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RESUMEN 

Se ha reportado una reducción de las poblaciones de anfibios a nivel mundial, 

y, una de las principales causas de su disminución, es por la aparición del 

hongo Batrachochytrium dendrobatidis, causante de la enfermedad llama 

Chytridiomycosis, produciendo queratinización en la piel de los anfibios, lo que 

conllevaría a su muerte, por ende nos proponemos examinar la presencia del 

hongo Batrachochytrium dendrobatidis, en la población de la Hyloscirtus 

mashpi n. sp. mediante herramientas moleculares de identificación y su 

sintomatología, para proceder al mejoramiento de la propuesta de guía técnica 

de manejo, el área de muestreo será el estero de ¨La Laguna” que está dentro 

de la Reserva Privada Mashpi, Pichincha, Ecuador, con una duración de dos 

años, en donde se realiza el muestreo tanto en la temporada lluviosa como en 

la seca, por medio de un transecto perpendicular al estero, seleccionando tres 

localidades para la recolección de las muestras de agua, el análisis molecular 

es por PCR punto final, los resultados serán la división en tres categorías de 

las ranas que son : ranas sin signos clínicos y sin presencia del hongo, ranas 

sin signos clínicos pero con presencia del hongo, ranas con signos clínicos y 

con presencia del hongo, conjuntamente se esquematiza la cantidad de 

esporas presentes en el cuerpo de agua, de igual modo se revisará la 

propuesta de la guía técnica para su mejora.  
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1 
 

INTRODUCCIÓN 

 

Fisiológicamente la piel es el órgano más importante en la anatomía de los 

anuros, pues es altamente permeable y vascularizada. Es la principal ruta 

respiratoria, de eliminación de gases y es la encargada de mantener el balance 

electrostático en el organismo de los anfibios[1]. La enfermedad 

Chytridiomycosis causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis altera 

las funciones de la piel causando un impacto negativo en diferentes especies 

de anuros.  Declives poblacionales de diferentes especies de anuros alrededor 

del mundo se han visto asociados a esta enfermedad cutánea. [1]. 

 

La infección de B. dendrobatidis se evidencia cuando el hongo se encuentra 

en estadío de zoospora flagelada; en ese estadío se incrusta en las células 

epiteliales ricas en queratina y desencadena la infección [1]. En estadíos 

tempranos de los anuros, las células de la piel empiezan a formar queratina 

durante la metamorfosis desencadenando que el hongo B. dendrobatidis se 

incruste en las células que forman la boca del renacuajo, y en el momento de 

la metamorfosis estas células se dispersan a la piel, expandiendo la infección 

en todo el cuerpo, por tal motivo solo sería cuestión de tiempo para su muerte 

[2] [1]. 

 

En el estudio realizado por Sánchez[3] en el 2008 se relata que en los Andes 

venezolanos desaparecieron tres especies de anuros por causa de B. 

Dendrobatidis. Por otra parte, Guayasamín[4] resalto que en la Reserva Las 

Gralarias (bosque nublado del occidente de la cordillera de los Andes 

ecuatorianos), existe una alta prevalencia de B. dendrobatidis; pero no se ha 



  

determinado si existe una disminución poblacional de anuros por esta causa. 

Esto evidencia que algunas especies, aunque se ha encontrado una alta 

prevalencia del patógeno, no existe mortalidad (i.e. Lithobates catesbeianes) 

en las poblaciones. Por tal motivo, Daszak[5] sugieren que algunas especies 

de anuros, pueden servir como vector del hongo B. dendrobatidis para otras 

especies más vulnerables[3].   

  

Ecuador es un país megadiverso en cuanto a riqueza y distribución de anfibios, 

y la familia Hylidae es una de las más representativas[6]. Dentro de este 

género se encuentra la especie H. mashpi n. sp. que actualmente solo se ha 

registrado en los bosques circundantes de la Reserva privada de Mashpi, en 

Pichincha-Ecuador. En el estudio preliminar realizado por Guayasamín[7] se 

evidenció la presencia del hongo B. dendrobatidis en H. mashpi n. sp. 

reportando una prevalencia del 17,6%. En dicho estudio se recolectaron 34 

muestras (6 positivos y 28 negativos) y todas fueron muestras de individuos 

adultos.  

 

En este trabajo se pretende examinar la presencia del hongo B. dendrobatidis 

en el estero “La Laguna” y el grado de prevalencia de la enfermedad 

Chytridiomycosis causada por el mismo hongo en la población de H masphi n 

sp. como la cantidad del hongo en el cuerpo de agua, mediante herramientas 

moléculas de identificación y su sintomatología, para el mejoramiento de la 

propuesta de guía técnica de manejo.  

 

 

 



  

 

 

Objetivos Generales  

Evaluar la prevalencia del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) 

causante de la enfermedad Chytridiomycosis en la rana Hylocirtus mashpi en 

la Reserva privada de Mashpi, Pichincha-Ecuador para la elaboración de una 

propuesta de manejo técnico.   

 

 

 

Objetivos Específicos  

1. Implementar una metodología para el levantamiento de información de 

la población Hyloscirtus masphi n. sp.  que se encuentra en el estero 

¨La Laguna” de la Reserva privada de Mashpi, Pichincha-Ecuador. 

2. Examinar la prevalencia de la enfermedad Chytridiomycosis en la(s) 

población(es) de la rana Hyloscirtus masphi n. sp. mediante 

herramientas moleculares y observación de síntomas en los individuos.  

