54
Autopoda 2 M 0,49
Dominancia I 0,48
Bifurcación 1 S 0,47
Rectitud 3 S -0,40
Dominancia S 0,20
Sanidad Media 0,96
Sanidad Alta -0,87
Calidad 3 0,85
Calidad 2 -0,50
Rectitud 1 -0,45
Rectitud 2 0,40

Tabla 4: Variables de mayor peso en la estructura canónica total
y su relación con la clasificación de árboles de teca en la EETP-
INIAP, provincial de Quevedo, Ecuador.

*** estadísticamente diferentes de cero (P<0,001) * (P<0,05)
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primeras trozas, con inclinación, este conglomerado de
árboles se presenta en los tres estratos del bosque (D, C,
I). El diámetro promedio es de 0,33m, y la altura comer-
cial promedio es de 8,78 m.

Descripción del raleo

Estructura forestal de los rodales

Dos de las variables de dimensión más relevantes para la
práctica forestal son el diámetro a la altura de pecho y la
altura. La frecuencia relativa de una clase dia- métrica se
puede interpretar como la probabilidad de que un árbol
de un rodal con una distribución diamétrica determina-
da pertenezca a dicha clase diamétrica. En la Figura 4
se muestra el histograma de frecuencias de la distribu-
ción de diámetros. Sobre la distribución de frecuencias
empírica discreta se ha representado una curva contin-
ua tanto para los rodales antes (línea celeste) y después
del raleo (línea roja) (Figura 4). El área bajo la curva
entre dos valores de diámetro corresponde con la prob-
abilidad de que un árbol cualquiera del rodal tenga un
diámetro comprendido entre esos dos valo- res. A este
tipo de funciones continuas se las denomina funciones
de densidad. Así, en barras grises se muestra la estruc-
tura actual de los rodales(Figura, 4), mientras que la dis-
tribución diamétrica de los árboles remanentes (las bar-
ras color negro) se representa en la Figura 4.

A través de la línea continua se modela la distribución
estimada y la zona achurada representa el área estima-
da de raleo. Por otro lado, el parámetro de ubicacióna,
simboliza al diámetro mínimo observado, este parámetro
se incrementaría por acción de la eliminación de clases
diamétricas pequeñas. El parámetro de escalab, se am-
pliaría como efecto de la disminución de la densidad
de los rodales como consecuencia del raleo, mientras el
parámetro de formac, indica un claro desplazamiento
hacia la derecha, como consecuencia de dejar en pie ár-
boles de clases diamétricas grandes (Tabla 6).

Intensidad del raleo

La caracterización de la intensidad del raleo es resumi-
da en la Tabla 7. Se resalta la alta densidad de los ro-
dales, los cuales mediante el raleo se reducirían a un

Rodal Estado del Rodal Parámetros de la
Función Weibull
a b c

1 Antes del Raleo 15 26,40 3,94
Después del Raleo 20 26,70 6,00

2 Antes del Raleo 14 28,60 3,20
Después del Raleo 22 31,30 6,20

3 Antes del Raleo 15 28,40 3,30
Después del Raleo 29 33,10 7,40

4 Antes del Raleo 14 30,00 3,50
Después del Raleo 25 25,20 5,50

Tabla 6: Cambios de los parámetros de la función Weibull, antes
y después del raleo de teca, EET-Pichilingue-INIAP, provincia de
Los Ríos, Ecuador

promedio de 72 árboles por hectárea. Las alturas máxi-
mas fluctúan entre 27,51 y 22,60m, mientras que el área
basimétrica promedio de 40,34 m2 se reduciría a 7,25
m2. El espaciamiento relativo promedio es de 19,21 %,
el cual aumentaría a 47,80 %. El volumen inicial prome-
dio es de 225,21 m3ha-1y serían extraídos un total de
171,26 m3ha-1, quedando un volumen final de 53,95 m3ha-1.
Los valores de NG son mayores a uno (Tabla 7).

Discusión

Método de evaluación de plantaciones de Teca

Los datos obtenidos en la presente investigación, apli-
cando la metodología empleada para calidad de las planta-
ciones, propuesta por Rosas y Murillo [15] y posterior-
mente por Murillo y Badilla [9] para un total de 2570
árboles de teca, demuestran que el 46 % de las vari-
ables no son relevantes y útiles para la caracterización
fenotípica de los mismos, lo cual tiene directa inciden-
cia en costos y eficacia del método. De las 16 variables
seleccionadas, la primera Función Canónica Discrimi-
nante que permite separar a los árboles de teca abarca a
10 variables, que explican el 94,51 % de la varianza. El
50 % de estas variables están relacionadas con la altura
(manejo de la plantación). Kermode [16] y Ryan [17]
mantienen que, los árboles de teca presentan más ale-
tones en bosque deciduos de poca humedad, los árboles
de teca plantados en pendientes tienen principalmente
los troncos cilíndricos, de igual manera árboles que han
crecido sobre una topografía plana, poseen fustes que
presentan aletones. De acuerdo a Aung [18], los ale-
tones del fuste parecen ser causados por las raíces que
crecen sobre suelos poco profundos que presentan una
capa impermeable o agua freática muy alta. Esas raíces
laterales llevan agua y minerales que fomentan un crec-
imiento mayor sobre todo el fuste y si son distribuidos
desigualmente esto causará aletones. Justamente estos
aspectos están siendo estudiados en la actualidad para
determinarla influencia de las calidades de sitio sobre
las características fenotípicasespecíficas de la teca [19,
20]. Estas dos investigaciones se basan en la metodología
propuesta por Keiding et al., [21] y Kjaer et al., [22] para
caracterizar fonológica de la teca mediante los siguientes
parámetros: medición de altura total, comercial y diámetro
a la altura del pecho. El radio de la corona es común-
mente medida como parámetro de competencia [23]. El
radio corona/diámetro es un importante parámetro para
deducir el límite de producción de área basal por sitio
determinado de una especie. Alder y Synnott [24] de-
scriben la posición, clasificación de la corona (Tabla 8).

Espesor de la corteza: Es un parámetro que varía con las
especies, edad, genotipo, grado de crecimiento y posi-
ción del árbol. Philip [25] encontró que, el espesor de
la corteza depende de la naturaleza del cambium y el
método de exfoliación. La exfoliación tiende a ser retar-
dada, en árboles de lento crecimiento y las capas pueden
ser acumuladas. En contraste, árboles de crecimiento
rápido, lanzan la corteza más fácilmente y acumulan
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Conglomerado 1 Conglomerado 2 Conglomerado 3 Sig Chi cuadr/P
Número 1991 317 258 *** 259,23

Calidad 1 58 0 0 *** 17,13
Calidad 2 559 0 11 *** 178,00
Calidad 3 1359 189 245 *** 95,42
Calidad 4 15 128 2 *** 818,40

Autopoda 1 751 295 112 *** 338,64
Autopoda 2 606 18 66 *** 85,51
Autopoda 3 389 4 46 *** 64,51
Autopoda 4 295 0 34 *** 44,30

Gambas 478 122 46 *** 38,64
Grano 1924 295 247 ** 9,43

Sanidad alta 1983 236 0 *** 19,82
SanidadMedia 0 65 255 *** 20,65
Sanidad Baja 8 16 3 *** 56,71

Ramas 188 2 32 *** 31,97
Rectitud 1 350 41 37 n.s. 5,32
Rectitud 2 1216 172 164 ** 6,46
Rectitud 3 425 99 57 *** 15,30
Rectitud 4 0 5 0 *** 35,54
Inclinación 1829 233 243 *** 166,25

Bifurcación1 790 2 97 *** 185,25
Bifurcación2 312 6 47 *** 46,29
Bifurcación3 540 50 66 *** 18,51
Bifurcación4 349 259 48 *** 599,13

Dominancia C 792 0 39 *** 192,59
Dominancia D 834 1 97 *** 204,54
Dominancia I 365 0 59 *** 75,56
Dominancia S 0 316 3 *** 25,29

Diámetro 33,73 32,64 32,92 *** 289,43
Altura 8,89 3,29 8,78 *** 390,97

Tabla 5: Diferencias fenotípicas de teca entre conglomerados en la EETP-INIAP, provincial de Los Ríos, Ecuador.

Rodal Estado Número Altura Altura Área Volumen NG
del Rodal de Árboles Promedio (m) Máxima (m) Basimétrica (m2) Comercial (m3)

1 Antes 346 20,78 23,78 47,01 25,72 1,48
Después 80 21,59 22,68 6,02

2 Antes 693 24,65 27,01 42,21 59,55 1,32
Después 77 25,90 13,80 7,65

3 Antes 347 20,76 22,60 58,42 29,34 1,41
Después 57 21,67 23,75 6,31

4 Antes 511 22,26 26,52 43,59 46,78 1,38
Después 75 23,78 16,68 9,02

Tabla 7: Caracterización de los raleos de teca referido a la hectárea, EET-Pichilingue-INIAP, provincia de Los Ríos, Ecuador

menos. El espesor de corteza se puede medir a la Al-
tura del Pecho de un árbol de teca.

Forma de fuste y persistencia del eje

Una curvatura es definida como la distancia entre dos
arcos de un fuste (Figura 5, izquierda). Una curvatura es
considerada seria, si parte del fuste se aleja de la línea
recta (eje imaginario) longitudinal [21].

Persistencia

Es la altura en la cual un eje es interrumpido por la
presencia de ramas y es una característica significati-
va en relación a la calidad del fuste. Según Kjaer et al.,

[22] una rama es considerada un tronco o eje, si este
excediera a los otros por un cuarto en el espesor.

El punto de ramificación es ocasionalmente puesto en
discusión, cuando una o dos ramas gruesas se han desa-
rrollado en el fuste. Sin embargo, si una rama principal
puede ser reconocida por su tamaño, esa rama va a ser
clasificada como persistente.

Tamaño y manera de ramificación

La clasificación del tamaño de las ramas es una medida
relativa del diámetro de las ramas en proporción con el
diámetro del fuste al pie de la bifurcación y se divide en
5 clases.
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Figura 4: Distribución diamétrica antes y después del raleode teca, EET-Pichilingue-INIAP, provincia de Los Ríos, Ecuador

Clase Posición Forma
1 Emergente Perfecto
2 Luz completo sobre

la corona
Bueno

3 Algo de luz sobre la
corona

Tolerable, asimétrico
o delgado

4 Algo de luz lateral No satisfactorio,
parte muerta y
asimétrica

5 No recibe luz directa Muy pobre, degen-
eración muerte

Tabla 8: Clasificación de la posición de la corona para planta-
ciones de teca

La manera de ramificación es graficada en la Figura 6.

Protuberancias o brotes

Este fenómeno esta cerradamente relacionado con la ca-
lidad del fuste y la ramificación del mismo. Este es de-
scrito como una cicatriz antes del natural corte de ramas
o epicornics. Kjaer et al., [22] los clasifica en la Tabla
11.

Aletones

Define como, la figura no circular de un tronco, que típi-
camente desarrolla por el crecimiento del lado superior
de las raíces, mientras mantiene el apoyo de los árboles.

Clase Posición Forma
1 Recto Completa
2 Poco inclinado,

con pocas ramas
pequeñas

Eje ramificado en la
mitad del 4to cuarto

3 Inclinado con
muchas ramas
pequeñas

Eje ramificado entre
el 3er y 4to cuarto

4 Torcido con una o
dos ramas gruesas

Eje ramificado en la
mitad 3er cuarto

5 Torcido con tres o
más ramas gruesas

Eje ramificado entre
el 2do y 3ro cuarto

6 Eje ramificado en la
mitad del 2do cuarto

7 Eje ramificado entre
1ro y 2do cuarto

8 Eje ramificado en la
mitad 1er cuarto

9 Doble o múltiple
tronco a nivel del
suelo

Tabla 9: Clasificación de la posición de ramas para plantaciones
de teca.

Las subclases, número de protuberancias y la severidad
de los aletones son propuestos por Kjaer et al., [22] y se
muestra en la Figura 7.



Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B64-B75 Cañadas et. al

Manejo de fuentes semilleras

Intensidad del raleo

En este estudio, el índice de tipo de raleo (NG) es relati-
vamente uniforme y está distribuido en intervalos mayo-
res a uno, entre 1,32 y 1,48. De acuerdo a Abetz [26] y
Kramer [27], todos los rodales serían ligeramente ralea-
dos. Con esta intervención la EETP podría cumplir con
las regulaciones de Ley, prevista en la Normativa de
Semillas Forestales. De acuerdo a esta Normativa del
MAE 2005, los rodales de la EETP pertenecerían al
siguiente tipo de fuente semillera: “d. Fuente Semillera
Seleccionada”. Son rodales que no cumplen con uno o
varios de los requisitos establecidos para rodales semille-
ros, principalmente porque no presentan un aislamiento
adecuado, menos de 75 árboles aceptables por hectárea
o porque aún no han sido sometidos a clareos de depu-
ración. Las fuentes semilleras seleccionadas serán es-
tablecidas a partir de rodales naturales y plantaciones de
cualquier tipo; deberán tener las siguientes característi-
cas:

1. El rodal deberá ser superior a otros dentro de una
misma área ecológica o región de procedencia.

2. La base genética deberá ser amplia, con al menos
200 individuos por hectárea para plantaciones.

3. Deberán haber por lo menos 50 árboles por hec-
tárea con las características fenotípicas deseables
según la especie.

Por otro lado, Bermejo, et al., [28] valida sus tablas de
producción para plantaciones de teca en Costa Rica, me-
diante los siguientes tratamientos silviculturales:

1. Densidad de Plantación: 1111 árboles/ha (3m x 3
m).

2. Primer Raleo Sistemáticos a los 3 años de edad (al-
tura máxima 8 m). La densidad del rodal sería de
750 árboles/ha aproximadamente.

3. El primer raleo comercial a los 5–6 años de edad
(altura promedio = 15 m)

Figura 5: Ilustración de una curvatura (izquierda) y clasespara
determinar la persistencia del eje [21, 22]

Clase Tamaño de la rama
1 Muy Liviano Menos de 1/4 de

diámetro del fuste
2 Liviano Alrededor de 1/4 de

diámetro del fuste
3 Mediano Entre 1/2 y 1/4 de

diámetro del fuste
4 Pesado Alrededor de 1/2 de

diámetro del fuste
5 Muy Pesado De 1/2 a 3/4 de

diámetro del fuste

Tabla 10: Clasificación del tamaño y manera de ramificación de
ramas en plantaciones de teca

4. Otros tres raleos con una rotación cada 5 años.

5. Aprovechamiento final a los 25 años de edad.

Altura máxima (Ho)

Las alturas máximas obtenidas en este estudio de 27,01;
26,52; 23,78 y 22,60 m, a la edad de 25 años, muestran
que la EETP es un excelente lugar para el cre- cimiento
de la teca. Estos resultados pueden ser comparados con
los rendimientos observados en Costa Rica de 27,00;
24,30; y 21,70 m, a la edad de 25 años, con rodales
bien manejados, bajo condiciones de temperatura me-
dia entre 26 y 29,8oC, precipitación media anual 1400
a 2450 mm, y a 300 metros sobre el nivel del mar [28–
31]. Similares resultados fueron obtenidos en Costa Ri-
ca por Somarriba et al., [32] para la teca en plantaciones
lineares en la Península de Nicoya. En el Ecuador, estos
rendimientos pueden ser contrapuestos con las planta-
ciones realizadas con teca en las áreas de Bosque Seco
Tropical y Bosque húmedo Pre-Montano del Bosque
Protector Chongón-Colonche,donde en los mejores sitios
pueden alcanzar 18 y 10 metros de altura en los peores
sitios a la edad de 25 años [33].

Índice de espaciamiento

El índice de espaciamiento que hace relación a la al-
tura máxima y el número de individuos de un rodal por
hectárea fue determinado en este estudio. La filosofía
es mantener constante la densidad y la distancia espa-
cial relativa entre árboles. Esta distancia espacial es ex-
presada en porcentaje de la altura máxima, cuando la

Clase Presencia de Protuberancias de
Brotación

1 Fuste libre de brotes protuberantes
2 Alrededor del 25 % del fuste con brotes

protuberantes
3 Alrededor del 50 % del fuste con brotes

protuberantes
4 Alrededor del 75 % del fuste con brotes

protuberantes

Tabla 11: Clasificación de la presencia de perturbaciones de
brotación en plantación de teca



Cañadas et. al Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. B64-B75

Figura 6: Determinando el tipo de ramificación (de acuerdo a [21])

Figura 7: Clasificación para determinar el grado de aletones(de acuerdo a [22])

altura máxima se incrementa, la distancia espacial au-
menta igualmente. En Costa Rica, de acuerdo a Berme-
jo, et al., [28], los índices de espaciamiento variaron en-
tre 22 a 27 antes del raleo y de 27 a 34 después del
raleo. Estos valores son apropiados para plantaciones
con baja densidad. En los rodales no manejados de la
EETP, estos valores se encuentran entre los 19,27 %,
de ahí que poblaciones coetáneas desarrollan jerarquías
de tamaños. Diferencias en el crecimiento de los ár-
boles dan como resultado una estratificación del rodal
forestal. Al contrario, contrastes en tamaño son usual-
mente intensificada a través de la estructura del rodal,
la cual limita el acceso de los recursos a los individu-
os subordinados. La segregación en clases dominantes
es importante para mantener el nivel de productividad
del rodal. Desde el punto de vista forestal, esto signifi-
ca que, siempre habrá unos pocos árboles (dominantes)
que tienen la capacidad de extender sus coronas. Este
proceso produce un rápido crecimiento en sitios de al-
ta calidad. Igualmente una jerarquía de tamaño puede

desarrollar también la ausencia de competencia. Todos
estos factores explican, porque los árboles se vuelven
dominantes en un rodal coetáneo [34].

