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Introduccion

El proyecto “Conservacion de Anfibios y Recursos Genéticos (PARG)”,
puesto en marcha desde el afio 2015 y apoyado por el Ministerio del Ambiente
(MAE), el Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD), el Fondo
para el Medio Ambiente Mundial (GEF), el Centro de Investigacion y
Conservacion Jambatu, e IKIAM, es una iniciativa que contempla la investigacion
de biomoléculas obtenidas de la piel de anfibios, la creacién de areas destinadas
a la proteccion in situ de anfibios y el desarrollo de estrategias para la crianza ex
situ de especies amenazadas en centros o laboratorios que albergan anfibios
ecuatorianos. Uno de los centros de conservacion que se encuentra dentro de
este proyecto es el Centro de conservacion de anfibios Amaru (CCA), ubicado

en la ciudad de Cuenca.

El CCA, desde el afio 2007 ha trabajado en la crianza y conservacion de una de
las especies objetivo del PARG, el jambato de Tres Cruces, Atelopus nanay, bajo

la direccién del Blgo. Fausto Siavichay P, actual coordinador del centro.

Este jambato es endémico del Ecuador y se encuentra bajo peligro critico de
desaparecer debido a la degradacion de su habitad, al cambio climéatico, a la
introduccion de la trucha como especie invasora y posiblemente por la presencia

de Batrachochytrium dendrobatidis, agente causal de la quitridiomicosis (1).

El nombre especifico nanay, proviene de una palabra en Quechua que significa
tristeza. Fue nombrado asi como una forma de expresar la tristeza que sienten
los indigenas por la pérdida o disminucién de esta especie. Atelopus nanay
puede ser encontrado en los paramos de la Cordillera Occidental, dentro del
Parque Nacional Cajas en localidades como Tres Cruces y Patul (2). Otras
localidades reportadas por el biélogo de monitoreo del PARG, Juan Fernando
Webster y José Francisco Caceres de ETAPA, son Angas, Sunincocha,
Yanacocha de Jeréz, Quitahuayco y Atugyacu (datos no publicados). Varios
ejemplares, en su mayoria postmetamorfos y juveniles, fueron colectados para

su conservacién, manejo y reproduccion dentro del CCA y Centro Jambatu.



ASPECTOS A CONSIDERAR DESDE EL MONITOREO DE LA ESPECIE EN
CAMPO, COLECCION Y TRANSPORTE DE INDIVIDUOS HACIA EL
LABORATORIO.

1. Parametros medio ambientales
El registro de datos ambientales por parte de los bidlogos de campo son muy
Importantes para recrear las condiciones adecuadas dentro del laboratorio para
el mantenimiento de las ranas dentro de la coleccion y mas especificamente
durante los ensayos de reproduccion. Algunos de los datos incluyen la
temperatura ambiental, la temperatura del agua, humedad relativa del ambiente,
pH del agua, conductividad, oxigeno disuelto en el agua (Anexo 1)

2. Transportacion
Para el transporte de individuos se recomienda recipientes plasticos bien
identificados, con tapa agujerada para permitir la ventilacion y evitar asfixia, y
papel o toallas de cocina hiumedos (no papel tratado con sustancias quimicas

como antibacteriales).

Los recipientes deben ser colocados en cajas o contenedores (cooler) para evitar
aplastamientos. Medidas adecuadas deben ser tomadas en cuenta para evitar
golpes de calor o desecamiento en los individuos, manteniendo una ventilacién
correcta, no guardarlos en lugares totalmente cerrados ni calientes y verificar la

humedad de los recipientes si el viaje durara mas de un dia.
3. Bioseguridad.

Los especimenes deberan ser manejados con guantes hiumedos, se recomienda
la desinfeccién de material usado durante el monitoreo y del calzado, puede ser
con alcohol etilico a 96°. Se recomienda no transportarlos con hojas, plantas,
etc, provenientes del campo y menos aun de areas donde se sospecha la
presencia del hongo Batrachochytrium dendrobatidis. Se debe alertar en caso de
encontrar anfibios con signos de enfermedad y si fuesen colectados deberan ser

guardados en recipientes de su uso exclusivo.



PERIODO DE CUARENTENA
Se debe registrar el ingreso de las ranas y se registrara la informacién necesaria.
(Anexo 2).

Los individuos pueden verse afectados por el estrés generado durante la
manipulacion y transporte. Una vez que lleguen al centro de acopio se
recomienda observar su comportamiento y condicion fisica, no manipularlos al
menos que sea necesario, y esperar aproximadamente 30 minutos para que se

estabilicen y adapten al nuevo ambiente.