3. Proponer un método de análisis molecular en el estero “La Laguna” que 

se encuentra ubicada en la Reserva Privada Mashpi  Pinchincha 

Ecuador.  para detectar la prevalencia del hongo Batrachochytrium 

dendrobatidis (Bd)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

CAPÍTULO 1 

INFORMACIÓN GENERAL 

 

1.1 Batrachochytrium dendrobatidis 

1.1.1 Taxonomía y Morfología 
El Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), es un hongo unicelular 

(Organismo Unicelular) que pertenece al Phylum Chytridiomycota del 

Orden Rhizophydiales [8]. El B. dendrobatidis tiene dos etapas de vida, 

la primera es la fase móvil, en el cual el hongo presenta zoosporas 

flageladas, y la segunda es la fase estática en la cual las zoosporas se 

adhieren y su estructura cambia para formar un cuerpo reproductivo que 

presenta talos monocéntricos con ejes rizoidales filiformes llamados 

zoosporangia [9].  

 

 

Es el único miembro del Phylum Chytridiomycota que tiene la capacidad 

de parasitar y causar una enfermedad en vertebrados que es conocida 

como Chytridiomycosis [10]. Este hongo se encuentra en ambientes 

húmedos, sea en cuerpos de agua o suelos húmedos, y se ha 

encontrado que a menos de 10° C su crecimiento se ralentiza, mientras 

que al aumentar la temperatura a 27° C las zoosporas que están en el 

hospedador son eliminadas en 4 horas, y a 28° C el B. dendrobatidis 

detiene su crecimiento. Se ha comprobado que este hongo no es 

resistente a las desecaciones [11] [12], por tal motivo el crecimiento 

optimo del hongo B. dendrobatidis es entre 17-25° C en un  pH 6-7 

[13][11]. 

 

 



  

Acorde con investigaciones realizadas en laboratorios el hongo B. 

dendrobatidis tiene la facultad de crecer en diferentes clases de 

sustratos que contengan queratina sea como piel de serpiente (tratada 

en autoclave), agar de queratina al 1%, agar de piel de ranas, plumas y 

patas de gansos [9][13][12]. Además hay que agregar los caparazones 

quitinosos de los crustáceos, en particular la queratina como la quitina 

no son nutrientes esenciales para que el hongo se enquiste en la piel 

de su hospedador [9][13][12][14]. 

 

 

1.1.2 Ciclo de vida  

El tiempo de maduración ( pasar de zoospora a zoosporangios) es de 5 

días [15], en el cual las zoosporas flageladas se adhieren a la superficie 

epitelial de su huésped para dar paso al enquistamiento celular. Estos  

forman una pared celular que asimila a su flagelo y comienza a formar 

zooesporas con rizoides (talo monocentrico), que se trasformaran en 

esporopangios inmaduros dentro de las capas epiteliales. Dentro del 

citoplasma se produce divisiones mitóticas de células germinales que 

desarrollaran nuevas zoosporas, al formarse los zoosporangios 

monocéntrico. El hongo B. dendrobatidis alcanza su madurez celular y 

por cada talo hay solo un esporangio individual que presentan tubos de 

descargas, el cual  libera los zoosporangio al ambiente para reiniciar el 

ciclo [9][16]. 

 

 

1.1.3 Historia en el mundo 

Aún se encuentra en debate el origen del B. dendrobatidis , pero se 

consideran dos hipótesis principales que son: La hipótesis del 

patógenos endémico y la del patógeno incipiente[17][18][19]. 

 



  

 

La hipótesis del patógeno endémico, define al B. dendrobatidis como un 

hongo cuya existencia ha sido documentada en diferentes localidades 

a través del tiempo. Se ha llegado a encontrar patrones entre el 

aumento de la temperatura causada por el cambio climático y el vínculo 

parasito-huésped, suscitando a contraer una mayor infección en las 

poblaciones de anfibios [17][18][19]. 

 

 

Por lo que se refiere a la hipótesis del patógeno incipiente, nos indica 

que la fuente del B. dendrobatidis está en un determinado punto 

geográfico (entre el continente Asiático y Africano). Con el tiempo paso 

a dispersarse a nuevas regiones ecológicas que permitieron el contagio 

y prevalencia entre las especies, llegando a mermar las poblaciones de 

anfibios susceptibles a este patógeno [17][18][19].  

 

 

Según varios registros encontrados, se lo puede categorizar con una 

alta dispersión tanto geográfica como ecológica[10][20][19][21]. Uno de 

los más antiguos registros detalla que fue encontrado en Asia alrededor 

de 100 años atrás, y Fong[22] trazo la cepa de B. dendrobatidis hasta el 

año de 1911 en Corea; en contraste con los registros Goka[23] que llego 

a identificar la cepa en ejemplares de Andrias japonicus conservados 

desde 1902. 

 

 

En Sudamérica se registró una línea genética del hongo que lo remonta 

al menos 100 años atrás en los bosques de Brasil [24][25]. Según 

Lips[26] [27] se han registrado y teorizado que el B. dendrobatidis se ha 

expandido en un movimiento de tipo ola desde América del Norte a 



  

través de América central (entre las décadas de 1970 y 1990), hasta 

llegar a Latino América. Por ende se han visto en la gran dificultad en 

precisar el origen exacto [28][29][30][22] ya que también se lo ha 

reportado tanto en Europa como en África. 