Volumen comercial

En este estudio se determinó el volumen comercial de
los rodales de teca no manejados a la edad de 25 años.
Ellos presentan una producción de entre 146 a 365 m3

ha-1con una densidad respectivamente de 347 árboles
ha-1a 695 árboles ha-1. Esto significa de entre 6,00 a 9,00
m3 ha-1 por año. Estas cifras pueden ser comparadas
con Bermejo, et al., [28] quien resalta que, se pueden
obtener cosechas excelentese ingresos económicos de
las plantaciones de la teca con tratamientos silvicultu-
rales convenientes basados en principios científicos y
medio ambientalmente legítimos. Los resultados obte-
nidos en Guanacaste de 8,60 m3ha-1 por año (volumen
comercial) para rotaciones de 25 años, es bastante bueno
y no necesitan ser manipulados para atraer inversión
para los proyectos de reforestación en Costa Rica [28].
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Función Weibull

Un manejo eficiente de plantaciones requiere más que
simples estimaciones de volumenen pie o área basal.
Frecuentemente es necesario conocer la distribución de
tamaños de árboles que componen un determinado es-
trato de la plantación, ya sea para definir el tipo de trata-
miento silvícola [35]. Esta investigación muestra que,
la estimación de los cambios ocasionados por los rale-
os dentro de los rodales de teca es posible. El método
aplicado modela la distribución del diámetro de árboles
raleados y la posición restante del rodal remanente prin-
cipalmente. La distribución inicial y final según el tipo
de diámetro está debidamente modelada. De tal manera
que, la distribución de la cantidad total árboles ralea-
dos también fue estimada [14, 36, 37]. La Estación Ex-
perimental Tropical Pichilingue es considerada como
la fuente semillera de teca en el Ecuador. Lamentable-
mente, la categoría actual a la normativa propuesta por
el MAE es de “d. Fuente Semillera Seleccionada”. Pero
poco se hace para poder manejar material de alta cali-
dad y que por falta de manejo, no cumple con las condi-
ciones deseadas para la certificación de semilla. Adi-
cionalmente, la falta de manejo de estos rodales, con-
duciría a problemas de endogamia que afecta caracteres
cuantitativos, como tamaño, vigor, fertilidad y rendimien-
to de producción. En este estudio se determinó el volu-
men comercial de los rodales de teca no manejados a la
edad de 25 años. Ellos presentan una producción de en-
tre 146 a 365 m3 ha-1con una densidad respectivamente
de 347 árboles ha-1a 695 árboles ha-1. Esto significa de
entre 6,00 a 9,00 m3 ha-1 por año. Mostrando que, la
EETP es un excelente lugar para el crecimiento de la
teca. Lo cual, cumple con la normativa de que, el rodal
deberá ser superior a otros dentro de una misma área
ecológica o región de procedencia.
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Abstract

In this paper, we extract the mobility of ultra-thin, body buried oxide and fully depleted
silicon-on-insulator MOSFET, for different front and back-gate configurations. The mobil-
ity values are found by using the Capacitance - Gate Voltage and Current - Gate Voltage
characteristics. In addition, the maximum electron mobility is calculated for both config-
urations: SiON/Si (front-gate) and SiO2/Si (back-gate). Based on the mobility peak, it is
determined that the electron transport can be improved by a factor of 1.6 for the front gate
configuration. This improvement is explained by the back-channel activation. On the other
hand, for the back-gate configuration the electron mobilityis improved by a factor of 2.5. A
second peak is observed in the electron mobility but cannot be appreciated, mainly because
of the influence of an additional capacitance.

Keywords. UTBB-FD-MOSFET, silicon-on-insulator, mobility, front-gate configuration,
back-gate configuration

Resumen

En el presente trabajo, se extrae la movilidad de dispositivos MOSFET de silicio en ais-
lante, ultra delgados y agotados completamente, para las configuraciones de compuerta
frontal y trasera. Los valores de movilidad fueron encontrados usando las características
Capacitancia - Voltaje de Compuerta y Corriente de Drenaje -Voltaje de Compuerta. Adi-
cionalmente, se calcula el máximo de movilidad de electrones para ambas configuraciones:
SiON/Si (compuerta frontal) y SiO2/Si (compuerta trasera). En base al pico de movilidad
encontrado, se determina que el transporte de electrones puede ser mejorado por un factor
1.6 para la compuerta frontal. Esta mejora se explica por la activación de la compuerta
trasera. Por otro lado, en la configuración de compuerta trasera la movilidad de electrones
se mejora en un factor 2.5. Un segundo pico puede ser observado en la movilidad de elec-
trones, sin poder ser apreciado con claridad y siendo originado por la presencia de una
capacitancia adicional.

Palabras Clave. UTBB-FD-MOSFET, silicio en aislante, movilidad, configuración de
compuerta frontal, configuración de compuerta trasera

Introduction

The silicon-on-insulator (SOI) technology presents in-
teresting advantages with respect to the bulk silicon in
terms of higher speed, lower power consumption, less
parasitic effects and advanced scalability [1–4]. This
technology has been explored for around 30 years and
in the last 10 years, it has been implemented in com-
mercial computer processors [5]. The SOI technology
introduces some parameters that can be used for opti-

mization of performance and scaling like the back-gate
voltage (VG2) and substrate doping [2–4]. As well, it
has been shown that the short channel effects are re-
duced in ultra-thin SOI MOSFETs [2–4].

In fully depleted (FD) SOI MOSFETs, the back-gate
voltage plays an important role in the control of the
threshold voltage (VTH ) and in the behavior of the drain
current (ID). The strong interface coupling enables to
enhance the drain current. The electron mobility is also
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Figure 1: Transversal structure of the used UTFD-SOI-
MOSFETs devices (right) and capacitance model (left). In this
model, the parasitic capacitance,CX, is originated by applying a
voltage on the back-surface of the wafer.

affected by the back-gate voltage [1–4]. In the present
work, we extract the mobility of ultra-thin, body buried
oxide and fully depleted SOI MOSFETs (UTBB-FD-
SOI-MOSFET) and we study the effects of the back-
gate voltage in the electron transport. We also study the
electron transport for two configurations: front-gate (or
SiON/Si interface) and back-gate (SiO2/Si interface).

Experimental Description

The UTBB-FD-SOI-MOSFETs devices used during this
work have a 10x10µm area. The front gate dielectric
consists of 2.5nm SiON thickness, the body of 8nm of
Si with doping of about 1015 cm−3and the buried ox-
ide consist of 10 nm of SiO2 (Figure 1). The Front
gate electrode is made of 5nm of TiN with poly-Si cap.
The mobility extraction is carried out using the I-V and
C-V characteristic method. For the C-V characteristic
the Split C-V method was applied [6, 7]. First of all,
the mobility of the front gate was extracted for different
back-gate biases (VG2), in a range between 0V-5V (step
of 0.5V). Then, the back-gate mobility was extracted
for various front gate biases (VG1) in a range of 0V-1V
(step of 0.1V). Once the source-to-drain current (IDS)
and the inversion capacitanceCinv were extracted, we
assess the mobility by mean of the next expression [8]:

µeff =
L

VDS ·Qinv ·W
ID (1)

WhereL[µm] is the length andW[µm] is the width of
the device,VDS [V] is the drain to source voltage,Qinv

[C/cm2] is the inversion charge andID [A] is the drain
current.

The effective electric field (Eeff ) in SOI devices can be
found using the next expression for the front-gate.

EFG
eff =

1

2
QFG

inv

(

1 +
CP

CFG

QBG
inv

)

(2)

WhereEFG
eff is the effective electric field for the front-

gate,QFG
inv is the inversion charge in the front-gate,QBG

inv

is the inversion charge in the back-gate,CFG [F/cm2] is
the front-gate capacitance andCP isCFG//CBG (back-
gate capacitance). Equation (2) is also used for comput-
ing the effective field in the back-gate, just changing the
corresponding front-gate parameters and the back-gate
parameters.

It is important to mention that the back-gate contact
does not use a metallic electrode as the front gate but
the p-type well of the Si substrate (below the burrier
oxide, Figure 1). This produces extra gate capacitance
capacitances that must be considered in the expressions
as it will be discussed in great detail in the next section.

Experimental Results

Front-Gate Configuration (SiON/Si interface)

For all measurements done in this configuration, the volt-
ageVG2 was varied in a range of 0-5V with 0.5V in ev-
ery step. Figure 2 shows the C-V characteristic for the
SiON/Si interface for differentVG2. We can see that
there are two rising regions in the curve: the first one is
due to the effect ofCSi andCOX (Figure 1) and the sec-
ond one is the value ofCOX alone. We have found that
COX = 1.6x10−7 F/cm2. Figure 3 shows theQinv vs.
VG1 that is the integral of the C-V characteristic. The
ID − VG1 characteristic is shown in Figure 4. Figures
5 and 6 show theµeff vs. Qinv andµeff vs. Eeff ,
respectively.

The mobility peak is extracted and plotted in function
of VG2 in Figure 7. We can see that the maximum peak
of mobility occurs atVG2=3V with µeff=480 cm2/V.s.
This means that the back-gate contribution is able to in-
crease the electron mobility in around 60%. The in-
crease of the mobility peak can be explained by the acti-
vation of the back-channel which is consistent with [9].
Apparently, the back-channel is the only one activated,
which will be confirmed in next configuration.

Back Gate-Configuration (SiO2/Si interface)

Figure 8 shows the C-V characteristic for the back-gate
configuration. Similarly, the first rising is due to the
effect ofCSi andCBOX (model in Figure 1). Accord-
ing to the device dimensions and the second rising of
the C-V curve in Figure 8, we have:CSi=1.3x10−6

F/cm2 andCBOX=3.3x10−7 F/cm2. The value of the
first rising is around C’=1.3x10−7 F/cm2, which cannot
be explained by considering onlyCSi andCBOX . At
this point, we have the presence of an additional capac-
itance: CX (Figure 1). By using the model presented
in Figure 1, we obtain thatCX=2.6x10−7 F/cm2 and
that the silicon substrate located below the SiO2 dielec-
tric (of about 10nm) has a thickness of 40 nm. Figures
9 and 10 show the curves:Qinv vs. VG2 and ID vs.
VG2, which are used for the mobility extraction. The
transconductance parameter (GM ) is plotted in Figure
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Figure 2: Inversion capacitance (Cinv) vs. Front gate voltage (VG1) for the front gate configuration. These parameters are directly
extracted from the devices.

Figure 3: Inversion charge (Qinv) vs. Front gate voltage (VG1) for the front gate configuration. These curves are the result of the
numerical integration of Cinv.

Figure 4: Drain current ( ID) vs. Front gate voltage (VG1) for the front gate configuration. These parameters are directly extracted from
the devices.



Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. C1-C8 Procel et al.

Figure 5: Mobility ( µeff ) vs Inversion charge (Qinv) for the front gate configuration. Equation (1) is used for the mobility computation.

Figure 6: Mobility ( µeff ) vs Effective electric field (Eeff ) for the front gate configuration. Equation (2) is used for the electric field
computation.

Figure 7: Mobility Peak (max(µeff )) vs. Back gate voltage (VG2) for the front gate configuration. Maximum electron transport occurs
at VG2=3V.
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Figure 8: Inversion capacitance (Cinv) vs. back-gate voltage (VG2) for the back-gate configuration. These parameters are directly
extracted from the devices.

Figure 9: Inversion charge (Qinv) vs. back-gate voltage (VG2) for the back-gate configuration. These curves are the result of the numerical
integration of Cinv.

Figure 10: Drain current ( ID) vs. back-gate voltage (VG2) for the back-gate configuration for the back-gate configuration.
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Figure 11: Trans-conductance (GM) vs. back-gate voltage (VG2) for the back-gate configuration for the back-gate configuration. Two
peaks are evident for voltajesVG1>0.5V.

Figure 12: Mobility ( µeff ) vs Inversion charge (Qinv) for the back-gate configuration. Equation (1) is used for the mobility computation.
A second peak can be observed forVG1>0.5V.

11. We can see that there are two local maxima for the
curvesVG1 ≥0.6V. The first peak is caused by the ac-
tivation of the front gate and is lower than the second
one.

Figures 12 and 13 show the curvesµeff vs. Qinv and
µeff vs.Eeff for differentVG1. For curvesVG1 ≥0.6V,
we can see that there are two local maxima of mobility,
as we obtained forGM . In this case, the first peak is
higher than the second one which is consistent with the
low capacitive value ofCX . The nature of this peak
is not clear and a further study is needed to determine
its role. However, it occurs only for negative back-
gate bias, corresponding to strongly decreasing front-
gate mobility; which is our main interest in this work.

The peak of mobility vs.VG1 is shown in Figure 14. If
we eliminate the first peak of mobility for curvesVG1 ≥

0.6V, we can see that the mobility stabilizes atVG1=0.4V
with µeff=450 cm2/V.s. Again, the increase of the mo-

bility peak with respect toVG1 is because of the ac-
tivation of the front-channel. The contribution of the
front-channel is able to increase the back-gate mobil-
ity in around 150%. The maximum values of mobility
obtained in both configurations are very similar (6.66%
of discrepancy) which confirms that the back-channel
is the only one activated in the front-gate configuration
consistent with [9].

Conclusions

The mobility parameter was extracted successfully in
UTBB-FD-SOI-MOSFETs devices for the front and back-
gate configurations. The maximum values of electron
transport were obtained forVG2=3V for the front gate
configuration. A 60% of mobility increase can be ob-
tained by the contribution of the back-gate, which in-
creases the device performance considerably. In the case
of the back-gate configuration, the tendency of the re-
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Figure 13: Mobility ( µeff ) vs Effective electric field (Eeff ) for the back-gate configuration. Equation (2) is used for the electric field
computation, with the respective changes.

Figure 14: Mobility Peak (max(µeff )) vs. front-gate voltage (VG1) for the back-gate configuration. FromVG1=06.V two mobility peaks
can be observed. The first peak rises faster than the second, this is related with the first trans-conductance peak.

sults was different: two peaks were obtained for the
curves of trans-conductance and mobility. The appear-
ance of the first peaks, in both curves, is related with the
activation of the front gate.

The presence of an additional capacitive component,Cx,
causes a large increment of the first mobility peaks for
the curvesVG1 ≥0.6V, but this peak is related to the
negativeVG2 bias, where the front-gate mobility is get-
ting decreased. Note that the maximum values of mo-
bility stabilize atVG1=0.4V. In the back-gate configu-
ration, the contribution of the front-gate bias is able to
increase the back-gate mobility in 150%. These exper-
iments confirm that back-channel is the only one acti-
vated when the front channel reach its maximum. How-
ever, for largerVG2, the mobility decreases in the front-
gate configuration. In further experiments, it is planned
to study the transport forhigh-kdevices and understand
what is happening for largeVG2.
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Abstract

The task of the present research was to quantify the effect ofpolydextrose and sugar con-
tents on the manufacture of guanabana jam. The sugar contentwas, 50, 55 and 60 g, where-
as for polydextrose was 0, 0.30, 0.60 and 0.90 g. In each case the contents were based on
100 g of product. A completely randomized design with 3x4 factorial arrangement was
used. The 12 treatments of the design were evaluated by usinggel firmness, Brix and pH.
Three treatments were chosen for the sensory analysis and the results showed that the best
jelly was the one containing 60 % sugar and 0.90 % polydextrose.

Keywords. jam, polydextrose, Annona muricata

Resumen

El objetivo de esta investigación fue el de cuantificar la respuesta de diferentes niveles de
polidextrosa y azúcar para la formulación adecuada de una jalea de guanábana; para lo
cual, se evaluaron diferentes formulaciones con tres niveles de azúcar: 50, 55 y 60 g y
cuatro niveles de polidextrosa: 0.0, 0.30, 0.60 y 0.90 g. En cada caso los niveles fueron
basados en 100 g de producto. En la fase experimental se utilizó un diseño experimental
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial de 3x4. Seevaluaron las respuestas de
los 12 tratamientos de las variables penetrabilidad (dureza del gel), grados brix y potencial
de hidrógeno (pH). Se seleccionaron tres para la evaluaciónsensorial. Los resultados per-
mitieron demostrar que el prototipo más aceptado fue el que contenía 60 g de azúcar y 0.90
g de polidextrosa, constituyéndose en la formulación final.

Palabras Clave.guanábana, jalea, polidextrosa, Annona muricata

Introducción

Las annonas comprenden un grupo de más de 50 es-
pecies de arbustos y árboles pequeños de los cuales 8 a
10 producen frutos comestibles [1]. El sabor de la may-
oría de las annonas es dulce, cremoso y agradable. La
guanábanaAnnona muricataL. pertenece a la famil-
ia Anonácea a la que también pertenecen el anón, el
mamón, y la chirimoya [2]. La guanábana es originar-
ia de América tropical, es una fruta climatérica, muy
susceptible al frío, y prospera bien en tierras húmedas
tropicales por debajo de los 1000 metros sobre el nivel
del mar. Su pulpa contiene carbohidratos y varios min-
erales como fósforo, hierro, sodio y vitaminas como A,
B, C y niacina [2]. La fruta se utiliza para hacer bebidas
refrescantes y dar sabor a pastas y helados, con la pulpa
se puede hacer jaleas y conservas [3].