Los terrarios para este periodo deben contener sustrato de papel toalla y ser
cambiados por los menos de 2 a 3 veces por semana. Los encierros deben tener
un escondite, puede ser una hoja debidamente desinfectada o pequefos
pedazos de PVC para evitar el estrés. Los especimenes adultos se manejan por
separado y en caso de que lleguen en grupos de juveniles o postmetamorfos se
manejan en grupos pequefios siempre que sean de la misma localidad o sitio de

coleccion.

Los atelopus deben ser registrados, fotografiados, medidos y pesados. Este
procedimiento se realiza periddicamente, y con mas atencion a individuos en

crecimiento.

Figura 1: Terrarios usados durante la cuarentena.

Bioseguridad
La etapa de cuarentena se realiza con el fin de evitar el ingreso de patégenos

potencialmente peligrosos para la coleccion y asi mismo restringir la salida de



los mismos hacia areas externas a los laboratorios. También disminuye el riesgo

de adquirir enfermedades zoonoticas. Para ellos se debera aplicar medidas de

bioseguridad con los anfibios y se recomienda lo siguiente:

Usar un par de guantes por cada individuo

Realizar bafios preventivos con itraconazol para evitar la quitridiomicosis.
Desinfeccion de todo utensilio usado con las ranas como botes,
escondites, hojas usadas como refugios, tapas o si es posible la
esterilizacion del material.

Para la desinfeccion se puede usar clorhexidina (GERMIDAL®), solucion
de cloro al 1% o amonio cuaternario y después de lavar, rociar el material
con alcohol a 96° y dejarlo hasta usar nuevamente los utensilios.

Asi mismo se recomienda tener un pediluvio con una solucion de cloro o
amonio cuaternario para desinfeccion del calzado.

No ingresar bebidas ni alimentos dentro de los laboratorios.

No abrir puertas con guantes.

Si se usa el celular este deberé ser desinfectado.

Lavarse y desinfectarse las manos antes y después de manipular anfibios.
Atender al grupo de cuarentena después de atender a las ranas de la
coleccion.

Desinfectar tambien pisos y mesas, y desechar correctamente la basura
biopeligrosa.

Enjaguar los botes con abundante agua para evitar la intoxicacion de las

ranas por los quimicos desinfectantes.

Exdmenes complementarios.

El excremento que quedan en los recipientes de llegada deben ser analizadas

para tener una idea de la carga parasitaria y tipos de parasitos con los que

ingresan al periodo de cuarentena. Si no hay heces y la rana ya es colocada en

un nuevo terrario se puede esperar maximo un dia sin brindar alimento y esperar

la deposicion de heces. En caso de encontrarse una alta carga parasitaria de

nematodos se puede usar una combinacion de pirantel y praziquantel via oral

(Drontal Puppy) 0,01ml/g de peso y en caso de protozoos dafinos usar

metronizadol 50mg/kg cada 24 h, durante 3 dias seguidos (3)



Periddicamente, por lo menos una vez a la semana se hacen examenes
coproparasitarios para monitorear la carga parasitaria. Si las condiciones y
facilidades lo permiten se toma muestras mediante hisopado de piel para la
deteccion de Batrachochytrium dendrobatidis mediante PCR convencional o RT-
PCR, segun la técnica de diagndstico disponible. Un analisis de mudas de piel o
raspado cutaneos pueden ayudar a buscar estructuras del hongo quitrido. Si no
es posible conocer cual es la situacion de los individuos con respecto a Bd, se
recomienda realizar bafios con una solucion de itraconazol al 0,01% a todo
individuo que ingrese al periodo de cuarenta y durante este proceso el papel y

terrarios deben ser cambiados diariamente.

Figura 3: Muestra de piel de un A. nanay (AN0038), muerto por

Quitridiomicosis.



Alimentacion

Los postmetamorfos de menos de 1 cm de longitud rostro-cloacal deberan ser
alimentados con colémbolos, larvas pequefias de mosca de la fruta o grillos
recién eclosionados de los huevos. Segun el tamafio de las ranas pueden
consumir grillos tipo 2, gorgojo de frégol, moscas de la fruta y sus larvas. Los
insectos deberan ser espolvoreados con un suplemento vitaminico como
Repashy Supervite, Repticalcium con vitamina D3. Es preferible no usar insectos
voladores que puedan escapar de los contenedores donde se encuentran las
ranas, esto para evitar que se comporten como diseminadores de algun

microorganismo patégeno.