 

 

1.1.4 Historia del hongo en Ecuador  

En el Ecuador el primer caso de Chytridiomycosis fue en diciembre de 

1980 afectando a las especies: Atelopus bomolochos, Gastrotheca 

Pseustes, Hyla psarolima y Telmatobius niger, [31]. A partir de esta 

fecha se ha identificado más especies de Anuros parasitados por este 

hongo, como el Telmatobius niger en 1990 , la Gastrotheca pseustes en 

diciembre de 1998 [32], y Gastrotheca riobambae en el Parque 

Metropolitano Guangüiltagua de Quito en el 2010 [33]. En la reserva Las 

Galarias en el 2014 se analizaron a 20 especies de anfibios de los 

cuales 17 resultaron positivos para la presencia de infección de B. 

dendrobatidis  [34] y la Hyloscirtus mashpi n. sp, en la Reserva Privada 

Mashpi 2015, [7] 

 

 

1.1.5 Hipótesis sobre su propagación a nivel mundial  

Todavía no se ha definido claramente la formas como el B. 

dendrobatidis se ha diseminado alrededor del mundo, pero entre las 

explicaciones con mayor certeza está el comercio internacional de 

anfibios [35][36]. La rana toro Norte Americana Lithobates catesbeianus 

representa alrededor de 95% del comercio de anfibios en los Estados 

Unidos. Además es importada a gran escala a Sur América, China y 

Europa para consumo humano [36][37]. Mientras que la rana Africana 

de Uñas Xenopus laevis es utilizada para investigaciones científicas 

[28]. Estas dos especies han sido catalogadas como especies 



  

reservorios que puede transmitir he infectar a especies nativas de 

anfibios con el B. dendrobatidis [28][38].  

 

 

Además, se ha encontrado evidencias de la presencia de B. 

dendrobatidis en otras especies aparte de los anfibios y se han 

categorizádo como vectores no anfibios [12][14]. Entre ellos están los 

exoesqueletos de los artrópodos, escamas de queratinas de aves 

acuáticas, tracto digestivo de cangrejos de ríos [9][12][14][39][40] y en 

la piel de los reptiles como lagartos y serpientes [41], llegando a 

favorecer más ampliamente en su diseminación ecológica y geográfica.  

 

 

1.2 Enfermedad Chytridiomycosis  

1.2.1 Signos clínicos  

En el caso de los renacuajo, presentan despigmentación de las piezas 

bucales, la capacidad natatoria se vuelve letárgica, reduciendo la 

capacidad para alimentarse, y una reducción corporal sustancial 

[10][2][42].  

 

 

Con respecto a los adultos, la forma como actúa el B. dendrobatidis es 

variada, en algunas especies es asintomática y en otra sintomática, 

siendo el peor de los casos la muerte súbita por falla cardiaca 

provocada por el desequilibrio osmótico de los electrolitos. Además, se 

puede observar trastornos cutáneos como la hiperqueratinización de la 

piel. En general los signos clínicos son: desprendimiento excesivo, 

enrojecimiento o decoloración, ulceraciones y erosiones infectadas del 

estrato corneo de la piel, inapetencia llevándolo a posiciones atípicas 

con falta de reacciones de supervivencia como son el escape o la huida. 



  

Las infecciones se presenta mayormente en el parche pélvico y en los 

pies de estos animales [43][44].  

 

 

1.2.2 Patología  

La infección en los renacuajos de los anfibios se da por la 

queratinización de las piezas bucales lo que lleva a presentar 

anormalidades en el disco oral, como deformaciones en las filas 

dentales, perdida de pigmentación y aplanamiento de las células 

epiteliales.[10][45] 

 

 

La presencia de tallos quiméricos inmaduros (esporangios en 

maduración) se han encontrado en las capas queratinizadas de la piel 

de los anfibios (intracelularmente). La infección está ligada a la 

formación de un engrosamiento irregular que puede ser leve o grave 

(hiperqueratosis), tanto en las capas queratinizadas más superficiales 

de la epidermis (estrato corneo y estrato granuloso), la erosión del 

estrato córneo, junto con una hiperplasia (crecimiento tisular) y en el 

estrato espinoso se localiza por debajo de las capas epiteliales 

superficiales queratinizadas [43]. 

 

 

Los focos de infección muestran necrosis focal leve, edema intercelular 

(espongiosis), degeneración citoplasmática con inflamación mínima a 

leve y vacuolización de las capas celulares profundas [16]. La infección 

no afecta a los órganos internos en los anfibios adultos [46].  

 

 



  

1.2.3 Formas de defensa contra la infección por B. dendrobatidis (Bd) en 

los anfibios 

Se ha investigado tres respuestas primordiales contra la infección por 

B. dendrobatidis en los anfibios. Una de las formas de defensa que tiene 

el anfibio contra la infección es el aumento de muda de todas las células 

epiteliales, ayudando a desechar las zoosporas enquistada en la piel 

(de igual forma en los anuros como en los caudados). Los 

investigadores han observado que esta respuesta es más activa en los 

caudados, pero manteniéndose como un reservorio de la 

enfermedad[47].  

 

 

La segunda forma de respuestas que presenta algunos anfibios, es la 

activación del sistema inmunológico por el ingreso de las zoosporas al 

huésped, causando la activación del sistema nervioso el cual genera 

una estimulación de las glándulas de la epidermis, sintetizando y 

secretando péptidos antimicrobiales [48]. Diversos autores han 

indicados los mecanismos bioquímicos que son usados para examinar 

e inducir la disrupción de la membrana celular de las zoosporas y 

eliminar la infección mediante peptidos antimicrobiales de las familias 

caerina, citropina, uparina y dahelina [49]. Además se ha evidenciado 

que la familia Hylidae tiene la capacidad de producir estos peptidos 

antimicrobianos [50]. En relación con el sistema inmunológico, la 

infección activa la segunda fase por medio del aumento de linfocitos T 

y B, también los anticuerpos IgM, IgX e IgY [51][52]), en la etapa 

metamórfica de los anfibios hay un reducción de hasta el 40% de 

linfocitos, debido a la reorganización de los tejidos, dejando a las etapas 

juveniles más expuestas a la infección.  