La polidextrosa se conoce con el nombre comercial de
Litesse II o polidextrosa super mejorada FCC, es un

polímero condensado con uniones aleatorias de polímeros
de D-glucosa con algunos enlaces de sorbitol y ácido
cítrico; es altamente soluble en agua pero parcialmente
soluble en solventes orgánicos [4]. La polidextrosa ac-
túa como fibra soluble en el organismo humano y es re-
sistente a la hidrólisis de las enzimas digestivas por lo
tanto, provee de varios beneficios a la salud. [5].

La pectina es una agente gelificante natural presente en
las frutas; actúa en la gelificación de mermeladas y jaleas.
La molécula de pectina está esencialmente compues-
ta por largas cadenas de ácido poligalacturónico par-
cialmente metoxilado. Asimismo, la pectina aumenta su
disponibilidad a medida que la fruta madura; la adición
de azúcar tiene un efecto deshidratante sobre la pectina
y reduce su solubilidad. El edulcorante más utilizado en
la elaboración de jaleas es la sacarosa, o azúcar blanca
[6].

La evaluación sensorial de alimentos o de otros produc-
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Variable Fuente de GL CM Fc
variación

Penetrabilidad Total 35 – –
Tratamiento 11 674.21 146.25∗

Azúcar (A) 2 85.75 18.60∗

Polidextrosa (B) 3 1874.26 405.56∗

Interacción AxB 6 270.34 58.64∗

Error experimental 24 4.61
Grados Brix Total 35 – –

Tratamiento 11 1.78 8.90∗

Azúcar (A) 2 2.67 13.35∗

Polidextrosa (B) 3 0.12 0.60 NS
Interacción AxB 6 2.32 11.60∗

Error experimental 24 0.20
Potencial de Total 35 – –
Hidrógeno Tratamiento 11 0.02154 37.72∗

(pH) Azúcar (A) 2 0.0070 12.26∗

Polidextrosa (B) 3 0.0440 77.05∗

Interacción AxB 6 0.01516 26.54∗

Error experimental 24 0.00057
∗ Significativo p≤0.05 NS No significativo p≤0.05

Tabla 1: Resumen del análisis de varianza (ANOVA) de las variables penetrabilidad (dureza del gel), grados brix y potencial de hidrógeno
(pH) de los doce tratamientos

tos puede ser usada para realizar un análisis preliminar
del sabor del alimento y proveer indicios para luego re-
alizar análisis físico químicos. Asimismo, cambios en
las características sensoriales pueden proveer informa-
ción sobre cambios en las características físicas de un
alimento [7].

El objetivo del presente estudio fue el de cuantificar la
respuesta de diferentes niveles de polidextrosa y azúcar
para la formulación adecuada de una jalea de guanábana.

Materiales y Métodos

Producto

Para la elaboración del la formulación de la jalea de
guanábana se utilizarán diferentes proporciones de in-
gredientes por cada 100 g. La fórmula inicial contu-
vo zumo de guanábana, azúcar blanca, pectina de alta
metoxilación, ácido cítrico y benzoato de sodio, obtenidos
en el mercado local. La polidextrosa “Litesse” fue adquiri-
da de Danisco.

Características del producto

Para la evaluación de las características de la formu-
lación se realizó un experimento preliminar de penetra-
bilidad para determinar la dureza del gel [8]. La pen-
etrabilidad del producto inicial fue de 210 (1/10 mm)
que al compararla con la penetrabilidad de 193 (1/10
mm) de la jalea de mora “Snob”, permitió obtener una
menor dureza del gel. El producto final fue desarrolla-
da considerando diferentes porcentajes de polidextrosa
y azúcar por cada 100 g de producto generando doce
tratamientos que fueron la combinación de cuatro nive-
les de polidextrosa “Litesse” (0.00; 0.30; 0.60; 0.90 g)
y tres niveles de azúcar (50.00; 55.00 y 60.00 g).

Fase experimental y análisis estadístico

Los 12 tratamientos fueron evaluados bajo un diseño ex-
perimental completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial de 3x4. Se cuantificaron tres variables: pene-
trabilidad (dureza del gel), grados brix y pH; utilizan-
do diferentes métodos y normas estandarizadas. Para
dureza del gel el método del penetración [8], grados
brix, norma INEN 380 [9] y pH norma INEN 389 [10].

Para la evaluación de los resultados se utilizó un análisis
de varianza de una vía (ANOVA) con arreglo factorial
para cada variable bajo estudio y una prueba de sepa-
ración de medias de “Tukey” para determinar la signifi-
cación estadística de las diferencias entre las medias
y establecer sus rangos [11]. Para la selección de los
mejores tratamientos considerando las tres variables, se
utilizó valores de ponderación en relación con el nivel
de importancia que se le asignó a cada variable en el
siguiente orden: dureza del gel, grados brix y pH.

Evaluación sensorial

Para el análisis y estudio de aceptabilidad del producto,
se aplicaron diferentes métodos estadísticos: análisis de
varianza de dos vías [11], pruebas utilizando el mode-
lo Thurstoniano (Norma ASTM E2262 – 03) e índice
R [12, 13]. Asimismo, se utilizó la metodología de la
AOAC 1990 para el análisis físico-químico del produc-
to.

Resultados y discusión

Análisis de varianza

En la tabla 1 se presentan las ANOVAS para las vari-
ables penetrabilidad, grados brix y potencial hidrógeno;
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Tratamientos Variables
N◦ Niveles Penetrabilidad∗ Grados Brix∗ pH∗

Azúcar (g) Polidextrosa (g)
12 60.00 0.90 187.0 a 65.37 cd 3.22 abc
4 50.00 0.90 186.7 a 65.53 cd 3.25 a
8 55.00 0.90 183.7 a 66.40 abc 3.25 a
11 60.00 0.60 177.3 b 65.27 cd 3.17 bc
6 55.00 0.30 175.3 b 65.37 cd 3.21 abc
2 50.00 0.30 164.3 c 65.20 cd 3.15 cd
10 60.00 0.30 157.0 d 66.67 abc 3.18 abc
9 60.00 0.00 155.7 d 67.27 a 3.16 bc
7 55.00 0.60 154.7 d 67.00 ab 3.13 d
3 50.00 0.60 154.3 d 65.53 cd 3.15 cd
1 50.00 0.00 153.7 d 64.92 d 3.08 d
5 55.00 0.00 144.3 e 65.67 bcd 3.23 ab
∗medias seguidas por la misma letra no difieren estadísticamente entre sí (p<0.05)
según la Prueba de Tukey

Tabla 2: Resumen de la prueba de significación de medias (Tukey) de las variables penetrabilidad (dureza del gel), gradosbrix y potencial
de hidrógeno (pH) de los doce tratamientos

de estos se desprende que para la variable penetrabil-
idad se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
para tratamientos: contenidos de azúcar (A), contenido
polidextrosa (B) e interacción de los contenidos de azú-
car y polidextrosa (AxB). Estos resultados demuestran
que hubo efectos positivos de los diferentes contenidos
de azúcar y polidextrosa en los tratamientos estudiados
en relación con la dureza del gel.

Por otra parte, para grados brix se encontraron efectos
significativos (p<0.05) para el factor principal azúcar
y no significativos para polidextrosa; asimismo, la in-
teracción de los niveles de azúcar y polidextrosa fue
estadísticamente significativa. Estas respuestas para la
variable grados brix, mostraron que la utilización de difer-
entes niveles de polidextrosa no presentaron una respues-
ta positiva en la cuantificación de esta variable al con-
siderar su efecto individual.

Del análisis de la varianza (ANOVA) para el pH se en-
contraron diferencias estadísticas (p<0.05) tanto para los
efectos principales azúcar y polidextrosa como para la
interacción de azúcar y polidextrosa, lo que es un in-
dicativo de que el pH de los diferentes tratamientos bajo
estudio mostró marcadas variaciones.

Los resultados significativos en las tres variables bajo
estudio para la interacción entre los niveles de azúcar
y de polidextrosa, nos indican que los factores no son
independientes, sin más bien que actúan conjuntamente
y que esta interacción implica que las diferencias de las
respuestas en el factor B polidextrosa, varían de acuerdo
al nivel de azúcar, factor A.

Pruebas de significación

En la tabla 2 se muestran las pruebas de separación de
medias de Tukey para las tres variables cuantificadas de
respuesta. Se encontraron diferencias estadísticas signi-
ficativas para penetrabilidad; presentando mayores mag-
nitudes para esta variable los tratamientos 12, 4 y 8 sien-
do iguales estadísticamente y ocupando el mismo rango

de significación. Al comparar estos valores con los de
penetrabilidad de la jalea de mora marca “Snob” 193
(1/10 mm) se observa que son en magnitud similares a
los de la jalea comercial.

Para la variable grados brix, los resultados según la prue-
ba de Tukey permitieron diferenciar a los tratamientos,
mostrando las combinaciones 9, 7 y 10 valores superi-
ores y al compararla con el parámetro establecido en la
Norma CODEX STAM 296-2009 para confituras, jaleas
y mermeladas que establece un rango de “60 a 65 % o
superior”, estos tres tratamientos mostraron valores su-
periores al 65 % y estadísticamente ocuparon el mismo
rango de significación.

De acuerdo con la prueba de Tukey para la variable pH,
los tratamientos 8, 4 y 5 mostraron los valores más altos,
sin embargo, todos los tratamientos estuvieron dentro
del rango de pH establecido con un mínimo de 2.8 y un
máximo de 3.5 [6].

Evaluación sensorial y estudio de aceptabilidad del
producto

Con base a los valores de ponderación asignados a las
variables penetrabilidad [3]; grados brix [2] y pH [1] se
seleccionaron los tratamientos 8 (55 g de azúcar / 0.90
polidextrosa), 12 (60 g de azúcar / 0.90 polidextrosa) y
4 (50 g de azúcar / 0.90 polidextrosa). Los cuales fueron
considerados para la etapa de evaluación sensorial y es-
tudio de aceptabilidad del producto. La codificación de
las muestras se la realizó mediante el programa “Desing
Express”; la muestra A, tratamiento 4, se codificó como
(394), la B, tratamiento 8, como (170), y la C, tratamien-
to 12 como (622). En general las respuestas fueron
similares para el nivel de agrado de las tres muestras de
la jalea de guanábana expresada por los 100 consum-
idores. Los resultados se concentraron mayormente en
las categorías de 6 a 9 de la escala hedónica, lo que es un
indicativo de que las tres muestras tuvieron aceptación
en los consumidores; sin embargo, la muestra 622 (C)
tuvo el mayor nivel de agrado.



Avances,2013, Vol. 5, No. 1, Pags. C9-C13 Rosero et al.

FV GL CM Fc
Total 299 – –
Jueces 99 3.272 2.56∗

Tratamientos 2 2.425 1.89 NS
Error experimental 198 1.278
∗Significativo p<0.05 NS No significativo p<0.05

Tabla 3: Resumen del análisis de varianza (ANOVA) del nivel de
aceptación de tres tratamientos seleccionados

ANOVA de dos vías

En la tabla 3 se presenta el ANOVA de dos vías de la
prueba del nivel de aceptación de los tres tratamien-
tos (muestras). Se encontraron diferencias estadísticas
(p<0.05) para jueces pero no para tratamientos, es de-
cir que las tres muestras presentaron un nivel de agrado
similar para los consumidores.

Modelo Thurstoriano

La tabla 4 presenta los valores d’ y los límites máximo y
mínimo obtenidos a partir de pares de muestras para la
escala hedónica de 9 puntos de acuerdo con el modelo
Thurstoniano.

Los jueces expresaron un nivel de agrado similar tan-
to para la muestra B como para la C, por esta razón
fue el par de muestras con menor dispersión de valores.
Asimismo, la mayor dispersión se encontró entre A y C
y una dispersión intermedia entre A y B. En base a este
análisis, los jueces expresaron un nivel de agrado simi-
lar para los pares de muestras A y B y B y C; con un
nivel menor de agrado para el par A y C.

Índice R

Los valores de índice R para los pares de muestras se
presentan en la tabla 5.

Los resultados del índice R determinarón que los mues-
tras 394 (A) y 170 (B) fueron estadísticamente iguales
y por lo tanto, los jueces expresaron un nivel de agrado
similar; por otro lado, las muestras 394 (A) y 622 (C)
presentaron diferencias estadísticas, por lo que los jue-
ces expresaron diferentes niveles de agrado tanto para
A como para C. Finalmente, la comparación entre las
muestras 170 (B) y 622 (C) fueron estadísticamente iguales,
y se encontraron en el límite de los valores, del nivel de
agrado de la estimación de los jueces. Adicionalmente,
se observó que un 67 % de jueces indicó el mismo gra-
do de preferencia para dos muestras, y solo un 33 % de
estos estableció una diferencia entre las tres muestras en
el nivel de agrado.

Los resultados encontrados utilizando los tres modelos
estadísticos permitieron determinar que según el ANO-

Pares de d’ sd’ Límite Límite
muestras máximo mínimo

394 (A) con 170 (B) 0.203 0.18748 0.57047 -0.16447
394 (A) con 622 (C) 0.367 0.19191 0.74315 -0.000915
170 (B) con 622 (C) 0.163 0.19560 0.54638 -0.22038

Tabla 4: Comparaciones entre pares de muestras utilizando el
modelo Thurstoniano para categorías de una escala de 9 puntos
(ASTM E2262-03)

Pares de IR Calculado IR tabulado +
muestras ( %) 50 %

AB 47.71 NS 57.89
AC 58.80∗ 57.89
BC 57.82 NS 57.89

∗ Significativo p<0.05
NS No significativo p<0.05

Tabla 5: Índice R para pares de muestras [7]

VA no hubo diferencias estadísticas para el nivel de agra-
do entre los tres tratamientos; por otro lado, el mode-
lo Thurstoniano indicó que la menor dispersión de val-
ores se encontró al relacionar las muestras 170 (B) con
622 (C). Asimismo, el índice R determinó diferencias
estadísticas entre las muestras 394 (A) y 622 (C). Con-
siderando los tres modelos estadísticos evaluados se se-
leccionó la muestra 622 (C) con 60 g de azúcar y 0.90 g
de polidextrosa, la que mostró una mayor tendencia de
aceptación por parte de los consumidores, por lo cual
fue la formulación final del producto para la futura pro-
ducción industrial.

Conclusiones

Los resultados de este estudio determinaron la posibili-
dad de obtener una jalea de guanábana utilizando como
fuente de fibra soluble a la polidextrosa, seleccionán-
dose a la formulación que contenía 60 g de azúcar y
0.90 g de polidextrosa por cada 100 g de producto. El
producto final evaluado sensorialmente fue de agrado de
los consumidores obteniendo un promedio de 7 en la es-
cala hedónica de 1 al 9. Se recomienda realizar análisis
cuantitativos de polidextrosa de acuerdo con la norma
oficial AOAC 2000.11.
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Abstract

A critical component of an Unmanned Aerial Vehicle (UAV) is the communications sys-
tem. It is in charge of transmitting information from the aircraft to the base station and
sending configurations to the aircraft. It is important to keep safe the communication link,
considering that energy resources limit the autonomy of operation of the aircraft. For this
reason, this paper presents a low complex smart antenna system that manages the transmis-
sion power of the communication system based on aircraft position using the positioning
module that it is part of the equipment of the aircraft.

Keywords. UAV, Smart Antennas, GPS

Resumen

Un componente crítico de un vehículo aéreo no tripulado (VANT) es el sistema de comuni-
caciones. Éste se encarga de transmitir la información de laaeronave hacia la estación base
y enviar configuraciones hacia la aeronave. Es importante mantener el enlace de comuni-
caciones, considerando que los recursos energéticos limitan la autonomía de operación de
la aeronave. Por este motivo este artículo plantea un sistema de antena inteligente de baja
complejidad que administre la potencia de transmisión del sistema de comunicaciones en
función de la posición de la aeronave utilizando el módulo deposicionamiento que es parte
del equipamiento de la aeronave.

Palabras Clave.Vehículo Aéreo no Tripulado, Antena Inteligente, GPS.

Introducción

Definimos como aeronaves no tripuladas a aviones teledi-
rigidos remotamente o autómatas que se utilizan gen-
eralmente para tareas de monitoreo o para misiones de
reconocimiento en áreas geográficas hostiles o exten-
sas en donde se prefiere preservar el recurso humano y
reducir los costos de operación. Estas aeronaves cono-
cidas como UAVs (del inglés Unmanned Air Vehicles)
se han aplicado en escenarios militares y de seguridad,
y actualmente son el foco de investigaciones en aplica-
ciones civiles tales como: control de tráfico y control
de carreteras, control de narcotráfico, fotografía aérea y
catastro, detección de incendios, control de migración,
asistencia y control de pesca, comunicaciones de tele-
fonía móvil e internet. Una búsqueda rápida por Inter-
net permite localizar proyectos relacionados en diver-
sos estados de desarrollo en España, Argentina, Perú y
Ecuador.