Finalizando la cuarentena.

La duracion de la cuarentena puede ser entre 30 a 45 dias, dependiendo de
cémo las ranas se adapten. A veces se puede alargar el periodo debido a
enfermedades. Las ranas deben recibir al menos 2 sesiones de tratamiento

contra el hongo quitrido.

Se recomienda un periodo mas largo de cuarentena para aquellos individuos
muy pequefios o postmetamorfos. Deberan terminar la cuarentena cuando

tengan una longitud rostro-cloacal de mas de 20 mm.

Se debe realizar un altimo examen coproparasitario y una evaluacion clinica para
saber cudl es el estado con el que se les da el alta, la cual contempla la
observacion de la condicién corporal (3/5 es la ideal), estado metal, realizacion

de un examen fisico completo y toma de medidas morfométricas.
TERRARIOS PARA MANTENIMIENTO

Para el manejo y mantenimiento de los individuos, una vez superado el periodo
de cuarenta, se lo hace en terrarios enriquecidos. El laboratorio de manteamiento
se encuentra a una temperatura promedio de 18°C y una humedad ambiente de

60% (Se recomienda temperaturas mas bajas).

Ejemplos de terrarios.

En el CCA-Amaru se tiene dos tipos de terrarios para mantenimiento:



El primero esta construido de vidrio, con tapas de malla, aspersores instalados,
una base de luver y malla enriquecida con musgo, hojarasca y escondites
debidamente desinfectados y ademas tienen un cuerpo de agua.

El otro tipo de terrarios son mas sencillos y se trata de gavetas plastica que
pueden tener papel como sustrato 0 musgo, tapa agujerada, un escondite u

hojarasca y aspersores.

Alimentacion

Los individuos juveniles y adultos pueden consumir insectos como grillos tipo 2
o 3 (la referencia del tamafio del alimento es la medida entre los 0jos), gorgojos,
mosca de la fruta y sus larvas, pequefias cochinillas, pequefios tenebrios (< a 0,
7cm) y larvas de polilla espolvoreados con un suplemento vitaminico 2 veces por

semana.

Bioseguridad
Se recomienda la aplicacion de las mismas medidas mencionadas en la parte de

cuarentena.
Plan anual de control

Se recomienda revisar diariamente las ranas y poner aun mas atencion a los
individuos que recientemente salen de cuarentena, ya que deben pasar por un

proceso de adaptacion a nuevos habitats.

Una vez instalados en la coleccion se puede realizar un chequeo mediante la

toma de medidas morfométricas y pesaje de los individuos y ademas un examen



coproparasitario una o dos veces al afio, para conocer su estatus sanitario en los

terrarios de mantenimiento.

Una o dos veces al afio se hara tambien un lavado completo de los terrarios y
recambio de sustratos. Una vez por semana se hara un enjuague de los

encierros para evitar la acumulacion de heces, restos de comida, detritos, etc.

RECOMENDACIONES PARA REPRODUCCION DE Atelopus nanay.

Las siguientes recomendaciones estan basadas en las experiencias obtenidas
en los ensayos de reproduccion (Anexo 3). Si bien no se ha logrado un éxito
reproductivo, ya existen avances que, con un mejor equipamiento y corrigiendo
los errores, permitirdn la reproduccion de individuos de Atelopus nanay. Cabe
mencionar que lamentablemente, durante este periodo no se ha contado con la
cantidad suficiente de parentales para intentar mas ensayos de reproduccion.
Ademas afios atras, en el 2007, se obtuvo la reproduccion exitosa de esta

especie.
Preparacion de las parejas:

Los individuos destinados a reproduccién deben pasar por un proceso de
cuarentenay de evaluacion clinica, ademas de que ingresaran con una condicion

corporal de 3/5.

Para estimular la ovulacion de las hembras se puede intentar establecer periodos
de lluvia y temperaturas bajas, sincronizados con lo que sucede en el ambiente
exterior. En el medio natural la época de amplexo se da en los meses de Mayo
y Junio. Tambien se puede colocar a un macho con la hembra. Las hembras

naturalmente ovulan una vez al afo.

Para el proceso de amplexo se debe poner a la hembra junto a varios machos y
esperar que el proceso de amplexo ocurra, la hembra debe estar ovada con un

buen desarrollo de la masa de huevos.

La aplicacion de reproduccion asistida mediante hormonas o de biotecnologia
reproductiva es un recurso a tomar en cuenta si la estimulacion natural no

funciona.