 

 



  

Por último, la tercera forma se la considera aun una hipótesis en la cual 

el anfibio modifica su comportamiento de termorregulación, 

evidenciando que los individuos infectados por B. dendrobatidis se 

trasladan de una zona fresca a una más calurosa [53]. Se presume que 

las poblaciones de anfibios en hábitats más calurosos muestran más 

resistencia a la enfermedad al compararse con poblaciones en zonas 

de climas templados o en zonas montañesas tropicales.   

 

 

1.2.4 Tratamiento para la enfermedad     

 La enfermedad ha sido tratada con éxito en Dendrobatidos, bañando a 

las ranas moribundas por cinco minutos cada día, durante 11 días, con 

una suspensión de itraconazol a 0.01% en solución salina al 0.6%. Por 

ser la infección superficial, se ha visto resultados favorables al aplicar 

una pomada cutánea de itraconazol[54]. 

Recientes estudios realizados por Brucker[55] y Harris[56] han 

descubierto que algunas salamandras combaten la infección gracias a 

la presencia de bacterias simbioticas como la Janthinobacterium 

lividum, la cual secreta el metabolito violaceina. En otros estudios se 

demostró que al inocular la bacteria Janthinobacterium lividum en el 

anfibio Atelopus zeteki, no evito mortandad por quitridiomicosis por lo 

que significa que es necesario más estudios sobre los mecanismos del 

sistema inmune de los anfibios y las bacterias simbióticas encontradas 

en estas especies. Aunque el uso de probióticos ha demostrado ser 

conveniente como una forma de manejo y prevención del patógeno en 

algunos ecosistemas.  

 

 

 



  

1.3 Rana Hyloscirtus mashpi n. sp. 

1.3.1 Taxonomía, Fisiología y Morfología  

Entre las diversas familias de ranas arborícolas Hylidae, El género 

Hyloscirtus compone un importante grupo del Orden de los anuros. 

Morfológicamente se los puede identificar por poseer membranas 

dermales en los dedos de los pies y manos. La  especie Hyloscirtus 

mashpi n. sp.ha sido establecido mediante análisis moleculares de 

filogenia[7], de acuerdo a estos análisis filogenéticos realizados en base 

al DNA mitocondrial (12S, tRNAval y 16S), se encontró que esta especie 

es la más cercana a sus congéneres H. alytolylax, H. palmeri y H. 

simmonsi [6]. 

   

 

Según Guayasamín esta nueva especie Hyloscirtus mashpi n. sp. fue 

anteriormente confundida con H. alytolylax, y por medio de estudios 

morfológicos, acústicos y análisis moleculares de filogenia se pudo 

comprobar que la H. masphi n. sp. es una especie distinta a la H. 

alytolylax. Además se está recopilando evidencia para poder  clasificar 

a dos posibles especies nuevas que habitan en la misma zona que la 

H. Mashpi n. sp. [7].  

 

 

La especie H. masphi n. sp., presenta un dimorfismo sexual por tamaño, 

las hembras son de mayor tamaño (37.0-38.5 mm), y los machos (28.7-

33.8 mm). Es una especie pequeña, con cuerpos relativamente 

esbeltos, hocico redondeado en las vistas dorsal y lateral. Mientras que 

el dorso de los machos suele ser de color verde amarillento pálido con 

una franja medio-dorsal marrón; las  hembras suelen ser de un color 

marrón en el dorso con una banda medio-dorsal de color marrón oscuro, 



  

las axilas y las regiones inguinales son de color verde amarillento en 

ambos géneros y  la glándula mental  en los machos está presente, en 

su mayoría sin pigmentar, el labio superior sin franja blanca, la iris es 

de color marrón a marrón cobrizo con una delgada reticulación negra; 

ausencia de almohadilla nupcial; tímpano redondeado pigmentado con 

la piel circundante presente en ambos género; pero el  anillo timpánico 

solamente esta visible en las hembras; esta rana presenta procesos 

dentígenos de vómeros, prominentes, ligeramente curvado, con un 

espacio discernible, con 10-14 dientes cada uno; Sus llamadas de 

advertencia son de 2-3 notas con una llamada de duración de 330.9-

380.2 ms, y una frecuencia dominante de 2842-2929 Hz [7]. 

 

 

1.3.2 Historia de vida 

La rana torrenticola H. masphi n. sp. es una especie de hábitos 

nocturnos que se encuentra restringida a la vegetación ribereña en 

bosques siempreverde piemontano. En su ecosistema podemos 

encontrar a la rana en parches de hojas y ramas a 30-400 cm al nivel 

del suelo y lo podemos ver activo en una variedad de condiciones 

climáticas[7]. 

 

 

En la Reserva privada de Biodiversidad Mashpi en el estudio de 

Guayasamin en el 2015 se descubrió que en estero ¨La Laguna” se 

encontró localizada la mayor abundancia de la población de este 

anfibio, con una captura de 68 individuos, se afirma que se puede 

encontrar hasta cuatro individuos por metro cuadrado.[7] 

 

 

 

 



  

1.3.3 Hábitat (todo sobre donde se encuentra localizada la rana)  

La rana H. masphi n. sp.solo ha sido encontrada en locaciones al oeste 

de la cordillera de los Andes Ecuatorianos, en la provincia de Pichincha, 

con una  elevación entre 778 a 1279 metros del nivel del mar[7].  

 

 

Las localidades que ha registrado la presencia de la especie son: Milpe 

(0.0324º N,78. 8660º O; 1120 m), Rio Sune chico (0.0680º N, 77. 3973º 

O; 908 m) y en la Reserva Privada Mashpi [7]. 