El desarrollo de UAVs involucra capacidades multidis-

ciplinares en áreas de Aeronáutica, Ingeniería Mecáni-
ca, Ingeniería Electrónica, de Telecomunicaciones y Con-
trol, y en etapas avanzadas de desarrollo se constituyen
en autómatas que requieren incluso de inteligencia ar-
tificial no solo para su operación individual sino co-
mo parte de un conglomerado de autómatas inteligentes
[1, 2]. Para su adecuada operación, se han desarrollado
modelos de gestión [3], pues el desarrollo de la mis-
ión requiere de una correcta interacción entre la nave,
la estación base y los subsistemas de despegue y recu-
peración.

Al tratarse de una aeronave autónoma, sus recursos en-
ergéticos son limitados y deben optimizarse para la op-
eración del equipamiento de monitoreo y navegación.
En la mayoría de los casos, la información obtenida por
la aeronave se transmite a una estación base en tiem-
po real, por lo que es necesario un sistema eficiente de
transmisión de datos. Sin embargo, al tener recursos en-
ergéticos limitados, el rango del enlace entre la aeron-
ave y la estación base es un factor neurálgico a resol-
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verse, pues este puede verse afectado por la presencia
de interferencias, así como por las características inher-
entes a las señales transmitidas en su propagación entre
la aeronave y la estación de control, lo cual ha llevado
incluso a la propuesta de esquemas complejos de trans-
misión/recepción [4] para enlaces por sobre los 50 km.

Se considera que la optimización de potencia en la aeron-
ave, además de incrementar el rango, aumentaría su au-
tonomía de operación; por lo que se vuelve necesario
mejorar el sistema de comunicaciones en la aeronave.
Las características deseadas para la solución a imple-
mentare son: bajo peso, bajo consumo de potencia y
la ausencia de puntos ciegos en el área de cobertura.
Una solución sencilla es la adición de amplificadores
en transmisión y recepción. La utilización de amplifi-
cadores en la estación base aumentaría el rango, pero su
utilización en la aeronave aumentaría el peso del equipo
y la potencia consumida de forma considerable. Otra
solución es la utilización de antenas de alta directivi-
dad. Sin embargo, si bien esta solución aumenta el ran-
go, también reduce el área de cobertura. Una forma de
compensar este problema es utilizar varias de estas an-
tenas en un arreglo sectorizado; pero no existiría una
optimización de potencia.

Una solución que aumenta el rango y optimiza el con-
sumo de potencia es un arreglo de antenas; pero al igual
que en el caso anterior, un arreglo presenta puntos cie-
gos en su área de cobertura. La diferencia entre un ar-
reglo y una antena directiva es la capacidad de modificar
el patrón de radiación a partir de la amplitud y fase de la
señal de cada antena. Limitada por la disposición física
de las antenas, y utilizando un sistema de procesamien-
to de señales, un arreglo puede anular sus puntos ciegos
dinámicamente; constituyéndose en un sistema de ante-
na inteligente.

Una antena inteligente es un arreglo de sensores en la
cual un procesador determina la alimentación de cada
uno de ellos para la transmisión de datos y trata la señal
recibida para recuperar la señal transmitida a través del
enlace. Una antena inteligente controla únicamente la
amplitud y la fase de la señal transmitida o recibida de
cada sensor, sin modificar la disposición espacial del ar-
reglo. El rango angular de operación de la antena in-
teligente se encuentra limitado por la configuración físi-
ca del arreglo y condicionado por la acción del proce-
sador [5–7].

En la literatura que hace alusión a antenas inteligentes,
una de las aplicaciones de interés es precisamente la de-
tección del ángulo de dirección de la señal transmiti-
da, y si bien es cierto que teóricamente, estas config-
uraciones podrían funcionar incluso en condiciones de
obstrucción (NLOS del inglés Non Line Of Sight), el
procesamiento requerido es más extenso [5–9]. El uso
del módulo GPS incorporado en la aeronave permite
el desarrollo de una solución menos pesada computa-
cionalmente desde el punto de vista de nuestro proce-
sador, con la ventaja que la estimación de la posición

Figura 1: Arquitectura del sistema de antena inteligente.

incluye inherentemente el uso de Filtros de Kalman, con
la ventaja que esto supone en términos de estabilidad en
el seguimiento de la ruta [10].

Métodos

Arquitectura y funcionamiento de la antena inteligente

En la Figura 1 se muestra el diagrama funcional de la
antena inteligente y su interacción con los demás sis-
temas a bordo de la aeronave. El sistema se conforma
por el arreglo de sensores, el procesador de señales, el
subsistema de posicionamiento y el sistema de comuni-
caciones. El sistema de comunicaciones se encarga de la
modulación y conversión de datos del entorno de red. El
subsistema de posicionamiento se utiliza para determi-
nar la dirección de radiación, pues en este caso partimos
del hecho de que es un sistema asistido por GPS.

El procesador de señales se encarga de asegurar la cor-
recta extracción de la señal transmitida por la estación
base a partir de las señales disponibles en el arreglo de
sensores.

En el modo de transmisión, el procesador se encarga
de alimentar cada sensor del arreglo en amplitud y fase
con el objetivo que el arreglo amplifique la señal en de-
terminadas direcciones y la cancele en otras.

Los sensores que conforman el arreglo propuesto son
monopolos de cuarto de longitud de onda con plano de
tierra, cuya ganancia se estima en alrededor de los 6 dB.
También se considera que el sistema de comunicaciones
es capaz de transmitir con una potencia máxima de 30
dBm.

Al utilizar cualquier antena omnidireccional, ésta irra-
dia en todas direcciones. Por este motivo se considera
que existe un uso inadecuado de la potencia, el cual
degrada el rango de operación del enlace de comuni-
caciones. Si se consigue direccionar la potencia de tal
manera de irradiar en las direcciones de interés, se op-
timizaría la potencia y el rango del enlace. El problema
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Figura 2: Diagrama de bloques del procesador para la recepción
de señal.

es precisamente que al reducir el área de cobertura, po-
dría perderse el enlace al quedar el objetivo fuera del
área cubierta. La inteligencia del arreglo soluciona este
inconveniente.

Procesamiento de señal en transmisión y recepción

Uno de los escenarios donde potencialmente podrían
utilizarse UAV’s (Unmanned Aerial Vehicle) son pre-
cisamente las reservas ecológicas, tales como el Parque
Nacional Galápagos en nuestro país. Bajo el supuesto de
misiones de monitoreo marítimo alrededor del archip-
iélago de Colón, y el uso de frecuencias que correspon-
den internacionalmente al espectro no licenciado y disponible
para aplicaciones científicas; se trabaja a lo largo de este
artículo sobre la banda de 900 MHz. En este escenario,
es razonable considerar el canal de comunicaciones en
condiciones de línea de vista LOS (del inglés Line Of
Sight), y afectado por bajo ruido debido a la naturaleza
del problema. Por lo tanto se modela el medio de trans-
misión únicamente por las pérdidas de propagación a
900 MHz.

Para la recepción, el procesador captura las señales recibidas
por los sensores, las pondera y retarda en base a la in-
formación del controlador de dirección; son sumadas y
el resultante es enviado al sistema de comunicaciones;
como se muestra en la Figura 2.

Para la transmisión, la señal de salida del sistema de co-
municaciones es amplificada y retardada para cada sen-
sor en función de la información provista por el contro-
lador de dirección; como se muestra en la Figura 3.

Diseño del Arreglo de Antenas

A pesar que existen variaciones en el ángulo de ele-
vación entre la aeronave y la estación terrena, se con-
sidera por lo pronto que la elevación no será modificada
por el arreglo, lo cual simplifica la solución.

Se realizaron simulaciones con arreglos lineales basa-
dos en el método de los polinomios de Schelkunoff [11],
sin embargo el control de la dirección de radiación se
mostró completamente deficiente. Finalmente se decidió
modificar la distribución de los sensores para buscar
simetría angular del arreglo, ubicando los sensores en

Figura 3: Diagrama de bloques del procesador para la trans-
misión de señal.

una circunferencia de radio determinado. Bajo esta condi-
ción, es necesario analizar únicamente un segmento an-
gular para caracterizar completamente el arreglo. Con el
objeto de reducir costos y la complejidad del sistema, se
determinó que se utilizaría el mínimo requerido de tres
sensores, como se muestra en la Figura 4.

Criterios de Diseño del Algoritmo del Ángulo de Ra-
diación basado en GPS

La mayoría de las antenas inteligentes estiman la direc-
ción del transmisor a partir de las características de la
señal recibida en cada sensor; pero, gracias al módu-
lo de posicionamiento global que tiene la aeronave no
tripulada se puede determinar la dirección de radiación
sin tener que estimar la señal.

En la Figura 5 se explica el diagrama de bloques del
controlador de dirección del sistema de procesamiento.
Los objetivos de almacenar las posiciones de la aeron-
ave son: estabilizar la señal, y estimar el azimuth de
dirección de la aeronave según su historial de coorde-
nadas.

Definimos el azimut como el ángulo comprendido en
sentido horario entre el vector que apunta al norte y la
dirección de interés desde un centro de referencia; En
este caso, el centro de referencia es la posición actual
de la aeronave.

Figura 4: Disposición de los sensores en el arreglo en el plano xy:
sensor 1 a 0◦, sensor 2 a 120◦ y sensor 3 a 240◦.
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Figura 5: Diagrama de bloques del Controlador de Dirección

Los azimuts determinados son los denominados azimut
de posición, el cual referencia la estación base desde
la aeronave; y el azimut de dirección que referencia la
dirección de la aeronave a partir del historial de coorde-
nadas.

El cálculo del ángulo de radiación se obtiene mediante
la diferencia entre el azimut de posición y el azimut de
dirección, como se muestra en la Figura 6. Utilizando
un algoritmo de control según el ángulo de radiación se
determinan los coeficientes para cada sensor.

El reto del controlador de dirección se encuentra en el
algoritmo de cálculo del azimut. Para ello se utiliza un
punto auxiliar, y se asume que existe un triángulo plano
conformado por el centro de referencia, el punto objeti-
vo y el punto auxiliar. Las coordenadas del punto auxil-
iar es la latitud del centro de referencia y la longitud del
punto objetivo. Para obtener la distancia entre puntos se
utiliza la Ecuación 1.

d = RT arc cos





cos (Lat1)
∗

cos (Lat2)
∗

cos (Long1 − Long2)
+ sin (Lat1)

∗

sin (Lat2)



 (1)

Donde d es la distancia en kilómetros entre los puntos
P1(Lat1,Long1) y P2(Lat2,Long2), siendo RT el radio
terrestre en kilómetros [12]. Conocidas las distancias,
se calcula el ángulo “γ” entre la paralela y la línea entre
el centro y el objetivo. Para convertirγ en el ángulo
de azimut en sentido horario “α” es necesario aplicar
criterios basados en la posición del objetivo relativa al
centro de referencia, como se muestra en la Tabla 1.

Modelamiento de las señales en el Arreglo de Ante-
nas

Para simular el funcionamiento del arreglo de sensores
se utilizaron la ecuación de intensidad de radiación en
campo lejano en la Ecuación (2) que dependen de los

Posición Signo Signo Azimuth
Relativa Diferencia Diferencia α

Latitud Longitud (grados)
Noreste Positivo Positivo 90◦ − γ

Sureste Negativo Positivo 90◦ + γ

Suroeste Negativo Negativo 270◦ − γ
Noroeste Positivo Negativo 270◦ + γ

Tabla 1: Criterios para el cálculo del ángulo de azimuth

Figura 6: Esquema de cálculo de ángulo de radiación del arreglo
de antenas.

parámetrosfθ y fφ que se expresan en las Ecuaciones
(3) y (4); siendo theta el ángulo de elevación y phi el
ángulo de dirección en coordenadas esféricas. Las com-
ponentes deJx, Jy y Jz son las transformadas de Fouri-
er de la corriente que circula por la antena modelada en
coordenadas cartesianas [11–15]. El modelamiento de
una antena puntual de en el centro de coordenadas se
modela en la Ecuación (5) y (6).

U (θ, φ) =
15π

λ2

[∣

∣f2

θ

∣

∣ +
∣

∣f2

φ

∣

∣

]

(2)

fθ = cos (θ) cos (φ)Jx+cos (θ) sin (φ)Jy − sin (θ)Jz
(3)

fφ = − sin (φ) Jx + cos (φ) Jy (4)

J =







Jx = 0
Jy = 0

Jz = i0 ∗ F {sin (Kz ∗ z) δ (x) δ (y)}
(5)

z = r cos (θ)
x = r sin (θ) sin (φ)
y = r sin (θ) cos (φ)

(6)

Dado que el control no estima la señal recibida y aprovecha
la señal GPS, el algoritmo de coeficientes puede traba-
jar en configuraciones preestablecidas del arreglo. Esto
cataloga a la antena inteligente como una antena de con-
formación de haz conmutado.
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Figura 7: Ganancia del arreglo en magnitud para las configuraciones broadside (a la izquierda) y endfire (a la derecha) para las combina-
ciones de sensores 1 y 2 (Superior), 2 y 3 (Medio); y 3 y 1 (Inferior).

Figura 8: Superior: Comparación en vista superior de los patrones de radiación. Izquierda: Patrón de radiación de una antena. Derecha:
Patrón de radiación de la antena inteligente. Inferior: Patrón de radiación de la antena inteligente en tres dimensiones.
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Figura 9: Patrón de radiación en función de la trayectoria. Izquierda: Simulaciones en el escenario generado con Matlab. Derecha:
Simulaciones a partir de la base de datos registrados. Superior: Trayectorias de la aeronave. Inferior: relaciones entre la dirección en la
cual se desplaza la aeronave (flecha amarilla), la direcciónen la cual se encuentra la estación base (flecha roja), y el patrón de radiación
activo (en color rojo).

Las configuraciones preestablecidas de los arreglos provienen
de un par de sensores activos en configuraciones “broad-
side” y “endfire”. Una configuración broadside permite
radiar a la dirección ortogonal de la recta formada por
los sensores al alimentarlos con la misma señal, mien-
tras que una configuración endfire irradia en la misma
dirección a la recta formada por los sensores, mediante
la alimentación desfasada de los sensores.

El objetivo de la simulación es determinar los factores
característicos del factor de arreglo combinado, como
son la directividad y la ganancia del arreglo de sensores.
Es necesario por tanto discriminar los efectos del mod-
elo del sensor utilizado en el arreglo, para lo cual se lo
compara con el patrón de radiación de la antena modela-
da en las Ecuaciones (5) y (6). Para asegurar que la po-
tencia de alimentación sea mantenga constante en am-
bos modelos, se utiliza la Ecuación (7).

|ief | =

√

√

√

√

√

|i0|
2

n
∑

k=1

|ak|
2

(7)

Dondeief es la corriente efectiva en el arreglo a partir
de la corriente de la antena únicai0 y en función de la
magnitud de corriente de cada sensorak. La corriente
en cada sensor es igual al producto entre el coeficiente
ak y la corriente efectivaief .

Resultados y Discusión

Ganancia de arreglos individuales y Ganancia com-
puesta de la antena inteligente

Los resultados de la simulación de configuraciones broad-
side y endfire para cada par de sensores alimentados se
muestran en la Figura 7.
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Utilizando el controlador de coeficientes es posible “mostrar”
el arreglo combinado de las 6 configuraciones de ante-
nas en función del ángulo de radiación, como se muestra
en la Figura 8 junto con el modelo de antena única.

Algoritmo del Ángulo de Radiación

Para la simulación de la nave en vuelo se utilizaron los
programas Matlab y Google Earth, además del toolbox
de Google Earth para Matlab [16, 17]. Los resultados de
las simulaciones se muestran en la Figura 9.

Se manejaron dos escenarios: el primero, en el cual las
trayectorias se generan en Matlab; y el segundo con
trayectorias extraídas de una base de datos a través de
un dispositivo móvil GPS asistido. En ambos escenarios
se envían las coordenadas al controlador de dirección.

El dispositivo utilizado para la captura es un teléfono
celular basado en Android con la aplicación Google My-
Tracks. Los parámetros de captura son de una distancia
de captura mínima de 5 metros, una distancia máxima
de 200 metros, y una precisión del GPS de 200 metros,
después de la cual se rechazan valores del GPS. Estos
parámetros son adecuados para un escenario generado
por un auto que se dirige a través e una autopista.

Conclusiones

A partir de los datos de la simulación del arreglo, se con-
firma que se irradia hacia cualquier dirección, en base
a configuraciones broadside y endfire, con un valor de
ganancia alrededor de 3 dB, como se observa en la figu-
ra 8; que se explica a partir de la Ecuación (7). Si no
se procede a la normalización de potencia, la ganancia
se estima en 6 dB: 3 dB correspondientes a la configu-
ración del arreglo, y 3 dB correspondientes a la dupli-
cación de potencia en la alimentación. Según la Ecuación
(7), si se aumenta el número de sensores activos, podría
aumentarse la ganancia hasta algo más de 4.5 dB. La di-
rectividad de la antena inteligente se determina a partir
de los modos broadside y endfire. En el modo Broadside
se tiene un ancho de haz cercano a los 60◦, y en el modo
endfire cercano a los 120◦. Aunque el uso de los modos
endfire es suficiente para garantizar una cobertura om-
nidireccional con una ganancia de 3dB, se utilizan tam-
bién los modos broadside para mejorar el nivel medio
de ganancia.