Terrarios
Hemos utilizado 2 tipos de terrarios de las siguientes medidas:

1. 80 cmde largo x 40 cm de ancho y 60 cm de alto, con un estanque externo
donde se implementa el filtro biologico (80 cm x 20 cm x 30 cm). Con un

volumen de aproximadamente 77 litros.

2. 80 cm de largo x 40 cm de ancho y 50 cm de alto, con un volumen de 50

litros.

Poseen una parte de seca para permanencia de la pareja y otra con agua donde
se realizara la colocacion de huevos. La profundidad de agua en ambos es de
24 y 25 cm respectivamente.

Condiciones ambientales y del agua.

La utilizaciébn de agua filtrada ha dado éxitos reproductivos en parejas de
Atelopus aff wampucrum y Atelopus balios, en los que antes no se lograba por

la mala calidad de agua.



La oxigenacién del agua es muy necesaria y el porcentaje de oxigeno disuelto
debe estar por encima del 80 %. La temperatura del ambiente deberia ser en
promedio 11°C con una humedad relativa promedio de 80% y del agua entre 9 a

12°C y el pH del agua entre 7 a 7.8.

Tomando como referencia la informacion obtenida en varios rios del Parque
Nacional Cajas se sugiere que la conductividad del agua sea 0,05 a 0,08 m/s,

los solidos totales disueltos 0,02 a 0,04 ppt.

El movimiento del agua y la generacion de un sonido similar al de los rios del

paramo podrian ser un estimulo clave para generar la reproduccion.
Cuidado de la puesta

La masa de huevos debe ser observada cada dia para buscar patrones de
desarrollo. En caso de encontrarse sefales de infeccion por saprolegnia se debe
retirar los huevos dafados, utilizando pinzas calientes para ir rompiendo poco a
poco la parte del vitelo y evitar la diseminacion de la infeccion a otros huevos.

Se puede usar azul de metileno, pero no siempre funciona.
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ANEXOS

Anexo 1: Parametros ambientales recolectados en el Parque Nacional Cajas.
(Fuente: Blg. Juan F. Webster).
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Anexo 2: Ficha de ingreso para el registro de nuevos especimenes y manejo
durante cuarentena

Ficha General de Control y Manejo
Centro de Conservacion de Anfibios AMARU

Fecha de Ingreso: _43- [2- 20(}  Estado en la coleccion:

Cddigo asignado: [ AL 0055 l seco:m & H 0.0

DATOS DE IDENTIFICACION

Nombre Cientifico: Afg(op,z; nanay Nombre Comun: Mhﬁ'g_@g&‘:b'
‘. Cajad

£dad del espécimen:  Huevo:(___J) lava: (_)  Post metamorfo: =)
Juvenil: ( Adulto: [__X

Patrones de coloracién:
neavo UQO@C'\O \erqu._)g, \ientye yerde
bhoste qoijada_me2{fa con verde Bl Rurche neqro.  Mancron
w,.ég_ ‘on 5@(&0@ ventol do amba> Hpics Nd’(l\o) con tuldredes

e ced.
Lusarde procedencia: Regién:_Siera Provincia: Awu.q
Localidad: Ar\gqs Proyecto: _ PARG

Coordenadas: _X: 6% 816§ Y: geriict BE 02 nsimiy

DATOS DE SALUD PRELIMINAR
Estable: (—x) estresado: (] Desnutrido: () Amputado: ()

Detalle otras observaciones:
A ptemente s8mmo ow  leoions mamwscspicas

‘Evaluacién en Cuarentena: (Llenar hasta los primeros 40 dias de su ingreso)

Alimentacidn: _Mpscos do (o dute, gelles +p0 2
Frecuencia: 2 VCGces / souanes

Andlisis de parésitos: Egep:\wo

Patologlas dhmdu




AMARU

DATOS DEL COLECTOR

~°mb":~1nﬂi$hm__ﬁ—— ¢. identidad: ©2013
Direccién: y_"&mm‘n—_—____nléhnot WR-L}———

coly
Institucion: _MAS — £ TAPA £-mall: Mmﬂzﬁﬁ&ﬁ'——"“’l‘

Como se obtuvo el espécimen:

OBSERVACINES GRAFICAS

Vista dorsal Vista ventral
CUADRO DE CONTROL

FECHA LRC [ LT [ Peso OBSERVACIONES
29 w2 |23 | ce.>25/s.