 

 

La distribución de la Hyloscirtus masphi se encuentra dentro de tres 

áreas protegidas que son: La Reserva Privada Mashpi , Área de 

conservación y uso sustentable Mashpi-Guaycuyacu-Saguangal 

(ACUS) y la reserva Milpe[7]. 

 

 

1.3.4 Importancia de los anfibios como Bioindicadores  

Los anfibios cumplen con un importante rol en las comunidades 

ecológicas, en especial en los ecosistemas de los humedales 

templados y los trópicos húmedos ya que se encuentran entre los 

organismos más abundantes. 

 

 

En algunos de estos ecosistemas la biomasa de los anfibios es mayor 

a la suma de la biomasa de aves y mamíferos junto[57]. Una de sus 

características principales es que al ser ectodermos la mayor parte de 

la energía que consumen es transformada en biomasa, ya que al ser 

devorados por otros animales su energía pasa a los niveles superiores 



  

de la cadena trófica, de esta forma contribuyen al flujo de energía en el 

ecosistema. 

 

Otro rasgo de los anfibios es su susceptibilidad a las alteraciones de los 

cambios climáticos como los patrones de lluvia y temperatura, pero a la 

vez esta susceptibilidad los ha hecho vulnerable a los cambios de 

temperaturas causados por el calentamiento global, sumado a esto a la 

destrucción de su medio ambiente, ha causado la reducción en la 

biodiversidad de los anfibios a nivel global [58].   

 

 

Las investigaciones realizadas por diferentes biólogos han relacionado 

el cambio climático con la aparición de enfermedades emergentes como 

es el caso de la enfermedad Chitridiomycosis causada por el hongo B. 

dendrobatidis esto porque lo han podido vincular con la desaparición de 

poblaciones de anfibios, en varias regiones donde ha sido detectado 

evidencia de la presencia del B. dendrobatidis [59][60].  

 

  



  

Capítulo 2 

Materiales y Metodología 

 

2.1 Área de Estudio 

El área de muestreo fue seleccionada en base al  trabajo de 

Guayasamin[7] , que presenta parches de H. mashpi n. sp. de cuatro 

adultos por metros cuadrados, en el área denominada estero ¨La 

Laguna” (0.1665° N, 78.8713° W; 1015 m) en la Reserva Privada 

Mashpi, Pichincha, Ecuador. Esta zona tiene segmento loticos pocos 

profundos con gran cantidad de piedras, y gran vegetación ribereña de 

bosque primario piemonte siempre verde, y con segmentos lenticos de 

gran acumulación de agua, con forraje y fondo rocoso[7]. 

 

 

2.2 Muestreo por transecto y Recolección de Muestras 

Se recomienda realizar una transecta paralela al estero “La Laguna” de 

300 m de longitud y de 4 metros de ancho[61]. los muestreos se deben 

realizar en la temporada de lluvia (febrero y marzo), y en la temporada 

“seca”  (agosto y septiembre) por dos años [62]. 

 

 

2.3 Captura de las ranas H. mashpi n. sp. 

Los adultos capturados, serán registrados por medio de una ficha que 

se encuentra descrita en el anexo 1 en donde se tomara en cuenta sus 

signos clínicos, la captura se recomienda que sea en la noche 

(aproximadamente a las 20:00 horas), utilizando a dos personas en 

cada transecto. Las ranas serán marcadas mediante el procedimiento 

estándar (toe-clipping), desinfectándola con Betadine (solución al 1%) y 



  

sellada con vetbond [63] [7], ( el procedimiento de identificación y 

marcaje se la realizara de forma in-situ). Se recomienda llevar una 

mesa, botas de goma, cubos, redes, bolsas de plástico (para desechar 

las muestras contaminadas) y guantes quirúrgicos ya que estas pueden 

lavarse y desinfectarse o descartarse con facilidad. Los equipos de 

campo se desinfectan con hipoclorito de sodio al 4% [61]. 

 

 

Los instrumentos deben desinfectarse luego de haber entrado en 

contacto con las ranas H. mashpi n. sp., para lo cual se puede sumergir 

estos instrumentos por 30 minutos en alcohol etílico 70%.  La 

desinfección del equipo se realizará en el mismo lugar de trabajo para 

evitar la dispersión del patógeno, y evitando los cuerpos de agua.  

 

 

2.4 Toma de frotis de la rana  

Para minimizar el riesgo de contaminación se efectuará el protocolo de 

Hyatt[64], Con un hisopo estéril, se procede a frotar en total 10 veces en 

las zonas inguinal y las palmeaduras y dedos de las manos y patas de 

los adultos. Se guardará cada hisopo individualmente en un tubo de 

ensayo estéril y se almacenará en contenedores aislantes manteniendo 

una temperatura de 4 ºC. 

 

 

2.5 Recolección de muestras de agua  

En el estero ¨La Laguna” se seleccionará tres locaciones de muestreos. 

La primera zona será la que tenga mayor concurrencia de turistas para 



  

bañarse, a partir de este punto se tomarán muestras en una locación 

estero arriba (100 m) y en otra locación estero a bajo (100 m) para 

cuantificar la presencia o ausencia del B. dendrobatidis [65]. En cada 

sitio se recolectará  2 litros de agua y se la pasara a través de un filtro 

Sterivex GP 0.2 μm (miliporos). El muestreo se realizará por triplicado en 

cada sitio y los filtros serán almacenados y congelados[66]. Este 

procedimiento se lo realizará en la temporada de lluvia (febrero y 

marzo), y en la temporada “seca” (agosto y septiembre) por dos 

años[62].   