La estabilidad del arreglo dependerá drásticamente de
la estabilidad y el error en los datos del receptor GPS.
Sin embargo, el error en las coordenadas de posición
no imposibilita utilizar el azimut de posición. El may-
or inconveniente se encuentra en determinar el azimut
de dirección, necesario para determinar el ángulo de ra-
diación. Para solventar el error, es necesario utilizar un
receptor de GPS robusto que estabilice la información,
de lo contrario se tendría que mejorar los algoritmos de
procesamiento en el controlador de dirección.

Otro inconveniente detectado en el algoritmo, se des-
cubre cuando la aeronave se encuentra detenida, y por

lo tanto no es posible detectar la dirección de radiación
por medio de la diferencia de coordenadas. Este esce-
nario es más probable en el momento de despegue de
la aeronave. Una alternativa para solucionar este incon-
veniente se constituye el utilizar una antena indepen-
diente al arreglo y que se conecte directamente con el
sistema de comunicaciones, lo cual es factible en un re-
ceptor MIMO (del inglés Multiple Input-Multiple Out-
put). También se podría utilizar únicamente uno de los
sensores del arreglo, aumentando la inteligencia en el
controlador de dirección. También sería factible estimar
el ángulo de radiación a partir de la estimación de la
DOA a partir de métodos de análisis espectral.

Uno de los retos principales del arreglo se encuentra
en el desarrollo del plano de tierra de los monopolos.
Es necesario que exista un plano de tierra lo suficiente-
mente grande para su funcionamiento adecuado, pero en
una aeronave las superficies planas y abiertas son limi-
tadas. Se necesita llegar a un compromiso entre los re-
querimientos técnicos del arreglo y las posibilidades de
implementación.

El algoritmo de cálculo de azimut se sustenta en la uti-
lización de un punto auxiliar y las consideraciones de un
triángulo plano. La complejidad del algoritmo de detec-
ción del ángulo de radiación dependerá de la estabilidad
de los datos y de la posibilidad de asumir una proyec-
ción sobre un espacio plano en lugar de un espacio es-
férico.

Las simulaciones, y otras pruebas realizadas con datos
reales, demuestran un funcionamiento consistente entre
los algoritmos de ángulo de radiación y el algoritmo
de control de configuración del arreglo. La evidencia
muestra que la dirección del arreglo nunca se encuen-
tra fuera de los patrones de radiación de las diferentes
configuraciones.
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Abstract

During last years the global awareness about human-health and environment risks, caused
by aquifers pollution, has grown. In this context, remediation actions on contaminated
groundwater has acquired large importance from both scientific and engineering viewpoint
whose main aim is the restoration of health-safety values ofcontaminants in groundwater
for human beings. Before to start any remediation action, itis essential to characterize as
accurate as possible of the porous medium properties, from both the hydrodispersive and
hydrodynamic point of view. Often in situ aquifers characterization requires high economic
and human costs and therefore laboratory tests and modelling are usually employed for a
first level of characterization. The major aim of this work isto present the results of the
main hydrodispersive parameters of a phreatic aquifer artificially reproduced by a labora-
tory prototype in order to characterize the mass transport within the considered system.
Dispersion coefficient and longitudinal dispersivity presented are obtained as a result of a
series of tracer tests carried out on the model which allow tocomplete the hydrodynamic
characterization of the reproduced aquifer.

Keywords. Aquifer, Hydrodispersive Parameters, Tracers, Dispersion Coefficient, Longi-
tudinal Dispersivity

Resumen

Durante los últimos años se ha creado una conciencia mundialsobre los riesgos a la salud
humana y al medio ambiente, producidos por la contaminaciónde los acuíferos. En este
sentido, las acciones de remediación constituyen un elemento de fuerte interés tanto de un
punto de vista científico como ingenierístico, cuyo objetivo fundamental es aquel de recon-
ducir a condiciones seguras los niveles de concentración delos contaminantes encontrados
en acuíferos. Sin embargo, antes de proceder a las acciones de remediación en sí, se vuelve
fundamental una caracterización lo más precisa posible de este medio poroso, tanto desde
el punto de vista hidrodinámico como hidrodispersivo. Los costos tanto económicos como
humanos de una caracterización del acuífero in situ muchas veces son insostenibles, por
tal motivo, la reproducción en laboratorio de un modelo de acuífero puede ser útil para
efectuar un primer nivel de caracterización. Este artículotiene como finalidad mostrar los
resultados obtenidos de los principales parámetros hidrodispersivos de un acuífero freático
artificial, reproducido mediante un prototipo de laboratorio, con el objeto de caracterizar el
transporte de masa. El estudio se basa en estudios obtenidosde una precedente caracteri-
zación hidrodinámica del acuífero en mención. En este estudio se reportan los resultados
obtenidos, en el modelo de acuífero, del coeficiente de dispersión y de la dispersividad
longitudinal, a través de pruebas de trazabilidad, efectuadas en el prototipo.

Palabras Clave.Acuífero, Parámetros Hidrodispersivos, Trazadores, Coeficiente de Dis-
persión, Dispersividad Longitudinal

Introducción

El paso de una economía de tipo agrícola a una de tipo
industrial que ha caracterizado las últimas décadas ha
dado lugar a nuevos problemas relacionados con la con-

taminación ambiental y por ende la necesidad de reparación
y recuperación de áreas contaminadas.

La fuerte antropización de algunas zonas, con todo lo
que esto implica (zonas industriales, vertederos, etc.) ha
llevado a la generación de sustancias, productos y dese-
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chos que se han extendido en diversas matrices ambi-
entales, lo cual constituye un peligro para la salud del
hombre y de los ecosistemas con los que entran en con-
tacto [1]. La toma de conciencia de los riesgos asocia-
dos con este tipo de situaciones y el desarrollo de nuevos
conocimientos científicos, han evidenciado la necesidad
de reconducir las zonas afectadas a su estado original y
reducir las concentraciones de contaminantes a niveles
innocuos, a través de remediación de sitios contamina-
dos mediante la remoción de la causa contaminante y
la recuperación de los niveles aceptables de riesgo para
la salud humana [2]. Las obras de remediación de sitios
contaminados, debido a su complejidad, son un tema de
gran interés tanto desde el punto de vista de ingeniería
como desde un entorno legal y normativo.

Antes de proceder a la recuperación de un sitio contam-
inado es indispensable su caracterización con precisión
desde el punto de vista hidrodinámico como hidrodis-
persivo [3]. Esto puede implicar costos considerables,
por tal razón una primera experiencia puede ser limita-
da al estudio del acuífero mediante su reproducción en
laboratorio a través de un prototipo y efectuando en este
el primer nivel de caracterización.

La finalidad de este trabajo experimental es la de de-
terminar los principales parámetros hidrodispersivos en
un acuífero freático artificial, reproducido a través de un
modelo físico de laboratorio, con el objeto de caracteri-
zar adecuadamente el transporte de masa. Es importante
tener presente que anteriormente se realizó una carac-
terización hidrodinámica detallada del mismo acuífero
dentro en prototipo construido para tal fin.

De manera particular, en este estudio se presentan los
resultados de la determinación, para el acuífero artifi-
cial en análisis, del coeficiente de dispersión y la dis-
persividad longitudinal, mediante idóneas pruebas con
trazadores realizadas directamente en el modelo físico.

Los resultados presentados a continuación hacen pref-
erencia a pruebas de laboratorio efectuadas con el ob-
jetivo de caracterizar desde un punto de vista hidrodis-
persivo una falda artificial reproducida a escala de lab-
oratorio con la finalidad de estudiar la eficiencia de una
barrera reactiva permeable (PRB) en el abatimiento de
los metales pesados presentes en el acuífero usando co-
mo medio reactivo particulares fibras vegetales. Esta in-
vestigación es parte de un acuerdo de cooperación e in-
tercambio entre la Universidad de Calabria (Italia) y la
Universidad Nacional de Chimborazo (Ecuador).

Metodología

Ecuaciones Teóricas para la Caracterización hidrodis-
persivas

La metodología consistió en la caracterización del ter-
reno muestreado en Cosenza, Cosenza, Calabria, Italia
desde el punto de vista granulométrico, donde fue verifi-
cado el flujo laminar del mismo, determinado mediante

Figura 1: Fotografía del dispositivo utilizado “Sand Box”

el número de ReynoldsRe =
V d
ν

, donde V es la veloci-
dad efectiva del fluido, d es el diámetro eficaz (magni-
tud lineal que caracteriza el tamaño de los poros, o de
los mismos gránulos sólidos que constituyen la matriz
sólida) yν es la viscosidad cinemática, a través de este
cálculo fue comprobado que el valor de tal parámetro
resulta menor que 10 [4].

Desde el punto de vista hidrodinámico del acuífero fue
previamente determinando los parámetros hidrodinámi-
cos, en particular la conductividad hidráulica, a través
de pruebas de bombeo y el posterior tratamiento de datos
experimentales de descensos vs tiempo, obtenidas en
condiciones de movimiento no estacionario con el méto-
do de Neuman [5].

La caracterización de la hidrodispersividad

La determinación de los parámetros hidrodispersivos,
particularmente el coeficiente de dispersión y la disper-
sividad, en el presente estudio fueron obtenidas a través
de pruebas con trazadores, considerando como trazador
el NaCl.

De esta manera, despreciando los fenómenos de decadi-
mento y adsorción – desorción, la ecuación de trans-
porte sólido asume la siguiente expresión [6].

∂
∂x

(

Dxx
∂C
∂x

)

+ ∂
∂y

(

Dyy
∂C
∂y

)

−
∂
∂x

(u1C)+

−
∂
∂y

(u2C) = S ∂C
∂t

(1)

Donde:

C = concentración del contaminante
[

ML−2
] [

ML−3
]

;

S = coeficiente de almacenamiento [- -]

Dxx = coeficiente de dispersión hidrodinámica a lo largo
del eje x

[

L2T−1
]

Dyy = coeficiente de dispersión hidrodinámica a lo largo
del eje y

[

L2T−1
]

u1 = componente de la velocidad a lo largo de x
[

LT−1
]
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u2 = componente de velocidad a lo largo de y
[

LT−1
]

En la hipótesis de movimiento monodimensional, in-
misión impulsiva, superficie libre no significativamente
perturbada por la presión generada mediante las prue-
bas de bombeo, en condiciones de eventual movimiento
forzado y dispersión trasversal despreciable, la solución
de la Ec. 1 toma la siguiente forma [7].

C (x, t) =
M/ω

√
4πDt

· e−
(x−ut)2

4Dt (2)

Donde:

M = masa del trazador por unidad de sección transver-
sal total [M ];

x = distancia entre el punto de inmisión del trazador y
el de muestreo [L];

t = tiempo [T ];

α = dispersividad [L];

u = velocidad real
[

LT−1
]

;

D = coeficiente de dispersión
[

L2T−1
]

;

C = concentración en el tiempo t genérico
[

ML−1
]

;

ω = porosidad [-]

Si se asumen las siguientes variable reducidas:

tR = ut
x

CR = C(x,t)

CMAX(x)

Donde:

CMAX = concentración máxima
[

ML−1
]

.

La Ec. 2 se convierte en la siguiente:

CR =
K
√
tR

e

[

−
Pe

4tR
(1−tR)

2
]

(3)

Donde:

K =
√
tRMAX

· e

[

Pe

4tRMAX

(1−tRMAX
)2

]

tRMAX
=

√

1 +
(

1

P

)2
−

1

Pe

Pe = número de Péclet [-]

DondePe =
Vefx

D

Sustituyendo en la Ec.3 los diferentes valores del número
de Péclet, se obtienen las curvas teóricas que sobrepo-
nen la experimental, la identificación de la curva teórica
es representativa del caso en estudio y se determina así
los valores del coeficientes dispersión (D) y la disper-
sividad (α) [8–12] definida comoα = x

Pe
.

Figura 2: Sistema para la lectura de los niveles piezométricos

En cuanto concierne la velocidad de transporte en el in-
terior del medio poroso, después de haber determinado
un flujo laminar y estacionario, la velocidad se obtiene
a partir de la ley de Darcy:

VD = −k
∆h

L
(4)

mientras que la velocidad efectiva se determina medi-
ante la siguiente ecuación [4, 9]:

vef =

∫

∞

0

x
t
C (t) dt

∫

∞

0
C (t) dt

= x
I3

I2
(5)

Donde:

t = tiempo [T];

C (t) = concentración del contaminante en el tiempo t
[

ML−2
]

;

I3 =
∫

∞

0

1

t
C (t) dt

I2 =
∫

∞

0
C (t) dt

VD y deVef se pueden utilizar para determinar la porosi-
dad del medio estudiado mediante la siguiente ecuación
[4, 9]:

ω =
VD

Vef

(6)

Figura 3: Sistema de bandejas móviles para regularizar la carga
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Figura 4: Dispositivo usado para la prueba con trazadores, con pozo de bombeo, piezómetro de inmisión, y pozos de observación.

Modelo experimental

La fase experimental se llevó a cabo en un acuífero sub-
terráneo artificial especialmente diseñado mediante un
modelo físico situado en el Laboratorio de Defensa del
Suelo de la Universidad de Calabria (Italia) y exacta-
mente reproducido en el Laboratorio de Servicios Am-
bientales de la Universidad Nacional Chimborazo (Ecuador).
Este modelo consiste en una caja en forma de paralelepípe-
do de dimensiones 0,60 m x 2 m x 0,60 m, descubierto
en la parte superior y colocado a 1 m a partir de la su-
perficie suelo sostenido con una estructura metálica con
tubos de conexión.

La parte posterior y los dos paneles laterales están he-
chos de PVC (cloruro de polivinilo), del espesor de 2
cm, mientras que la parte delantera es hecha de una
lámina de plexiglás transparente de espesor 1 cm que
permite la inspección visual del experimento.

En correspondencia de las dos extremidades del par-
alelepípedo han sido colocadas dos tanques cuya altura
se puede regular para fijar la gradiente de la carga hidráuli-
ca entre los dos extremos, fijando de esta manera las
condiciones de flujo al interno del modelo. Al interno de
la caja están presentes una serie de piezómetros afora-
dos recubiertos de un geotextil usado para impedir la
obstrucción de los foros por parte de la arena colocada
dentro de la caja.

Una fotografía del dispositivo en cuestión se muestra en
la Figura 1.

El modelo fue equipado con veinte y siete piezómetros,
dispuestos a lo largo de tres filas de nueve, que con-
sisten en tubos de plástico rígido de largo 0.60 m, de
diámetro 0.008 m, perforado a lo largo de toda su longi-
tud con una distancia entre ejes de 0.05 m y recubiertos
con el mismo geotextil utilizado en las paredes del mod-
elo. Cada piezómetro, fue instalado en el interior de un
agujero hecho en la parte inferior de la caja de arena, y
conectado al exterior del modelo con un tubo de plásti-
co transparente y flexible, con el cual es posible deter-
minar la carga hidráulica, midiendo el nivel de agua en

los tubos de plástico transparentes dispuestos en la parte
posterior del modelo, por encima de una hoja de papel
cuadriculado, como se indica en la Figura 2.

En el compartimiento central ha sido realizado un pozo,
a través de un tubo de PVC con un diámetro de 0.030
m, el cual está también cubierto por geotextil, con ori-
ficios realizados cada 0.03 m a lo largo de toda su pro-
fundidad. Este pozo está ubicado en el centro de la caja,
con el fin de tener el mismo número de piezómetros en
ambos lados y, por lo tanto, en posición útil cualquiera
que sea la dirección del flujo de agua. Para garantizar
una carga constante en los tanques laterales, se ha pre-
dispuesto un sistema de bandejas móviles conectadas al
modelo. Cada una de las bandejas móviles, que sirve
para asegurar la carga constante en los compartimien-
tos laterales, tienen la capacidad de deslizarse vertical-
mente a lo largo de un carril fijado en la pared de los
tanques de carga y descarga y se divide en dos compar-
timentos, uno de los cuales, conectado hidráulicamente
con el sistema, viene alimentado continuamente y está
equipado con un rebosadero para mantener un nivel de
agua constante en el interior, como se indica en la Figu-
ra 3.

Para la caracterización hidrodispersiva, se hizo una prue-
ba de trazadores con movimiento forzado, bombeando
desde el pozo central con un caudal constante de 0.838
m3/d, con ayuda de bomba peristáltica de pequeña po-
tencia. Utilizando para la inmisión del trazador el piezómetro
derecho más lejano del pozo. Se prepararon 100 ml de
una solución de NaCl de 80 g/l, que fue inyectada en el
piezómetro en cuestión en un corto tiempo [13]. Suce-
sivamente, la prueba es de tipo continuo realizando lec-

Distribución granulométrica
Tipo de Suelo %

Grava 17.5
Arena 82.5
Fango 0.0
Arcilla 0.0

Tabla 1: Resultados de la distribución granulométrica del terreno
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Figura 5: Clasificación granulométrica del terreno en estudio

turas de conductividad eléctrica, por medio de un con-
ductivimetro Modello HI 9033 Multi-range, y determi-
nando a través de este los correspondientes valores de
concentración del trazador, desde las muestras tomadas,
cada vez, en los 3 piezómetros de medición alineados
en el modelo, por medio de una jeringa provista de una
tubo de goma especialmente preparado [14]. Los pozos
de bombeo y los pozos de observación se muestran en
la Figura 4.

Los piezómetros de observación n.1, n. 2 y n. 3 están
alejados del piezómetro de inmisión 0.15 m, 0.30 m
0.45 m respectivamente.