[10-0(-20 | 29 | 12 | M2 | vecaliza.Cc3/5.
’ 29 . 28 | ¢ = 3/5. Reena

Larva




Anexo 3: Ensayos reproductivos de Atelopus nanay realizados en el CCA

Ensayo # 1 de reproduccion de Atelopus nanay
Fecha inicio: 02-12-2016.  Fecha fin: 05-12-2016

1. Materiales
1.1 Bioldgicos:
e Hembra An0028, macho An0008
1.2 Equipos
e Terrario de 80x60x40 cm, con un ala externa de 80 x 20 x 30 cm
e Volumen de agua: 96 litros
e Bomba sumergible
e Manguera
e Piedras grandes de rio.

e Piedra, grava, de 4 cm aprox.

e Luver
e Musgo
e Tubos PVC
e Refugios
e Hielo
2. Métodos:

Paso 1: Se realiz6 una evaluacién clinica, complementada con bafios profilacticos
contra el hongo quitrido y examenes coproparasitarios y la desparasitacion
(febendazol).

Paso 2: El terrario fue lavado con cloro, al igual que las piedras. Se programo las

aspersiones para su activacion pasando un dia, una vez al dia.

Paso 3: El encierro tenia piedras pequefias en el fondo y las grandes fueron
distribuidas por el fondo del acuaterrario, colocadas de manera que se formen
pasadizos para los anfibios y lugares adecuados para la ovoposicién. La altura del
agua fue de 20 cm. Se colocé una plataforma de luver en la superficie con musgo y
refugios para la pareja de ranas. La bomba sumergible puesta en el ala externa

ayudaba a mover el agua desde el acuaterrario al ala externa y con la ayuda de una



manguera el agua caia simulando una corriente de agua natural. Se registro la

temperatura del agua.

Paso 3: Se colocé 5 botellas de 500 ml de agua congelada y 8 bolsas de hielo en el
ala externa del terrario. Una vez observado el funcionamiento del sistema, se
introdujo a la pareja dentro del mismo. Y se esper( a observar el comportamiento de

las ranas.
3. Resultados:

La hembra y el macho tuvieron cargas parasitarias de ++++, caracterizada por huevos y
larvas de estrongilos, por lo que se procedid a la desparasitacion con febendazol y
disminuyo a + y ++, respectivamente. Esto ayudd a mejorar condicion corporal. Pasando
de 45ga 4,9 gen el caso de la hembra, y el macho no tuvo un cambio significativo

pasando de 4,3ga 4,1 g.

Durante el ensayo de reproduccion se observd que el macho tuvo dificultades para salir
del agua, por lo que se adicion6 una rapa de luver. En una hora, el agua pasé de 14°C a 9
°C y se mantuvo por 2 horas a una temperatura promedio de 11 °C. Unos 7 minutos
después de ingresar a la hembra, el macho la abrazé pero en al revés. Se les separd y
nuevamente el macho se acercé y se amplexo. Esta vez, un brazo quedo sobre el cuello
de la hembra y se corrigio la posicion. Sin embrago, la hembra present6é problemas para
desplazarse con el macho.

4. Conclusiones:

La evaluacion clinica de los especimenes permitié valorar su estado de salud y determinar
que necesitaron una desparasitacion, procedimiento que bajo la carga parasitaria y ayudd
a mejorar su condicion corporal y peso para que las ranas ingresen en las mejores

condiciones al proceso de reproduccion.

Se prefirié terminar con el ensayo al tercer dia debido a que la hembra present6 problemas
para desplazarse con normalidad cargando al macho. También, por el tamafio de la
cavidad celémica, suponemos que el tiempo de gravidez en el que se encontraba la

hembra no era el adecuado.

5. Recomendaciones:
e Buscar otro macho de menor peso y/o tamafio para que la hembra se sienta

comoda.



e Oscurecer més el terrario.
e Esperar para que haya un mayor tamafio de los huevos.

e Recambiar con mas frecuencia los hielos.

6. Anexo:




Ensayo # 2 de reproduccion de Atelopus nanay
Fecha inicio: 16-01-2017.  Fecha fin: 10-03-2017

1. Materiales
1.1 Bioldgicos:
e Hembra An0028, macho An0004
1.2 Equipos
e Terrario de 80x60x40 cm, con un ala externa de 80 x 20 x 30 cm.
e Volumen de agua: 96 litros
e Bomba sumergible
e Manguera
e Piedras grandes de rio.

e Piedra, grava, de 4 cm aprox.

e Luver

e Musgo

e TubosPVC
e Refugios

e Hielo

e Oxigenador
e Fomix negro.

e Neblinero

2. Meétodos:

Paso 1: Reevaluacion del macho y de la hembra 2 semanas antes de iniciar la

reproduccion.