 

 

2.6 Extracción de ADN de los filtros de agua  

Se extraerá el ADN de los filtros con el kit Puregene para tejido (Gentra 

Sistemas), modificando el protocolo de extracción del fabricante, 

añadiendo 0,9 ml de lisis buffer con proteasa K (0,1 mg ml-1) a los filtros. 

Se los sella en la cápsula y se las incuba a 55 ° C durante 60 min con 

rotación continua para bañar los filtros en solución de lisis. Se drena la 

mezcla de lisis de los filtros, y se retoma el protocolo del fabricante, 

escalando las soluciones por un factor de 3 y el ADN extraído se  lo 

almacena a -20 ° C[66]. 

 

Para minimizar la perdida de ADN, se realizara un paso extra. Se limpia 

el filtro de giro Mobio según el protocolo del fabricante, usando 

Genereleaser (Bioventures) modificado. Se añade 2 μl de extracto de 

ADN a los 6 μl de Genereleaser y se lo mantiene a una temperatura de 

80 ° C durante 20 min, luego se lo centrifuga a 10000 × g por 5 s[66].  

 

 



  

2.7 PCR punto final  

Se usará un método de precipitación de sal (M. Fujita, no publicado) 

basado en el kit de purificación de ADN puregene (Gentra Systems). 

Además se usaran los cebadores Bd1a (5'-

CAGTGTGCCATATGTCACG-3 ') y Bd2a (5'-

CATGGTTCATATCTGTCCAG-3') para comprobar la presencia de B. 

Dendrobatidis- Este protocolo ha sido previamente descrito por 

Annis[5], La reacción de PCR se estableció hasta una concentración 

final de MgCl2 3 mM, DNTP 0.2 mM, 0.05 U / μL Taq DNA polimerasa 

(Invitrogen) y 0.5-μM de cada cebador en un volumen total de 25 μL. 

Según el protocolo de PCR de Annis[5], cuando el productos sea 

insuficiente o dudoso, se procederá a llevar a cabo una PCR adicional, 

usando una dilución 1:50 del producto depurado de la primera PCR. 

según lo descrito por Guayasamin[7], el control negativo será agua 

destilada en lugar de ADN, y la presencia se determinara con la 

visualización de la banda amplificada en electroforesis en gel de 

agarosa.  

 

 

 

 

 



  

CAPÍTULO 3 

RESULTADOS  

 

3.1 Resultados Esperados 

Según el estudio de Guayasamin[7] se esperaría tener un encuentro de 

cuatro adultos por metro cuadrado. Se estima muestrear alrededor de 

treinta individuos como mínimo y con un máximo de 100 individuos, 

para que sea una cantidad estadísticamente significativa.  

La extracción e identificación del material genético del hongo B. 

dendrobatidis junto con la evaluación de los signos, ayudaría a definir 

las tres categorías o estado de las ranas que son: ranas sin signos 

clínicos y sin presencia del hongo, ranas sin signos clínicos pero con 

presencia del hongo, ranas con signos clínicos y con presencia del 

hongo,  Simultáneamente se detectaran las espora del hongo B. 

dendrobatidis, tanto en las temporada de invierno como en la 

temporada de verano, de las muestras de agua recolectadas, 

generando un registro de las variaciones cuantitativas de las esporas 

de hongo B. dendrobatidis, de las dos temporadas. 

Los datos serán esquematizados según su temporada (invierno y 

verano), lo cual marcará patrones históricos temporales de sus posibles 

variaciones y permitirá considerar en que temporadas se debe tener 

más atención a los posibles recorridos que se realiza con los turistas en 

las zonas con mayor presencia del hongo.  

 



  

Además, se presenta un prototipo del manual de guía de manejo, en 

donde se aborda de una forma simple y fácil de entender la 

problemática del hongo B. dendrobatidis en la reserva y como los 

turistas pueden reducir el impacto para la rana H. masphi n. sp. 

Imagen 1.1: Prototipo del manual técnico, portada. 

 

 

 

 

 

 



  

Imagen 1.2: Prototipo del manual técnico, parte interna. 

 

 

3.2 Impactos esperados  

El manual que estamos proponiendo son medidas técnicas que se 

pueden adoptar en la Reserva Privada Mashpi, llegando a tener un 

impacto tanto en lo económico, ambiental y social, que a largo plazo son 

significativas tanto para la especie misma como para la reserva.  

 

En el aspecto económico el hábitat de la rana H. masphi n. sp. la 

Reserva Privada Mashpi, y el principal ingresos económicos provienen 

de los turistas (huéspedes) que llegan a visitar y conocer esta bio-región, 



  

poseedora de una biodiversidad de especies endémicas como es la H. 

masphi n. sp. transformándose en una especie insignia de la reserva, lo 

que representa en un gran atractivo para los turistas, y si se considera 

implementar nuestras medidas de manejo técnico, se puede ayudar, 

evitando el riesgo de la pérdida de una especie insignia lo que 

conllevaría en la disminución de un atractivo biológico y único, 

conllevando en la reducción de los turistas y en los posibles ingresos 

que se tendría la Reserva Privada Mashpi.  

 

En relación con lo ambiental, o más bien en lo ecológico siempre será 

de gran importancia la protección de una especie, y en especial si es  

endémica, y ante una posible desaparición, como se puede dar en 

nuestro caso, lo que podría causar sería, una alteración del equilibrio 

ecológico en su ecosistema, desde un punto de vista ecológico, la rana 

puede fungir tanto como depredador de algunas especias de insectos, 

o como alimento de algún depredador, y de los cuales también pueden 

ser endémicos de la región, siendo la  cadena trófica la más afectada en 

todo esto, por ende su gran su importancia para la Reserva Privada 

Mashpi en la prevención de la diseminación del hongo B. dendrobatidis, 

y de esta forma se podrán realizar estudios que permita entender el 

estado de riesgo real de la rana, y simultáneamente analizar las 

diferentes opciones de manejo que se deberían adoptar ante las 

condiciones y necesidades de la Reserva Privada Mashpi a largo plazo.  