Verificada la laminaridad y la estacionariedad de movimien-
to (Re∼= 0,2 <10), mediante la Ec.4 se determina la ve-
locidad de DarcyVD y mediante la ecuación (5) la ve-
locidad efectivaVef . Finalmente, mediante la Ec.6, se
obtiene la porosidad del medio.

Sucesivamente se repitió la prueba con el trazador con
una caudal, igual a 0.616m3/d. Seguidamente fue mod-
ificado el espesor de la capa freática, llevándola a 0.282
m, y luego fueron repetidas las pruebas con el trazador
con los mismos dos caudales asumidos anteriormente,
es decir, 0.838m3/d y 0.616m3/d.

Análisis granulométrico

El terreno utilizado (medio poroso) fue sometido a un
análisis granulométrico cuyos resultados son presenta-
dos en la Tabla 1, mientras que la Figura 5 muestra la
curva granulométrica correspondiente. Estos resultados
permiten definir el medio poroso considerado como are-
na.

El compartimiento central del modelo fue llenado con
tal terreno a una altura de aproximadamente 0.50 m y se
ha hecho una inmisión de agua para simular un acuífero

freático a una altura de aproximadamente 0.408 m, suce-
sivamente se repitió la prueba con una altura de la falda
de 0.282 m.

Resultados y Discusión

Después de la caracterización hidrodinámica del terreno
para la estimación de la conductividad hidráulica medi-
ante pruebas de flujo se ha obtenido un valor de 1.27 x
10−6 m/s.

Los valores de la velocidad efectiva de Darcy y la porosi-
dad, obtenidos en correspondencia de cada piezómetro,
son reportan en la Tabla 2.

El muestreo efectuado en cada uno de los piezómetros
ha hecho posible obtener las curvas de restitución para
cada uno de los casos examinados, es decir distintos es-
pesores del acuífero y diversos caudales de bombeo. En
la Figura 6 se muestran las curvas de restitución en tér-
minos de variables reducidas para cada piezómetro y
para cada una de las hipótesis formuladas.

Para cada uno de las pruebas de trazabilidad realizadas
se ha efectuado la superposición con las curvas teóri-
cas obtenidas cambiando el número de Péclet con la
ecuación (4), válido en el caso de un movimiento uni-
forme de una dimensión y colocación impulsivo. En la
Figura 7 se muestran los gráficos de prueba para ca-
da uno de rastreo con superposiciones con la finalidad
de poder determinar el valor del número de Peclet(Pe)
para cada una de las pruebas de trazabilidad realizadas,
relativas a las diversas configuraciones consideradas en
el sistema experimental.

Para encontrar el valor del número de Peclet, y por lo
tanto la curva teórica que mejor se sobrepone con la
curva experimental, se procedió tomando como valor de
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Figura 6: Curvas de restitución obtenidas en los tres piezómetros en estudio, para cada uno de los dos espesores del acuífero y para cada
uno de los caudales de bombeo considerados

dicho parámetro aquel que minimiza el error de super-
posición entre las dos curvas. Para hacer este método se
adoptó el método de error estándar (SE), que describe
la incertidumbre en la estimación de un valor estadísti-
co.SE es por lo tanto, en este caso, una estimación de la
variabilidad de la desviación estándar de los parámetros
considerados relativos a la muestra, una medida de la
imprecisión de las variables reducidasCR y dtr se ob-
tiene como diferencia en valor absoluto entre los valores
de estos parámetros relacionados con la curva experi-
mental y la teórica [15]. El error estándar se representa

mediante la siguiente expresión [16]:

SE =
σ
√
n

(7)

Donde:

σ = desviación estándar de la población;

n = número de valores considerados en la muestra (has-
ta el valor máximo deCR). En la Figura 8 se mues-
tran para mayor claridad del gráficoSE - Pe relativo
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Figura 7: Superposición de las curvas experimentales con las teóricas para los tres pozos en estudio, para cada uno de losdos grosores del
acuífero y para cada de los dos caudales de bombeo considerados

al piezómetro No. 1 y a la prueba de trazadores realiza-
da con el espesor del acuífero igual a 0.408 m y caudal
0.616 m3/s.

Recordando que:Pe =
Vefx

D
, donde Vef es la veloci-

dad efectiva y x la distancia entre el punto de inmisión
y el de observación y D el coeficiente de dispersión, se
calcula el último parámetro mediante la siguiente expre-
sión:

D =
Vefx

Pe

(8)

Análogamente, se recuerda que siendoD = Vef · α, la
expresión de dispersividad es la siguiente:

α =
x

Pe

(9)

Mediante las ecuaciones (9) y (10) se determinaron, los
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Espesor de la falda acuífera (m) Piezometro Q
(

m
3/d

)

VD (m/d) Veff (m/d) ω

0.408m

n◦ 1
0.838 3.423 4.507 0.759n◦ 2

n◦ 3
n◦ 1

0.616 2.516 3.202 0.785n◦ 2
n◦ 3

0.282m

n◦ 1
0.838 4.963 6.359 0.780n◦ 2

n◦ 3
n◦ 1

0.616 3.717 4.497 0.826n◦ 2
n◦ 3

Tabla 2: Valores deVD, Veff y ω en los piezómetros, para los diversos espesores de la falda en los caudales considerados

Espesor de la falda acuífera (m) Piezometro Q
(

m
3/d

)

Pe D
(

m
2/s

)

α (m)

0.408m

n◦ 1
0.838

54 0.024 0.003
n◦ 2 58 0.062 0.005
n◦ 3 10 0.680 0.045
n◦ 1

0.616
55 0.017 0.003

n◦ 2 26 0.115 0.011
n◦ 3 15 0.436 0.030

0.282m

n◦ 1
0.838

18 0.070 0.008
n◦ 2 8 0.450 0.037
n◦ 3 6 1.202 0.075
n◦ 1

0.616
19 0.094 0.008

n◦ 2 32 0.148 0.009
n◦ 3 14 0.781 0.032

Tabla 3: Valores del número de Peclet (Pe), del coeficiente de dispersión y de la dispersividad para las pruebas con trazadores efectuadas

Figura 8: Individualización del valor de Pe al cual correspondi-
ente al valor mínimo deSE (Piez. n.1, espesor del acuífero H =
0.408 m, Q = 0.616 m3/s)

valores de D yα para cada una de las pruebas con trazadores
y de las configuraciones del sistema tomado en consid-
eración, en la Tabla 3 se presentan los valores de estos
parámetros.

Conclusiones

La realización de las pruebas con trazadores en un acuífero
freático artificial, reproducido en laboratorio utilizando
un modelo físico, ha permitido la caracterización hidrodis-
persivas de un trazador (sal), considerando como medio
poroso identificado después de los análisis de laborato-
rio la arena. En esta investigación se han determinan-

do los parámetros hidrodispersivos en diferentes condi-
ciones del nivel de la falda, en particular, se han obtenido
el coeficiente de dispersión y la dispersividad.

La caracterización hidrodispersiva del acuífero artificial,
en estudio, representa el punto de partida para posibles
actividades de investigación futuras sobre los aspectos
vinculados al transporte de masa en los medios porosos,
con la finalidad de individuar las mejores técnicas de
remediación para los acuíferos contaminados.

En conclusión, los resultados obtenidos muestran como
la caracterización hidrodinámica efectuada en escala de
laboratorio para el acuífero artificial estudiado (que rep-
resenta una simplificación de los acuíferos reales) repre-
sentan un instrumento válido para la comprensión de los
fenómenos de flujo y transporte que se podrían verificar
en escala real.
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Abstract

The uncontrolled release of acid mine drainage (AMD) characterized by elevated concentrations of
dissolved metals, high levels of sulfate ions and low pH values threatens the quality of water resources
nearby mining areas worldwide. The development of novel technologies based on the precipitation of
metals as metal sulfides catalyzed by sulfate reducing bacteria constitute an important method for the
bioremediation of AMD. The objective of this study was to evaluate in batch experiments the efficiency
of different organic substrates such as acetate, lactate, ethanol and peptone as electron donors during
the generation of biogenic sulfide by different microbial inocula and its possible applications in the
bioremediation of AMD. The highest sulfide production activity was obtained with 2.5 g acetate-COD
L−1as substrate, 4000 mg SO−2

4
L−1 as electron acceptor and the sediments of an artificial lagoon

as bacterial inoculum. The final cumulative sulfide production was 463 mg S2− L−1, the maximum
specific sulfide production activity was 9 mg S2− g acetate−1 d−1, and the maximum specific sul-
fate reduction activity was 52 mg SO−2

4
g acetate−1 d−1. In terms of the substrate concentration,

a 10-fold increase in the concentration of the electron donor resulted in substrate inhibition signifi-
cantly decreasing the biogenic sulfide activities. The results of this study indicate that acetate was
a highly effective substrate during the microbial sulfate reduction with a potential application in the
remediation of acid mine drainage. Moreover, the use of acetate as electron donor favored the sulfate
reducing activity through the inhibition of the methanogenic activity of the microorganisms present in
the evaluated microbial inocula.

Keywords. sulfate reducing bacteria (SRB), acid mine drainage (AMD),organic sub-
strates, electron donor, biogenic sulfide activity.

Resumen

La descarga no controlada de los drenajes ácidos de mina (DAM) caracterizados por presentar elevadas
concentraciones de metales disueltos, iones sulfato y pH ácido amenaza la calidad de los cuerpos de
agua cercanos a las zonas mineras alrededor del mundo. Tecnologías basadas en la precipitación de
metales en forma de sulfuros metálicos, catalizada por las bacterias sulfato reductoras encargadas de
la producción desasimilatoria de sulfuros constituyen un importante método de remediación de los
DAM. En este trabajo de investigación se evaluó la eficienciade diferentes sustratos tales como ac-
etato, lactato, etanol y peptona como donadores de electrones durante la sulfato reducción microbiana.
Diferentes inóculos microbianos y sus posibles aplicaciones en el tratamiento biológico de los DAM
fueron estudiados en experimentos batch. La mayor eficiencia de producción de sulfuro catalizada por
las bacterias sulfato reductoras fue alcanzada empleando 2.5 g DQO-acetato L−1 como donador de
electrones, 4000 mg SO2−

4
L−1 como aceptor de electrones y los sedimentos de una laguna artificial

como inóculo bacteriano. La producción final acumulada de sulfuro fue 463 mg S2− L−1, mientras
que la actividad máxima específica de producción de sulfuro fue 9 mg S2− g acetato−1 d−1 y la
actividad máxima específica de reducción de sulfato fue 52 mgSO2−

4
g acetato−1 d−1. El efecto de

la concentración de sustrato también fue evaluado, un incremento de 10X en la concentración del don-
ador de electrones resultó en una inhibición por sustrato disminuyendo significativamente la actividad
biogénica de generación de sulfuro. Los resultados de este estudio indican que acetato fue un sus-
trato muy eficiente durante la sulfato reducción microbianacon un gran potencial de aplicación en la
remediación de los DAM. Más aún, el empleo de acetato como donador de electrones favoreció la ac-
tividad sulfato reductora a través de la inhibición de la actividad metanogénica de los microorganismos
presentes en los inóculos microbianos evaluados.

Palabras Clave. bacterias sulfato reductoras, drenajes ácidos de mina (DAM), sustratos
orgánicos, donadores de electrones, producción biogénicade sulfuro.
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Introduction

The mining industry is one of the most important indus-
tries worldwide. However, the liquid discharges gener-
ated by this activity known as acid mine drainage (AMD)
are considered, nowadays, one of the most serious en-
vironmental problems around the globe. AMD is
characterized by high concentrations of heavy metals,
sulfate ions and low pH values. AMD is gener-
ated through a combination of chemical and biolog-
ical processes by which the metal sulfides from min-
ing activities, such as pyrite (FeS2), arsenopyrite (Fe-
AsS), chalcopyrite (CuFeS2), and sphalerite (ZnS) are
oxidized and generate lixiviates which are very toxic to
the ecosystem [1, 2].

The methods for the remediation of AMD based on the
use of sulfate reducing bacteria (SRB) represent a promis-
ing technology for the biotreatment of mining effluents.
SRB in the presence of sulfate and an organic substrate
catalyzed the biogenic generation of sulfide that pro-
motes the precipitation of heavy metals as metal sul-
fides, the increment of pH of the effluent due to the for-
mation of bicarbonate during the oxidation of the or-
ganic substrate and the consumption of sulfate [1–3].
This type of treatment significantly reduces the negative
impact of AMD in the ecosystems and human health.

Much research work has been focused on characterizing
and evaluating the application of sulfate reducing pro-
cesses to remediate contaminated AMD sites. The dis-
tribution and activity of SRB that utilizes acetate as sub-
strate were studied by Karnachuket al. using the sedi-
ments of the Norilsk mining area (Northern Siberia) [3].
Acetate was provided in concentrations of 0.5 g COD
L−1 obtaining sulfate reduction rates averaged between
0.0048 and 2.88 mg SO2−

4
L−1 d−1. In addition, a SRB

number of 2.5 x 106 cells mL−1 was determined by the
most probable number (MPN) method [3]. In the study
conducted by Manoues and coworkers with the sedi-
ments of Devils Lake in the northeast region of North
Dakota, the importance of an adequate electron donor
in the SRB activity was also illustrated. Bioassays con-
ducted with 1.92 g acetate-COD L−1 with sulfate con-
centrations in the lake ranging between 300 and 3000
mg L−1 reported maximum specific sulfate reduction
activities between 1.1 and 8.5 mg SO2−

4
L−1 d−1 [4].

These results demonstrated the efficiency of acetate as
substrate with sulfate reduction maximum specific ac-
tivities six times higher than when acetate was not used
[4].

The presence of SRB has also been investigated. Vladár
et al. conducted a study in the sediments of Velencei
Lake located in the southeast of Budapest (Hungary) to
determine the presence of SRB [5]. In that study, lac-
tate was provided as the electron donor and the most
probable number method was utilized for determining
the amount of SRB present in the sediments which was
found to be 5.4 x 105 cells g sediment−1. Among 47

SRB cultures were characterized through molecular meth-
ods. Different electron donors were also tested in order
to obtain information of the substrate utilization capac-
ity of the species isolated from the sediments [5].

The objective of this research work was to evaluate the
capacity of SRB to utilize different substrates as elec-
tron donors during the microbial sulfate reduction and
its possible applications in the biotreatment of acid mine
drainage. Acetate, lactate, ethanol and peptone were
evaluated in this study in the presence of sulfate in batch
bioassays. The anaerobic microbial inocula tested in-
cluded sludge and sediments from wastewater treatment
plants, artificial and natural lagoons, and stabilization
lagoons in Ecuador. Microbial competition between sul-
fate reducing bacteria and methanogens was also evalu-
ated in the presence of acetate as electron donor.

Materials and Methods

Sludge and sediments

Anaerobic sludges from five sources were evaluated in
the study. Three sludges came from wastewater treat-
ment plants (WWTP) and two were lagoon sediments.
An anaerobic sludge was obtained from the facultative
lagoon of the WWTP of Ucubamba - ETAPA in Cuenca
(S1). Sludge from a WWTP in Quito was also used as
microbial inoculum: hydrocyclone sludge (S2) and sed-
imentation tank sludge or discharge sludge (S3). The
sediments of an artificial lagoon at the Universidad San
Francisco de Quito - USFQ (S4) and of a natural lagoon
located in the Orellana Province (S5) in the Amazonian
region were also collected. The content of total sus-
pended solids (TSS) and of volatile suspended solids
(VSS) in the sludge and sediments was (TSS, VSS):
S1 (13.94%, 3.56%); S2 (8.94 g L−1, 5.92 g L−1); S3

(2.88 g L−1, 2.00 g L−1); S4 (14.90%, 6.28%) and S5
(20.64%, 2.69%), respectively. The sludge and sedi-
ments were stored in refrigeration at 4◦C in plastic con-
tainers.

Culture media

The basal mineral medium used in the sulfate reduction
and methanogenic bioassays contained (in mg L−1):
NH4Cl (280); KH2PO4 (195); MgSO4 (49); CaCl2 (10);
NaHCO3 (3000); yeast extract (10); and 1 mL L−1 of
trace element solution. The trace element solution con-
tained (in mg L−1): H3BO3 (50), FeCl2· 4H2O (2,000),
ZnCl2(50), MnCl2 (32), (NH4)6Mo7O24· 4H2O (50),
AlCl3 (50), CoCl2· 6H2O (2,000), NiCl2· 6H2O (50),
CuSO4· 5H2O (44), NaSeO3· 5H2O (100), EDTA (1,000),
resazurin (200), and 1 mL L−1 of HCl 36% [6]. The
pH of the basal mineral medium was adjusted to 7.1-7.3
with HCl and NaOH, as required.

Chemicals

Sodium sulfate (100% purity) was obtained from J. T.
Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Ammonium and iron
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(III) sulfate, sodium acetate and ethanol (96%) were
obtained from Laboratorios Químicos H.V.O. (Quito,
Ecuador). Sulfuric acid (95 - 97 %) and peptone were
obtained from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). DMP
(N,N-dimethyl-p-fenildiamineoxalate) (> 99%) was ob-
tained from Acros Organics (Geel, Belgium). Zinc chlo-
ride (97.1%) was obtained from J. T. Baker (Zedelgem,
Belgium). Lactic acid (88 - 92%) was obtained from
Riedel-de Haën (Seelze, Alemania). N2 gas was de-
livered from AGA Ecuador (Guayaquil, Ecuador). All
the chemicals were used in the condition they were re-
ceived.