Paso 2: El terrario y las piedras fueron lavados y desinfectados con cloro. En el fondo
se colocé las piedras pequefias como sustrato y las grandes formando lugares para
ovoposicion y con dos oxigenadores. El terrario fue forrado por fuera con fomix

negro.

Paso 3: Se introdujo a la pareja en el terrario y se observé el comportamiento. La
humificacion estuvo programada para activarse una vez al dia durante cinco dias a la

Semana.



Paso 4: Después de 3 semanas en proceso de reproduccion se instalé un humificador

que esparcia agua en forma de neblina en el terrario.
Paso 5: Se cambio la bomba sumergible por una con rayos UV.
3. Resultados:

Esta vez el macho que ingreso a la reproduccién pesé 3,1 g y se les desparasito ya que
poseia una carga parasitaria de +++. La hembra ingresd con un peso de 5, 3 g de peso.
Al noveno dia de iniciado el ensayo se registrd el amplexo. Durante seis dias la
hembra se volteaba, comportamiento que disminuy6 con el tiempo y al séptimo dia
finalmente dejé de voltearse. La pareja permanecia oculta bajo su refugio y se
adiciono el equipo de neblina para generar un ambiente al terrario. La hembra se
alimentaba y caminaba con normalidad y la pareja pasaba la mayoria del tiempo
oculta bajo el refugio y no exploraron el fondo del agua. El 10 de marzo del 2017,
casi 2 meses despueés, se separa a la pareja ya que el macho presentd una condicién

corporal baja y necesitaba recuperarse.
4. Conclusiones:

El tamafio del macho esta vez fue ideal durante el proceso de amplexo, ya que la
hembra, aunque inicialmente no estaba acostumbrada a este evento, pudo caminar
comodamente cargando al macho. El recambio de agua se hizo pasando un dia con el
10 % de recambio para mantener el agua limpia. La pareja no bajé al agua, por lo que
suponemos que aun no estaban listos para la ovoposicion. Otro criterio, es que el ruido
y movimiento del agua disminuyeron al cambiar la bomba sumergible y no hubo una

estimulacion adecuada para la pareja.
5. Recomendaciones:

Recuperar la condicion del macho, ya que es el mejor espécimen para seguir
intentando reproducciones. Los otros machos son de peso similar a la hembray 4
individuos restantes estdn emparentados con la hembra (F1). A pesar del recambio
casi constante de agua, se recomienda separar el compartimento extra del terrario en
secciones y de esta manera implementar un filtro bioldgico. En el pr6ximo ensayo la

caida del agua debe ser mas fuerte.

6. Anexos:






Ensayo # 3 de reproduccion de Atelopus nanay
Fecha inicio: 29-05-2017.  Fecha fin: 26-07-2017.

1. Materiales
1.1 Bioldgicos:
e Hembra An0028, macho An0008
1.2 Equipos
e Terrario de 80x60x40 cm, con un ala externa de 80 x 25 x 40 cm con 3
divisiones.
e Volumen de agua: 96 litros + 35 litros.
e Bomba sumergible
e Manguera
e Piedras grandes de rio.
e Piedra, grava, de 4 cm aprox.
e Luver

e Musgo, plantas

e Tubos PVC
e Refugios
e Hielo

e 2 oxigenadores
e Plumén, carbdn activado.

e Medidor de calidad de agua.

2. Meétodos:

Paso 1: luego de preparar el terrario, el filtro y de verificar el funcionamiento durante
3 semanas, se procedié a introducir a la pareja de Atelopus. El sistema de aspersion

fue similar al de los anteriores ensayos.

Paso 2: Se pesé a los ejemplares, fueron colocados en el terrario y se observo su

comportamiento.

Paso 3: durante el proceso de reproduccidn se ajustaron y modificaron las ubicaciones
de las piedras, la caida del chorro del agua y se registré valores de calidad de agua.

Se realizd un lavado del plumon porque estaba muy saturado de restos y se cambio el



carbon activado una sola vez. Ademds se colocO 5 botellas de agua congelada y/o

bolsas de hielo seco 2 a 3 veces al dia en el compartimento del filtro.
3. Resultados

La hembra pesd 5 g y el macho 2,8 g al inicio del proceso de reproduccion. La hembra
se veia con la cavidad celémica mas grande. Los individuos fueron clocados en el
acuaterrario por la tarde y 30 minutos después se registro el amplexo y se escondian
debajo del refugio. El dia 31 de mayo del 2017, la pareja fue encontrada debajo del
agua y se observo que se desplazaban por el fondo. Tambien varias veces se les ubico
debajo de piedras grandes y varias veces en lugares de dificil avistamiento. Con las
modificaciones del chorro de agua se logro que burbujas lleguen al fondo y golpeen

algunas rocas.