  

Con respecto a lo social, el manual dará a conocer los aspectos más 

importantes acerca de la enfermedad y lo que se puede hacer para 

evitar su diseminación, lo que conllevara a mantener los objetivos 

generales de la reserva, que es la de compartir todos los conocimientos 



  

tanto a las comunidades locales, como a todos los habitantes del 

Ecuador y claro a los turistas de la fauna y flora, y su importancia para 

la conservación de esta bio-región.  

 

En conclusión, los aspectos que van a beneficiar el manual es de gran 

relevancia, tanto en la autonomía económica de la reserva, en la 

protección de una especie endémica, y, la socialización de la 

información a todas las personas dentro y fuera del país, conllevando a 

una sostenibilidad a largo plazo.  

 

 

 

RECOMENDACIONES 

  

Por lo que se refiere a las recomendaciones se considera expender la 

investigación a las demás áreas y especies que se encuentran en la reserva: 

  

1. Ampliar el estudio de la especie H. masphi n. sp. por parte de los 

investigadores dentro de la reserva privada, para identificar en que 

estadio de su ciclo de vida, es más susceptible la rana, conllevando a 

definir si los cuerpos de agua donde están los criaderos, o, en las hojas 

de los árboles que están en los senderos presentan mayor riesgo de la 

enfermedad.  

  

2. Expandir la búsqueda de la presencia del hongo B. dendrobatidis a otras 

de las especies de anfibios que se encuentra en el estero La Laguna 

para analizar el potencial riesgo de la expansión del hongo a nuevas 



  

especies, lo que implicaría una llamada de alerta para la reserva en el 

plan de manejo a implementar.  

  

3. Se debería replicar nuestra metodología de levantamiento de 

información en otras áreas con cuerpos de agua dentro de la reserva, 

para definir los cuerpos de agua que presente presencia del hongo y 

poder identificar las especias de anfibios circundante que están en 

riesgo.  

  

4. Creación de una nueva metodología que permita el levantamiento de 

información dentro de los senderos de la reserva, porque nos permitiría 

expandir los estudios para poblaciones de anfibios adultos que no se 

encuentran cerca de los cuerpos de agua.  

  

5. Se debería hacer un contraste de los lugares en donde los turistas tiene 

acceso tanto los senderos como cuerpos de agua, con las áreas en 

donde se tiene restringido el acceso, para que se pueda relacionar si la 

presencia de personas en áreas de libre acceso son los que pueden 

estar influenciado a la diseminación del hongo.  

  

6. Evaluar los aspectos seleccionados de la propuesta del manual técnico 

presentado en la reserva, renovándolo cada vez que se encuentre 

nuevas evidencias de como el hongo B. dendrobatidis está afectando 

dentro de la reserva, proponiendo controles y métodos de bioseguridad 

que debe implementar.  
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ANEXOS 

ANEXO 1   Matriz para el registro de la rana H. mashpi n. sp. encontradas en los hábitats dentro de la Reserva 

de Biodiversidad Mashpi. 

Ubicación del transecto: # Observadores:  

Fecha: Hora de inicio: Hora final: 

Nombres de los observadores: 

Condiciones meteorológicas 

Temperatura:  Precipitación ayer:           Seco          Poca           lluvia          Mucha lluvia 

Fase Lunar:              Nueva                     Cuarto creciente                      Llena 

Transecto 

Nivel de agua:  

  

Nº Sexo   Tamaño Peso Sustrato  Hora   

            

            

            

            

            

            



  

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

                  

Nº Signos clínicos  
    

   

    

    

    

    

    

    

    

    

    



  

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ANEXO 2   Tabla de explicación de los puntajes de calificación de estado de riesgo. 

Calificación de riesgo Posibles impactos en el estado de los anfibios 

Muy alto Es probable que el impacto de la quitridiomicosis sea 
extremo, cuando incluye: 
Un impacto significativo a gran escala en una especie no 
amenazada de modo que la especie es probable que se 
convierta en amenazada. 
y/o 
Un impacto significativo a gran escala en una especie 
amenazada de tal manera que su estado de conservación 
empeoraría, incluyendo el potencial de extinción. 

Alto Es probable que el impacto de la quitridiomicosis sea 
altamente significativo, cuando incluye: 
Impactos en la población local (la especie puede extinguirse 
localmente o sufrir una declinación significativa) en una 
especie no amenazada, con más de una población por 
especie afectada, 
y/o 
Impactos de la población local en una especie amenazada, 
con una sola población por especie afectada (la especie 
puede extinguirse localmente o sufrir declinaciones 
significativas). 

Medio El impacto de la quitridiomicosis es probable que sea 
significativo, cuando incluye: 
Impacto de la población local en una especie no amenazada, 
con una sola población por especies afectadas (la especie se 
presume ausente o puede sufrir declinaciones significativas). 

Bajo El impacto de la quitridiomicosis es poco probable que sea 
significativo para poblaciones o individuos 

 



  

  

 ANEXO 3   Descripciones de las posibles opciones de manejo. 