Batch microbial bioassays

Batch microbial bioassays were conducted in duplicates
using glass serum flasks (160 mL) with butyl rubbers
stoppers and aluminum crimp seals. The headspace was
flushed with N2 gas to assure anaerobic conditions. Flasks
lacking microorganisms were also incubated and served
as abiotic controls. All bioassays were incubated in
a home-made climate-controlled chamber at 30±2 ◦C.
In the case of the sulfate reducing activity bioassays,
each flask was supplemented with 100 ml basal mineral
medium, 4000 mg SO2−

4
L−1 as sodium sulfate, 10% v/v

of microbial inoculum and the desired organic substrate
concentration. The organic substrates evaluated were
acetate (2.5 g COD L−1), lactate (2.5 and 25 g COD
L−1), ethanol (2.5 and 25 g COD L−1) and peptone (2.5
and 25 g L−1). In the methanogenic activity bioassays,
each flask was supplemented with 50 ml basal mineral
medium, 2.14 g acetate-COD L−1 and 10% v/v of mi-
crobial inoculum. The reduction of sulfate to sulfide
was periodically monitored by measuring the S2− con-
centration in aqueous phase and the methane generation
was monitored during 5 days according to the protocol
described in analytical methods. The maximum spe-
cific sulfide generation (mg S2−g substrate−1 d−1) and
methanogenic (mg CH4-COD g VSS−1 d−1) activities
were calculated from the slope of sulfide production and
substrate concentration, and cumulative methane pro-
duction and biomass concentration; respectively, versus
time (d), as the mean value of duplicate assays. The
maximum specific sulfate reduction activity was expressed
in mg SO2−

4
g substrate−1 d−1. The sulfate concentra-

tion consumed was calculated based on the following
microbial reduction reaction responsible of the genera-
tion of H2S and HS− proposed by Metcalf and Eddy
[7].
1

8
SO

2−

4
+

19

16
H+

+ 1e− →
1

16
H2S +

1

16
HS−

+
1

2
H2O (1)

Analytic methods

Total dissolved sulfide was analyzed colorimetrically by
the methylene blue method at a wavelength of 670 nm
[8, 9].

Methane generated during the anaerobic bioassays was
determined by the liquid displacement method with serum
flasks [10]. Total suspended solids (TSS) and volatile

suspended solids (VSS) were determined according to
Standard Methods for Examination of Water and Wastew-
ater [11].

Results and discussion

In this study, different organic substrates were evalu-
ated in batch bioassays as electron donors during the
biogenic generation of sulfide by a mix culture of SRB
present in anaerobic sludge and sediments from differ-
ent sources. Figure 1 represents an illustrative example
of the time course of sulfide production with the use of
acetate (2.5 g COD L−1) as substrate in the presence
of 4000 mg SO2−

4
L−1 in an abiotic control (absence

of microorganisms) and in the treatment bioassay with
the sludge of the facultative lagoon of the WWTP in
Cuenca as microbial inoculum. There was practically
no sulfide production in the abiotic control, while in the
treatment bioassay the production of S2− gradually in-
creased with incubation time. In fact, in the treatment,
a maximum of 35.96 mg S2 L−1 were achieved after 45
days; whereas in the control, a sulfide concentration of
0.43 mg L−1 was obtained in the same period of time.
The same trend was observed in each of the microbial
inocula and substrates evaluated in this study; the sul-
fide concentration increased in the treatment bioassays
with incubation time and in the abiotic controls it re-
mained constant and it was negligible. These results
show that SRB present in the inocula evaluated used
the substrates (acetate, lactate, ethanol, and peptone) as
electron donors in a greater or lesser extent to support
microbial sulfate reduction.

Hydrogen sulfide is a weak acid with dissociation con-
stants Ka1 and Ka2 of 9.6 x 10−8 and 9.3 x 10−14, re-
spectively [12]. Therefore at the working pH value of
7.1 – 7.3 evaluated in this study, the concentration ra-
tio of the predominant species H2S : HS− was calcu-
lated to be 1 M : 0.96 M, practically [HS−] : [H2S].
These results are consistent with the sulfate reduction
proposed by Metcalf and Eddy (Eq. 1) [7] that shows
an equimolar relationship between the generated H2S
and HS− during the microbial sulfate reduction. More-
over, based on the Henry constant for H2S at 25◦C (1
x 10−1 mol L−1 atm−1) [13], the concentration ratio of
H2S (ac) / H2S (g) is 2.45; namely, for each mol of H2S
in the gaseous phase exists 2.45 mol of H2S in aque-
ous phase, meaning that approximately 70% of the pro-
duced biogenic sulfide is in aqueous phase. In fact, in
this study in the presence of 4000 mg SO2−

4
L−1 and

2.5 g acetate-COD L−1, the theoretical production of
sulfide was calculated to be 666.7 mg S2− L−1. How-
ever, only 463.3 mg S2− L−1 were detected in aqueous
phase in the bioassays conducted with the sediments of
the artificial lagoon, so presumably the other 203.4 mg
S2− L−1 were in gaseous phase, demonstrating that, in
fact, approximately 70% of the total sulfide was present
in aqueous solution.

Figure 2 illustrates the time course of the sulfide produc-
tion in the presence of 2.5 g acetate-COD L−1 and 4000
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Figure 1: Time course of the sulfide production with 2.5 g acetate-
COD L−1 and 4000 mg SO2−

4
L−1 with 10% v/v of the anaerobic

sludge of the facultative lagoon of the WWTP in Cuenca (L1).
Legend: (•) abiotic control (acetate + sulfate); (�) treatment (ac-
etate + sulfate + microorganism). Error bars represent the stan-
dard deviations of the bioassays performed in duplicates.

mg SO2−
4

L−1 for the different anaerobic sludge and
sediments evaluated in this study. Among the microbial
inocula tested, the anaerobic sediments of the artificial
lagoon showed the highest sulfide production, 463.25
mg S2− L−1 after 56 days of treatment. The final cu-
mulative sulfide production, as well as the maximum
specific sulfide production and sulfate reduction activ-
ities for the different anaerobic sludge and sediments
evaluated in this study are presented in Table 1. The
maximum specific sulfide production and sulfate reduc-
tion activities with the use of acetate as substrate varied
between 0.25 and 8.74 mg S2− g acetate−1 d−1, and
1.51 and 52.43 mg SO2−

4
g acetate−1 d−1, respectively.

Based on these results, it can be concluded that the max-
imum specific sulfide generation or sulfate reduction ac-
tivities of the sediments of the artificial lagoon is 18
times higher than the one of the sludge of the faculta-
tive lagoon in Cuenca, 15 and 35 times higher than the
ones of the hydrocyclone sludge and discharge sludge
of the WWTP in Quito, respectively.

These results are comparable with literature studies. Ma-
noueset al. found maximum specific sulfate reduc-
tion activities up to 8.5 mg SO2−

4
L−1 d−1 with 1.92

g acetate-COD L−1 and 3000 mg SO2−
4

L−1 with the
sediments of Devils Lake in North Dakota [4]. In the
case of the sediments of the artificial lagoon, the best
acetate oxidizer microbial inoculum between the ones
evaluated in this study, the maximum specific sulfate
reduction activity was 33 times higher than the one ob-
tained by Manoues under similar conditions. These re-
sults indicate that acetate and the sediments of the ar-
tificial lagoon were highly efficient for the microbial
sulfate reduction and are excellent candidates for the
biotreatment of acid mine drainage in continuous sys-
tems.

Lactate was also evaluated in this study as electron donor
during the microbial sulfate reduction. The highest max-
imum specific sulfate reduction activity was obtained
with the sludge of the natural lagoon in the Orellana

Figure 2: Time course of the sulfide production with 2.5 g acetate-
COD L−1 and 4000 mg SO2−

4
L−1 with 10% v/v of microbial in-

ocula from different sources in the bioassays treatments (acetate +
sulfate + microorganism). Legend: (o) sediments of the facultative
lagoon of the WWTP in Cuenca (L1); (∆) hydrocyclone sludge of
a WWTP in Quito (L 2; (�) discharge sludge of a WWTP in Quito
(L3; (•) sediments of the artificial lagoon of the USFQ (L4). Error
bars represent the standard deviations of the bioassays performed
in duplicates.

Province (Table 1). Practically all other inocula eval-
uated (with exception of the discharge sludge of the
WWTP in Quito) present maximum specific sulfide pro-
duction or sulfate reduction activities half the value ob-
tained with the sediments of the natural lagoon which
were 4.16 mg S2− g substrate−1 d−1 and 24.97 mg
SO2−

4
g substrate−1 d−1, respectively and those activ-

ities constitute only 50% of the maximum specific sul-
fide generation activity of the sediments of the artificial
lagoon in the presence of acetate.

In recent studies, Oyekola and coworkers demonstrated
the efficiency of lactate as substrate for the biological
sulfate reduction [14]. Lactate concentration of 2.5 g
lactate-COD L−1 and sulfate concentrations between
1000 and 10,000 mg SO2−

4
L−1 were provided. The

maximum specific sulfate reduction activity obtained was
of 864 mg SO2−

4
L−1 d−1 [14]. Studies conducted by

Celiset al. also evaluated the use of lactate as substrate
in the biogenic sulfate reduction [15]. Lactate and sul-
fate were provided in concentrations of 1 g COD L−1

and 1500 mg L−1, respectively and a maximum spe-
cific sulfate reduction activity of 830 mg SO2−

4
L−1

d−1 was obtained [15]. The sulfate reducing activity re-
ported in the mentioned studies are one order of magni-
tude higher than the one obtained in this research work
(65 mg SO2−

4
L−1 d−1 or 24.97 mg SO2−

4
g substrate−1

d−1) with the sediments of the natural lagoon. This dif-
ference suggests that the microbial consortium present
in the sediments of the natural lagoon do not have a mi-
crobial lactate oxidizing activity as efficient as in the
case of the mentioned studies.

Ethanol was also evaluated as substrate in the microbial
sulfate reduction. The highest maximum specific sul-
fate reduction and sulfide generation activities achieved
were 5.28 mg SO2−

4
g substrate−1 d−1 and 0.88 mg

S2− g substrate−1 d−1, respectively; and were obtained
with the sediments of the artificial lagoon (Table 1). In
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Substrate Anaerobic sludge and sediments

Final S2− Sulfide production Sulfide reduction
Concentration production activity activity
g CODL−1 mg S2− L−1 mg S2− mg SO

2−

4

g substrate−1 d−1 g substrate−1 d−1

Acetate 2.5

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

35.96 0.48 2.88

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito

31.99 0.60 3.58

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito 11.64 0.25 1.51

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

463.25 8.74 52.43

Lactate

2.5

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

125.33 1.73 10.39

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito

171.50 2.42 14.51

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito 22.15 0.14 0.81

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

74.40 1.63 9.78

L5: Sediments of the natural lagoon
in the Orellana Province

44.88 0.99 5.96

25

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

20.61 0.23 1.37

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito

184.21 3.33 19.99

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito

21.78 0.43 2.59

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

96.11 2.89 17.35

L5: Sediments of the natural lagoon
in the Orellana Province 44.88 0.99 5.96

Peptone

2.5

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

77.04 1.45 8.71

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito

15.66 0.24 1.42

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito

4.93 0.21 1.27

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

27.13 0.34 2.06

25

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

6.43 0.013 0.08

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito 15.72 0.023 0.14

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito

19.19 0.036 0.22

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

12.54 0.024 0.15

Ethanol

2.5

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

16.78 0.24 1.46

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito 20.48 0.29 1.75

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito

1.20 0.14 0.84

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

22.40 0.88 5.28

25

L1: Sediments of the facultative la-
goon of a WWTP in Cuenca

49.94 0.048 0.288

L2: Hydrocyclone sludge of a
WWTP in Quito

1.70 0.003 0.020

L3: Discharge sludge of a WWTP
in Quito

0.36 0.001 0.004

L4: Sediments of the artificial la-
goon of the USFQ

1.34 0.007 0.042

Table 1: Final cumulative sulfide production and maximum specific sulfide production and sulfate reduction activities inthe presence of
4000 mg SO2−

4
L−1 with 2.5 and 25 g COD L−1 of each substrate for the different anaerobic sludge and sediments evaluated in batch

bioassays.

the case of the sediments of the facultative lagoon in
Cuenca and of the hydrocyclone of the WWTP in Quito,
the maximum specific sulfate reduction or sulfide gen-
eration activities are between 3 and 4 times lower than

the ones obtained with the sediments of the artificial la-
goon. In contrast, the discharge sludge of the WWTP
in Quito presents a maximum specific activity six times
lower than the highest activity obtained. However, the
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Sludge and sediments mmol CH4 · L−1 mg CH4-COD g VSS−1 d−1

L1: Sediments of the facultative lagoon of a
WWTP in Cuenca

6.79 270.48

L2: Hydrocyclone sludge of a WWTP in Quito 4.99 208.23
L3: Discharge sludge of a WWTP in Quito 9.17 373.53
L4: Sediments of the artificial lagoon of the USFQ 2.19 48.85

Table 2: Methane production and maximum specific methane generation activities with 2.5 g acetate-COD L−1 for the different anaerobic
sludge and sediments.

maximum specific sulfide generation of the sediments
of the artificial lagoon in the presence of ethanol is one
order of magnitude lower than the one obtained with the
same microbial inoculum with the use of acetate.

Previous studies conducted by Sierra-Álvarezet al. re-
ported positive results in the removal of heavy metals
with the use of ethanol as substrate in bioreactors packed
with sulfate reducing bacteria [2]. In the study ethanol
and sulfate were provided in concentrations of 0.9 g
COD L−1 and 700 mg L−1, respectively. The maxi-
mum biogenic activity obtained was of 409 mg S2− g
VSS−1 d−1 together with heavy metal removal efficien-
cies exceeding 99.2% [2]. In this research work, using
ethanol as substrate with the best inoculum evaluated
(sediments of the artificial lagoon), the maximum bio-
genic activities achieved were of 0.18 mg S2− g VSS−1

d−1 which are considerably lower than the one reported
by Sierra-Álvarezet al. indicating that ethanol was not
an efficient substrate for the SRB present in the sedi-
ments of the artificial lagoon.

In this study, the use of peptone was also evaluated as
substrate during the microbial sulfate reduction. The
highest maximum specific sulfide generation activity ob-
tained was 1.45 mg S2− g substrate−1 d−1 with the
sediments of the facultative lagoon of the WWTP in
Cuenca (Table 1). For all microbial inocula evaluated,
the biogenic activities are similar averaging between 0.2
and 0.3 mg S2− g substrate−1 d−1 and they are six
times lower than the ones obtained with the sediments
of the facultative lagoon. The highest maximum spe-
cific sulfide generation activity in the presence of pep-
tone is 3 times lower than the one in which acetate is
used as electron donor with the same inoculum, demon-
strating, once again, the superior efficiency of acetate as
substrate. Miyazato and coworkers illustrated the exis-
tence of SRB in an activated sludge cultured with pep-
tone with a biogenic activities between 7.2 and 19.2 mg
SO2−

4
g−1 d−1 which is comparable with the results ob-

tained in this research work with the sediments of the
facultative lagoon of the WWTP in Cuenca [16].

For all organic substrate evaluated in this study, lagoon
sediments registered higher biogenic activities than the
anaerobic sludge from the wastewater treatment plants.
A possible explanation for this phenomenon is that dur-
ing wastewater treatment the growth of methanogenic
microorganisms is stimulated, debilitating sulfate reduc-
ing bacteria. In contrast, in lagoons, natural processes
occur in which the sulfate reducing bacteria dominate
because they are the strongest species.

The effect of the substrate concentration during the mi-
crobial sulfate reduction was also evaluated in this study.
Lactate, peptone, and ethanol in concentrations 10 times
higher than 2.5 g COD L−1 were studied under the same
experimental conditions described previously. Figure 3
represents an illustrative example of the time course of
the sulfide generation in the presence of 25 g ethanol-
COD L−1. The results with 25 g COD L−1 of lactate
and peptone with different microbial inocula are similar
to those reported in Figure 3 in terms of sulfide gener-
ation monitoring (no figures reported). The maximum
specific sulfide generation and sulfate reduction activi-
ties are shown in Table 1. It is important to note that
in general, the maximum specific sulfide generation and
sulfate reduction activities together with the final cumu-
lative sulfide production were greater when a lower sub-
strate concentration (2.5 g COD L−1) was provided in
comparison with higher substrate concentrations (25 g
COD L−1). For instance, in the case of the hydrocy-
clone sludge of the WWTP in Quito, the sulfide produc-
tion rate is two orders of magnitude higher with 2.5 g
ethanol-COD L−1 as compared with 25 g ethanol-COD
L−1. This fact can be attributed to a microbial inhibition
when substrate is provided in excess as in the case of the
bioassays conducted with 25 g substrate-COD L−1.