El dia 7 de junio de 2017, se le hizo un chequeo a la hembra y se notaba el vientre aln
maés desarrollado. Al siguiente dia se coloc6 una bomba pequefa adicional en el agua
para generar mas movimiento (con la idea de simular las corrientes de los riachuelos
del paramo) y a las 15: 00 aproximadamente se observo a la pareja debajo de una
piedra grande y 7 huevos, estaban en una zona en donde no habia muchas burbujas,

ni golpeaba el agua con fuerza.

En la mafiana siguiente, se observd a la hembra sumergida en la parte anterior del
acuaterrario y el macho fue hallado en decubito dorsal sobre la plataforma de luver.
Se observo la roca donde ocurrio la puesta y habia méas huevos cubiertos por una masa
gelatinosa transparente y dentro de esa masa pequefias burbujas. Se introdujo un

oxigenador cerca de la masa de huevos.

Los primeros dias la mayoria de huevos se hicieron mas pequefios. Diez dias después
se observo 2 huevos con cambios, de redondos pasaron a alargados; el resto seguian
sin presentar cambios evidentes. Se aumento la potencia de los oxigenadores y se
realizaron recambio de agua parcial para bajar el h de 8,5 a 8, 08. Hasta el dia 27 de
junio, 20 dias posteriores a la ovoposicion, se conto 8 huevos que tenian la forma de

media luna. El resto continuaba igual y la masa gelatinosa se torné blanquecina.

Los dias siguientes se continué observando la masa de huevos, pero no hubo un

cambio mayor en los huevos, salvo dos, los cuales se tornaban cada vez mas



alargados. Después de 26 dias, el 3 de julio del 2017, se vio dos renacuajos de cuerpo
redondeado y blanco, cola un poco grisacea, aun adheridos a la masa gelatinosa. La
masa de huevos se volvid mas blanquecina, no habia cambios en los huevos y los
renacuajos se movian durante episodios cortos. Siete dias después, un renacuajo se
desprendid de la puesta y al siguiente dia lo hizo el otro. Los dos renacuajos fueron
removidos a un acuario mas pequefio para su mejor observacion y ya presentaban el

cuerpo mas grisaceo.

Se traté de mantener las mismas condiciones del agua que el terrario grande. Se les
administré placas con Seramicron como alimento y vivieron durante 12 dias

aproximadamente, midieron mm y mm respectivamente.
4. Conclusiones

Se sospecha que no todos los huevos fueron fecundados por el macho durante la
puesta, un factor pudo ser la edad del individuo, el cual vivia en el CCA desde el afio
2007. Los cambios de temperatura, muchas veces bruscos, también pudieron
ocasionar la muerte temprana de los embriones y la consiguiente putrefaccion de la
masa de huevos. Hasta entonces no se conocia datos concisos sobre cuales eran las
condiciones del agua donde se reproducen los Atelopus nanay y no se sabia con

certeza si el pH y otros parametros eran los adecuados.

Los renacuajos que nacieron se pegaban a las paredes del vidrio y piedras, pero no se

observo que se alimentasen de las placas con Seramicron.

Se contd alrededor de 86 huevos, un numero bajo en comparacion con la informacién
de otras puestas de Atelopus nanay. La hembra es descendiente de unos parentales de
la localidad de Patul, es primeriza, y ese factor tambien pudo influir sobre la cantidad

de huevos que desarrolld.

A la observacion de los huevos dafiados bajo microscopio se pudo observar la
presencia de hifas no septadas, color marrén en la punta, lo que nos hizo sospechar de

la presencia de saprolegnia, un oomiceto patdégeno del agua.
5. Recomendaciones

Se espera que para el proximo ensayo se cuente con un macho més joven para otro
intento de reproduccion. Tambien, se recomienda intentar la reproduccion sin colocar

los hielos porque mantener una temperatura del agua constante mediante la



colocacion de hielos fue dificil y asi se disminuira una posible causa de muerte de los
embriones por los cambios de temperatura. Todo el acuaterrario y todo elemento que
vaya a estar dentro del agua debera ser limpiado y desinfectado con mayor rigor y
disminuir el ingreso de patdégenos. Se mantendrd y mejorara el filtro. Los ensayos se
realizaran en un nuevo laboratorio, en donde la temperatura ambiente sea mas estable.