  
Menos 

intervención   

Intervención 
de 

emergencia   

Posibles respuestas de 
poblaciones de anfibios a 

hongo Quitridio 

En marcha 
baja 

intensidad 
Monitoreo 

En marcha 
alta 

intensidad 
Monitoreo 

Dirigido 
bioseguridad Cuarentena 

Tratamiento 
in situ 

Establecer 
seguro de 

poblaciones 

Sin disminución detectable 
después el hongo Quitridio 

emerge 

x      

Población de alto riesgo 
adyacente a una población 

infectada 

 x x    

Rápido declive con 
recuperación de la población 

 x     

Rápido declive con lento 
declive continuo donde la 

población permanece 
deprimido 

 x   x  

Rápido declive hacia extinción 
 x x x x x 

 



  

   

ANEXO 4   Resumen del presupuesto. 

RESUMEN DEL PRESUPUESTO   

DESCRIPCION DE RUBROS Precio Cantidad 
sub-
Total 

Total  

          

1. RECURSOS HUMANOS 

Pilotos 1100 3 3300   

Operarios  1000 3 3000   

científicos /técnicos  800 2 1600   

TOTAL RECURSOS HUMANOS   7900 

          

2. GASTOS OPERATIVOS DEL PROYECTO 

Movilización terrestre 25 2 50   

TOTAL GASTOS OPERATIVOS   50 

          

3. MATERIALES Y EQUIPOS DE INVESTIGACIÓN 

Materiales e insumos Unidad  
Valor unitario 
(USD) Cantidad Total (USD) 

Bolsas impermeables (de plástico blanco) Paquete 2,75 4 11 

Botas de caucho Par 11,98 4 47,92 

Cámara fotográfica digital Unidad  184 1 184 

Alcohol etílico al 70% Litro 1,5 30 45 

Guantes quirúrgicos desechables de nitrilo 100 unidades  9,75 1 9,75 



  

Fundas rojas con logo de riesgo Biológico  100 unidades  15 1 15 

Cuerda de Nylon trenzado Unidad  4,3 2 8,6 

Fundas transparentes (Cierre ziploc,17,5 x 20,3 
cm) Paquete de 25 unidad 2,57 7 17,99 

Vetbond (adhesivo tisular) Botella de 3 ml 22,06 4 88,24 

Filtros Sterivex-GP 0.22 µm, 15 unidades 144 1 144 

Betadine al 1% Galon 17 1 17 

Tubos de ensayo Unidad  0,8 100 80 

Hisopos paquete 100 6,45 3 19,35 

Hiperclorito de sodio al 4% Litro 3,75 2 7,5 

Traje impermeable Unidad  31,84 3 95,52 

Linternas de cabeza Energizer HL5A Unidad  24,57 3 73,71 

Linternas de mano Maglite M2A01H Unidad  25,5 3 76,5 

Mochilas (401 Equipos cotopaxi) Unidad  50,09 4 200,36 

Pinzas pequeñas  Unidad  3,5 4 14 

Bandeja plástica blanca Unidad  5 2 10 

Papel aluminio 300 x 40 Rollo 3,5 3 10,5 

Mesa de campo Unidad  40 1 40 

Botella estéril para recolección de agua Unidad  1 12 12 

Contenedores térmicos Unidad  52 2 104 

Hielo seco Unidad  5 2 10 

GPS Unidad  175 1 175 

TOTAL MATERIALES Y EQUIPOS  1516,94 

          

4. MATERIALES Y EQUIPO DE LABORATORIO 

Puregene Tissue Kit 
Unidad (3 gr) para 100 
muestras 312 1 312 



  

TOTAL MATERIALES Y EQUIPOS   312 

          

5. SUMINISTROS DE OFICINA 

Plumas paquete 1,5 4 6 

Papel Bond paquete 4,99 2 9,98 

Sacapuntas Unidad  0,5 4 2 

Libretas Unidad  0,87 3 2,61 

Lápices HD con borrador paquete 1,34 4 5,36 

TOTAL SUMINISTROS DE OFICINA   25,95 

         
TOTAL, DEL PROYECTO 9804,89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ANEXO 5   Cronograma de actividades de proyecto de investigación. 

 

 

 

Actividad Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero

1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana

Elaboracion del proyecto de investigacion 

Busqueda y analisis de Bibliografia 

Elaboracion e escritura de Introduccion

Primera revision del Proyeccion

Correcion del Borrador del Proyecto

Revision Bibliografica para escritura de Capitulo 1 "Informacion General"

Escritura del Capitulo 1 "Informacion General"

Segunda revision del Proyecto con la ayuda del Tutor

Revision Bibliografica para escritura de Capitulo 2 "Materiales y Metodologia"

Escritura del Capitulo 2 "Materiales y Metodologia"

Revision del Capitulo 2 "Materiales y Metodologia

Correciones de Capitulo 2 "Materiales y Metodologia"

Escritura de Capitulo 3 "Resultados esperados,Conclusiones y Recomendaciones"

Entrega de Pre-informe de Proyecto

Presentacion de Proyecto ante jurado

Presentacion de Proyecto feria Idear

Viaje a Reserva Privada Mashpi para trabajo de campo (temporada lluviosa)

Analisis de muestras en laboratorio

Analisis estadistico de los resultados

Viaje a Reserva Privada Mashpi para trabajo de campo (temporada seca)

Analisis de muestras en laboratorio

Analisis estadistico de los resultados

Viaje a Reserva Privada Mashpi para trabajo de campo (temporada lluviosa)

Analisis de muestras en laboratorio

Analisis estadistico de los resultados

Viaje a Reserva Privada Mashpi para trabajo de campo (temporada seca)

Analisis de muestras en laboratorio

Analisis estadistico de los resultados

Analisis y conclusiones de Resultados finales

Escritura de reporte final

Manual de control del Hongo Batrachochytrium dendrobatidis dentro de la reserva privada Mashpi Pinchincha Ecuador.  

Cronogramas de actividades de proyecto de investigacion
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