Among all substrates evaluated in this study, acetate was
found to be the best electron donor for the microbial

Figure 3: Time course of the sulfide production with 25 g ethanol-
COD L−1 and 4000 mg SO2−

4
L−1 with 10% v/v of microbial

inoculum from different sources in treatments bioassays (ethanol
+ sulfate + microorganisms). Legend: (o) sediments of the fac-
ultative lagoon of the WWTP in Cuenca (L1); (∆) hydrocyclone
sludge from a WWTP in Quito (L 2); (�) discharge sludge from a
WWTP in Quito (L 3); (•) sediments of the artificial lagoon of the
USFQ (L4). Error bars represent the standard deviations of the
bioassays performed in duplicates
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sulfate reduction with 4000 mg SO2−
4

L−1. In the pres-
ence of 2.5 g acetate-COD L−1, SRB present in the sed-
iments of the artificial lagoon registered the highest cu-
mulative sulfide production, maximum specific sulfide
generation and sulfate reduction activities, 463.35 mg
S2− L−1, 8.74 mg S2− g acetate−1 d−1 and 52.43 mg
SO2−

4
g acetate−1 d−1, respectively. Those activities

are twice the value of the most representative maximum
specific biogenic activity obtained with the use of the
sediments of the natural lagoon in the Amazonian re-
gion with 2.5 g lactate-COD L−1.

In the anaerobic microbial inocula evaluated in this study,
different bacterial consortiums are expected to be present;
even more, microbial competition for the organic sub-
strate is very likely to take place. Therefore, the possi-
ble competence between methanogenic and sulfate re-
ducing microorganisms was also studied in batch bioas-
says. Table 2 summarizes the methanogenic activities
of microorganisms present in the sludge and sediments
evaluated in this study. From the results obtained, it can
be concluded that the methane generation follows an op-
posite trend to the sulfide production. The sediments of
the artificial lagoon which presented the highest specific
sulfide generation activity, registered the lowest maxi-
mum specific methane generation activity in the pres-
ence of 2.5 g acetate-COD L−1. On the other hand,
the discharge sludge of the WWTP in Quito shows the
highest methanogenic activity and the lowest sulfido-
genic activity under the same experimental conditions.
Moreover, the maximum specific sulfide generation ac-
tivity of the sediments of the artificial lagoon is 35 times
higher than the one of the discharge sludge of the WWTP
in Quito. In the case of the methane generation, the
methanogenic activity of the discharge sludge is 8 times
higher than the one of the sediments of the artificial la-
goon. These results demonstrate that indeed a substrate
competence exists between SRB and methanogens; how-
ever, in the presence of acetate and sulfate, the growth of
SRB was stimulated while the activity of methanogenic
microorganisms was inhibited.

These results are consistent with literature studies re-
garding microbial competition. For instance, Kristjans-
son and coworkers demonstrated a kinetic competence
between methanogenic and sulfate reducing microor-
ganisms with the latter ones showing a greater affinity
for acetate when the substrate was not provided in ex-
cess [17]. These authors calculated the Monod constant
(Ks) which were lower for SRB than for methanogenic
microorganisms illustrating a greater affinity of the SRB
towards acetate as substrate [17]. Moreover, Loweet al.
mentioned that in sedimentary ecosystems, the addition
of acetate inhibits the methanogenesis [18]. In fact, a
significant diminish in the methane production was ob-
tained when acetate was provided, leading to the con-
clusion that carbon dioxide and hydrogen were the dom-
inant precursors of methane in that environment [18].

Conclusions

Acetate was the most efficient electron donor for the mi-
crobial sulfate reduction with the sediments of the artifi-
cial lagoon as microbial inoculum. The use of lactate re-
sulted in the second more efficient donor; however, the
maximum specific sulfide production was only 50% of
that obtained with acetate. The use of ethanol and pep-
tone as substrates did not present a significant efficiency
in the biogenic sulfide activities compared with the ones
obtained with the use of acetate or lactate during the
microbial sulfate reduction. Microbial competence be-
tween sulfate reducing bacteria and methanogens for the
organic substrate was demonstrated, in fact in the pres-
ence of acetate a clear trend was observed, the highest
the sulfate reduction, the lowest the methane produc-
tion. Finally, the use of acetate with the sediments of the
artificial lagoon present a great potential for the biotreat-
ment of acid mine drainage characterized by elevated
concentrations of heavy metals, sulfates and acidity.
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Abstract

Electricity is a key energetic component to socio-economicdevelopment. Its production
is based on non-renewable resources (fossil fuels), renewable sources and nuclear energy.
The generation by fossil fuels produces the emission of air pollutants and greenhouse gas-
es, whose magnitude depends on the matrix or mix of power generation. The percentage of
CO2 emissions around the world attributed to electricity and heat generation reaches 41 %.
The CO2 emission factors per unit of electricity available for consumption in Ecuador
were estimated for the period 2001-2011. The results vary between 214.0 and 397.5 g CO2
kWh−1. The highest value corresponds to 2010, the year with the highest participation of
non-renewable resources (52.2 %). The lower value corresponds to 2003, year with low-
est participation of non-renewable resources (34.5 %). Themost recent value, for the year
2011, is 313.3 g CO2 kWh−1. This emission factor serves to establish indicators of sustain-
ability (as the carbon or the ecological footprint) in different areas. It is a basic parameter
in energy planning.

Keywords. cological footprint, carbon footprint, mix of generation,sustainability, energy
performance

Resumen

La electricidad constituye un elemento energético clave para el desarrollo socioeconómico.
La producción de electricidad se basa en recursos no renovables (combustibles fósiles),
fuentes renovables y energía nuclear. La generación mediante combustibles fósiles produce
la emisión de contaminantes del aire y de gases de efecto invernadero, cuya magnitud
depende de la matriz o mix de generación eléctrica. El porcentaje de las emisiones de CO2

de todo el mundo que se atribuye a la electricidad y la generación de calor alcanza el 41 %.
Se estimaron los factores de emisión de CO2 por unidad de electricidad disponible para
consumo en el Ecuador para el periodo 2001 – 2011. Los resultados varian entre 214.0 y
397.5 g CO2 kWh−1. El mayor valor corresponde al 2010, año con la mayor participación
de fuentes no renovables (52.2 %). El menor valor corresponde al 2003, año con la menor
participación de fuentes no renovables (34.5 %). El valor más reciente, para el año 2011,
es 313.3 g CO2 kWh−1. Este factor de emisión sirve para establecer de indicadores de
sustentabilidad (como la huella de carbono o la huella ecológica) en diferentes ámbitos. Es
un parámetro básico en la planificación energética.

Palabras Clave.huella ecológica, huella de carbono, mix de generación, sustentabilidad,
rendimiento energético.

Introducción

La electricidad constituye un elemento energético clave
para el desarrollo socioeconómico en todos los ámbitos.
Durante el año 2011 en el Ecuador se generaron 20 544.14
GWh de electricidad y se importaron 1294.59 GWh; to-
talizando 21 838.73 GWh. De este valor, el 86.6 % se
destinó a consumo público; y el restante 13.4 % para

procesos productivos y de explotación [1].

La electricidad se genera en parte por la combustión de
recursos no renovables, como los combustibles fósiles
(carbón, diesel, bunker, gasolina, gas natural, gas licua-
do de petróleo, otros); que se utilizan típicamente en
calderos, turbinas o motores de combustión interna. Es-
tos dispositivos a su vez accionan un generador eléctri-
co. Los rendimientos energéticos (electricidad produci-
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Combustible Unidad 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
(en millones) [2] [3] [3] [3] [3] [3] [3] [3] [3] [3] [3]

Fuel oil Galones 184.31 190.13 180.11 169.4 201.29 210.61 220.85 191.9 225.01 235.42 232.22
Diesel 2 Galones 88.46 78.65 55.1 91.78 120.14 171.49 166.47124.31 207.8 315.2 172.52
Nafta Galones 9.81 7.13 2.28 5.78 26.5 34.44 4 7.94 9.95 14.6414.71
Gas natural Pies cúbicos 5.11 8.92 11.32 12.3 15.72 16.46 14.38 19.3 20.04 17.71
Residuo Galones 0.68 38.95 38.43 67.88
Crudo Galones 3.68 5.06 5.51 35.33 37.53 57.04 60.53 62.81
Gas licuado de petróleo Galones 7.59 7.55 0.93 7.58 7.75 7.07
Bagazo de caña Toneladas 2.05 1.33 1.94 1.31 0.86 0.91 1.06

Tabla 1: Consumo de combustibles para la producción bruta deelectricidad en el Ecuador, durante el periodo 2001-2011

Combustible
Poder calorífico Factor de emisión de CO2 Densidad Observaciones

Valor Unidad Fuente Valor Unidad Fuente Valor Unidad Fuente
Fuel oil 40.4 TJ Gg−1 [6] 77 400 kg TJ−1 [2] 944 kg m−3 [7]
Diesel 2 43 TJ Gg−1 [6] 74 100 kg TJ−1 [2] 845 kg m−3 [7]
Nafta 44.5 TJ Gg−1 [6] 73 300 kg TJ−1 [2] 739 kg m−3 [7] Se asume la densidad de la gasolina

Gas natural 48 TJ Gg−1 [6] 56 100 kg TJ−1 [2] 673 kg m−3 [7]
Residuo 40.4 TJ Gg−1 [6] 77 400 kg TJ−1 [2] 944 kg m−3 [7]
Crudo 42.3 TJ Gg−1 [6] 73 300 kg TJ−1 [2] 874 kg m−3 [7]

Gas licuado de petróleo 47.3 TJ Gg−1 [6] 63 100 kg TJ−1 [2] 528.6 kg m−3 [7] 70 % propano + 30 % butano
Bagazo de caña 2220 kcal kg−1 [8] 780 kg Mg−1 [6]

Tabla 2: Propiedades de los combustibles utilizados para laproducción bruta de electricidad en el Ecuador, durante el periodo 2001–2011.

Combustible 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20102011
Fuel oil 2059.3 2124.3 2012.3 1892.7 2249.0 2353.1 2467.5 2144.1 2514.0 2630.3 2594.5
Diesel 2 901.5 801.5 561.5 935.3 1224.3 1747.6 1696.5 1266.82117.7 3212.1 1758.1
Nafta 89.5 65.1 20.8 52.7 241.8 314.2 36.5 72.4 90.8 133.6 134.2

Gas natural 0.0 262.4 458.1 581.4 631.7 807.3 845.3 738.5 991.2 1029.2 909.5
Residuo 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.6 0.0 435.2 429.4 758.4
Crudo 0.0 0.0 0.0 37.7 51.9 56.5 362.4 384.9 585.1 620.9 644.2

Gas licuado de petróleo 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 45.3 45.1 5.6 45.3 46.3 42.2
Bagazo de caña 0.0 0.0 0.0 0.0 1599.0 1037.4 1513.2 1021.8 670.8 709.8 826.8

Emisiones totales netas 3050.2 3253.3 3052.7 3499.8 4398.75324.1 5460.9 4612.3 6779.1 8101.7 6841.3

Tabla 3: Emisiones de CO2 (kt año−1) debido a la generación bruta de electricidad en el Ecuador durante el periodo 2001–2011.

da/calor liberado de combustión) con tecnologías con-
vencionales son normalmente bajos, varían entre 0.3 y
0.35. Las tecnologías de cogeneración (generación de
electricidad y aprovechamiento del calor de los gases
de combustión) o de ciclo combinado (generación de
electricidad y aprovechamiento del calor de los gases de
combustión para generar una cantidad adicional de elec-
tricidad) permiten obtener rendimientos mayores, entre
0.4 y 0.55. El uso de combustibles fósiles para la gen-
eración de electricidad, implica la emisión de contami-
nantes del aire y de gases de efecto invernadero.

Las fuentes renovables (hidroeléctricas, biomasa, par-
ques eólicos, parques fotovoltaicos, otras) y de energía
nuclear, contribuyen en la generación de electricidad
con un impacto mínimo o nulo en la generación de gas-
es de efecto invernadero, aunque generan o presentan
otros impactos o riesgos ambientales.

En el año 2008 se generaron 19.1 PWh de electricidad
en todo el planeta, de los cuales el 67.2 % fue producido
mediante combustibles líquidos, gas natural y carbón; el
19.3 % fue generado con fuentes renovables, y el 13.5 %
en centrales nucleares. Para el año 2035 se proyecta que
la participación de combustibles líquidos, gas natural y
carbón sea del 60.2 % [4].

El porcentaje de las emisiones de dióxido de carbono
(CO2) que se atribuye a la electricidad es importante.
Para el año 2010 se estima que la emisión de CO2 de
todo el mundo fue de 30.3 Gt; de las cuales, el 41 %
corresponde a la generación eléctrica y de calor [5].

La matriz o mix de generación se refiere a la infraestruc-
tura de un país o región para la producción eléctrica De-
fine el nivel de emisiones de contaminantes del aire y de
gases de efecto invernadero.

Una magnitud clave para el cálculo de indicadores de
impacto o de sustentabilidad, es el factor de emisión de
CO2 por la generación de una unidad de electricidad.

Se presenta la estimación del factor de emisión de CO2,
debido a la generación de electricidad en el Ecuador,
durante el periodo 2001 – 2011.

Métodos

Se recopiló información del Consejo Nacional de Elec-
trificación (Conelec), en relación al consumo de com-
bustibles para producción bruta de electricidad en el pe-
riodo 2001 – 2011 (Tabla 1). La producción bruta cor-
responde a la cantidad de electricidad generada medi-
ante toda la infraestructura existente en el país, destina-
da tanto para servicio público y no público [2].

Para los combustibles de la Tabla 1, se recopilo infor-
mación del poder calorífico, el factor de emisión de CO2

debido a la combustión por unidad de combustible y la
densidad (Tabla 2).

Adicionalmente se recopiló la información sobre la pro-
ducción bruta de electricidad y de la cantidad de energía
importada (Figura 1), y de la composición en porcentaje
por tipo de fuente (Figura 2). Las fuentes se agrupan en
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Figura 1: Producción bruta de electricidad en el Ecuador más
energía importada (GWh año−1) durante el periodo 2001–2011
[4, 5].

renovables (hidráulica principalmente; en menor grado,
térmicas que usan bagazo de caña de azúcar; y eólica –
fotovoltaica con participaciones marginales), no renov-
ables (aprovechamiento energético de los combustibles
fósiles en térmicas que funcionan con motores de com-
bustión interna, turbinas de gas y turbinas de vapor) y
las importaciones internacionales.

Resultados y Discusión

Con los datos de las Tablas 1 y 2, se calculan las emi-
siones de CO2 debido a la generación bruta de electri-
cidad (Tabla 3). Las emisiones totales netas no incluyen
los valores de la caña de azúcar, considerando que al ser
biomasa, su combustión no genera emisiones netas de
CO2.

El factor de emisión de CO2 por cada unidad de elect-
ricidad disponible para consumo se establece dividien-
do las emisiones totales netas de la Tabla 3, para los
valores de producción bruta de electricidad más energía
importada de la Figura 2. Los resultados se indican en
la Figura 3.

Los resultados indican que las emisiones anuales de CO2

debido a la generación bruta de electricidad en el Ecuador,

Figura 2: Composición en porcentaje de la generación de elect-
ricidad en el Ecuador durante el periodo 2001–2011 por tipo de
fuente [2, 3, 9–17].

Figura 3: Factor de emisión de CO2 (g kWh−1) para la gen-
eración de electricidad en el Ecuador durante el periodo 2001–
2011

en el periodo 2001–2011,variaron entre 3050.2 y 8101.7
Gt CO2 año−1.

El factor de emisión de CO2 por cada unidad de elec-
tricidad disponible para consumo, varió entre 214.0 y
397.5 g CO2 kWh−1. El mayor valor del factor de emisión
corresponde al año 2010, año con el mayor porcentaje
de participación de fuentes no renovables (52.2 %). El
menor valor corresponde al 2003, año con la menor par-
ticipación de fuentes no renovables (34.5 %).

La Agencia Internacional de la Energía [3] reporta el
valor medio del factor de emisión para el Ecuador, para
el periodo 2008 – 2010, igual a 319.3 g CO2 kWh−1.
El valor medio del periodo 2008 – 2010, de la Figura 3
es igual a 329.5 g CO2 kWh−1, con una diferencia del
3.2 %.

Algunos países con el promedio 2008 – 2010 del fac-
tor de emisión mayores al Ecuador son: Estonia (1059),
India (936), China (790), Grecia (730), Estados Unidos
(528), México (447), Chile (398), Argentina (365) [3].

Algunos países con el promedio 2008 – 2010 del fac-
tor de emisión menores al Ecuador son: Canadá (183),
Colombia (153), Brasil (81), Suecia (22), Noruega (10)
[3].

El valor más reciente que se puede deducir en base a la
información publica del CONLEC corresponde al 2011,
que presenta un factor de emisión de 313.3 g CO2 kWh−1.
En este año los porcentajes de participación fueron del
52.3 %, 41.8 % y 5.9 % para las fuentes renovables, no
renovables e importación, respectivamente.

Conclusiones

El factor de emisión de CO2 por el consumo unitario de
electricidad es utilizado en varios ámbitos: nacional, re-
gional, local, institucional, familiar, personal; en evalua-
ciones de indicadores de sustentabilidad, como la huella
de carbono, la huella ecológica. Es un parámetro básico
en la planificación energética para evaluar el cambio de
las emisiones con nuevas configuraciones de la matriz o
mix energético.
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Para reducir las emisiones por la generación de electri-
cidad, se deben trabajar de manera prioritaria en ahor-
ro y eficiencia energética; así como en la reducción del
factor de emisión. Para el segundo punto, se pueden
analizar la viabilidad del cambio a tecnológicas más efi-
cientes, como las centrales de ciclo combinado; y el in-
cremento de la generación de fuentes renovables, eligien-
do opciones con el mínimo impacto y riesgo ambiental.
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