6. Anexos







Ensayo # 4 de reproduccion de Atelopus nanay
Fecha inicio: 15-11-2018.  Fecha fin: 25-02-2018

1. Materiales
1.1 Bioldgicos:
e Hembra An0028, macho An0040
6.1 Equipos
e Terrario de 80x60x40 cm, con un ala externa de 80 x 20 x 30 cm
e Volumen de agua: 96 litros
e Bomba sumergible
e Manguera
e Piedras grandes de rio.

e Piedra, grava, de 4 cm aprox.

e Luver
e Musgo
e TubosPVC
e Refugios
e Hielo
2. Métodos:

Paso 1: Se realizd una evaluacion clinica, complementada con bafios profilacticos

contra el hongo quitrido y exdmenes coproparasitarios.

Paso 2: El terrario previamente fue lavado con cloro, al igual que las piedras, ademas
se uso agua hervida para la desinfeccion y evitar problemas de saprolegnia. Se

programd las aspersiones para su activacion pasando un dia, una vez al dia.

Paso 3: El acuario tenia pocas piedras pequefias en el fondo y tambien grandes
ubicadas por todo el fondo y colocadas de manera que no se formen trampas para los
anfibios y con lugares adecuados para la ovoposicion. La altura del agua fue de 20
cm. En el ala externa se coloco los elementos para crear un filtro biol6gico. Se colocd
una plataforma de luver en la superficie del acuario con musgo Yy refugios para la
pareja de ranas. Se instalé una bomba sumergible en el ala externa que ayudaba a
mover el agua desde el acuaterrario al ala externa para generar mucho movimiento

del agua.



Paso 3: Se registraron los parametros del agua y se dejo que el acuaterrario madurara

durante 1 mes aproximadamente.
Paso 4: La pareja fue colocada el 15 de noviembre del 2018.
3. Resultados:

La hembra y el macho tuvieron resultaron negativos a nematodos. La hembra peso6 4,7 ¢

y el macho

La pareja permanecia sobre el luver y el dia 21 de noviembre del 2018 se registro el
amplexo, El dia 26/11/2018 se encontrd a la pareja bajo el agua, desde entonces pasaban
momentos fuera y dentro del agua. Para el dia 12 de diciembre, se observo que la hembra
lucia con la cavidad celémica més distendida, lo que nos sugeria que habia méas desarrollo
de los huevos. Entre el 17 de diciembre del 2018 al 04 de febrero del 2019 la pareja
permanecia mas dias bajo el agua, se les vio 5 dias sumergidos en el agua, en distintos

sitios, lo que fue indicativo que estaban buscando un lugar adecuado para desovar.

El dia 10 de febrero del 2019, se encontrd a la pareja separada y se hallo la puesta con
pocos huevos. La hembra fue llevada a clinica por presentar una herida leve en el torax

(posiblemente por el amplexo).

Para el dia 15 de enero se observo que la masa comenzaba a tener un aspecto blanquecino.
Se realizo tratamiento con azul de metileno mas el retiro de huevos dafiados. El dia 22 de
febrero, se saca toda la puesta muerta. El tratamiento no fue efectivo. Se contabilizé 86

huevos en total.

La temperatura promedio del agua fue de 14°C. No se pudo medir otros parametros del

agua durante la reproduccion debido a que el equipo estuvo descalibrado.
4. Conclusiones:

A pesar de la desinfeccion rigurosa de los elementos utilizados en los acuarios no fue
suficiente para evitar la presencia de saprolegnia. Se sospecho entonces que este moho
acuatico esta en el agua que ingresa al CCA. Se pidié la instalacion de un filtro para el
centro. La reproduccion es posible. Al parecer esta especie se ve estimulada para desovar
por el sonido del agua al momento de caer. Esta vez no se coloco hielos para bajar la
temperatura del agua. Sin embargo, por la historia natural de la especie se necesita tener

una temperatura de 10 u 11°C.



5. Recomendaciones:
Enfriar mas el laboratorio, con ellos tratar de que la temperatura del agua tambien
baje. Se requiere instalar un filtro para el agua, y evitar el ingreso de patdgenos,
metales pesados, quimicos, entre ellos el cloro y asi mejorar la calidad de agua. Y
se necesita llevar el equipo a calibrar, el cual no se realizo por falta de fondos y
disponibilidad de los técnicos de la empresa Sensor Vital.

6. Anexos

Posibles estructuras compatibles a saprolegnia.



