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RESUMEN

La comunidad anfibia es de gran importancia en el ecosistema como indicador
ambiental, sus caracteristicas morfoldgicas la hacen vulnerable ante factores
antrdpicos y patégenos ocasionando la muerte y por ende el declive poblacional
de los anfibios. Por lo tanto, para mitigar la extincion se efectian programas de
conservacion ex situ. El presente estudio tuvo como objetivo obtener la mayor
supervivencia de renacuajos en laboratorio de la especie Atelopus sp. (complejo
spumarius) considerada endémica y emblematica del cantén Limon Indanza en
la provincia de Morona Santiago en Ecuador debido a encontrarse en peligro de
extincion. Para lo cual, se realiz6 el manejo de los individuos en etapa larval
donde se evaluaron tres tipos de dietas D1: Spirulina, D2: Spirulina-Taraxacum
officinale y D3: Taraxacum officinale; fueron alimentados un total de 225
individuos en tres repeticiones para cada dieta, al finalizar su etapa larval se
midieron las variables longitud, peso y tiempo con relacién a cada dieta. Los
datos recolectados se analizaron con el método estadistico ANOVA y una
prueba bromatolégica para la comparacion de los valores nutricionales. Como
resultado se determind que la dieta mixta a base de Spirulina y Taraxacum
officinale es viable para el desarrollo de los renacuajos al presentar valores
relevantes de 7,77mm; peso 0,0459g y tiempo de 106 dias en la metamorfosis.
Del analisis de resultados se establecieron estrategias de conservacion:
experimentar con diferentes dietas vegetarianas para la determinacion del
alimento idoneo en el desarrollo en etapa larval y el manejo postmetamorfos
hasta adultos.

Palabras clave: Atelopus, Spirulina, Taraxacum officinale, dietas, conservacion.
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ABSTRACT

The amphibious community is of great importance in the ecosystem as an
environmental indicator, its morphological characteristics make it vulnerable to
anthropogenic and pathogenic factors causing death and therefore the population
decline of amphibians. Therefore, to mitigate extinction, ex situ conservation
programs are carried out. The present study aimed to obtain the greatest survival
of tadpoles in the laboratory of the species Atelopus sp. (spumarius complex)
considered endemic and emblematic of the Limon Indanza canton in the
province of Morona Santiago in Ecuador due to being in danger of extinction.
For which, the management of the larval stage individuals where three types of
diets D1: Spirulina, D2: Spirulina-Taraxacum officinale and D3: Taraxacum
officinale; a total of 225 individuals were fed in three repetitions for each diet, at
the end of their larval stage the variables length, weight and time were measured
in relation to each diet. The collected data were analyzed with the ANOVA
statistical method and a bromatological test for the comparison of nutritional
values. As a result, it was determined that the mixed diet based on Spirulina and
Taraxacum officinale is viable for the development of tadpoles by presenting
relevant values of 7.77mm; Weight 0.0459g and time of 106 days in the
metamorphosis. From the analysis of results, conservation strategies were
established: experimenting with different vegetarian diets for the determination
of the ideal food in larval stage development and postmetamorphic management
to adults.

Key words: Atelopus, Spirulina, Taracaxum officinale, diets, conservation.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La alteracion de los ecosistemas terrestres y acuaticos ha causado el declive de la
comunidad anfibia a nivel mundial (Blaustein y Wake, 1990; Houlahan, Findlay,
Schmidt, Meyer y Kuzmin, 2000; Stuart et al., 2004; UICN, 2019). Intervienen
factores antropicos generados por el ser humano, tales como: la expansion del
sector productivo primario (agricola y ganadero) ocasionando la reduccion de los
habitats; quema masiva de combustibles fésiles, deforestacion para el pastoreo de
ganado y el cambio climatico (Sierra, 1999; Bustamante, Ron y Coloma, 2005;
Gascon et al., 2007; Hayes, Falso, Gallipeau y Stice, 2010). Como consecuencia
la proliferacion de enfermedades (quitridiomicosis) que alteran el sistema
inmunoldgico de las especies produciendo su muerte (Longcore, Pessier y
Nichols, 1998; Fisher, Garner y Walker, 2009; Antwis, Preziosi, Harrison y
Garner, 2015; Adams et al., 2017).

Alrededor del 40% de anfibios estan catalogados como amenazados y en peligro
de extincién (UICN, 2019). En el Neotropico, el mayor declive se presenta en el
género Atelopus o Arlequin debido al &rea de distribucion y caracteristicas
morfoldgicas propias de las especies (La Marca et al., 2005), son catalogadas
como indicadores de calidad ambiental al ser susceptibles ante cambios nocivos
en el entorno (Calles, 2007). Ademas, la importancia en la cadena trofica al
mantener un equilibrio en el ecosistema evitando la sobrepoblacion de algas que
ocasionaria la contaminacion del agua, aumento de plagas al nutrirse de las
mismas y de igual forma son alimento de depredadores superiores (Campbell,
Lawrence y Reece, 2000; Oram, 2000).

En el cantén Limon Indanza, provincia de Morona Santiago del Ecuador habita la
rana Atelopus sp. (complejo spumarius) considerada endémica al encontrarse
naturalmente en el area (Merino, Pefia, Salazar y Proafio, 2006). Salazar-
Valenzuela (2007) y Pefa-Loyola (2007) manifestaron que la especie estaba en

peligro de extincion debido a la ampliacion de la troncal amazénica y actividades



mineras cerca de su habitat. Conocidas las amenazas fue necesario sustraer cierto
namero de individuos para realizar ensayos de reproduccién en condiciones de
laboratorio y posteriormente la reintroduccion (L. Coloma, comunicacion
personal, 11 de septiembre de 2019). Evidenciada la importancia de la especie el
Gobierno Municipal del cantdn Limoén Indanza dicta en Ordenanza Municipal con
registro oficial, 417 el 31 de marzo de 2011 como simbolo emblemético para el
canton, al igual que leyes para la restauracion del habitat y la conservacion ex situ

de la especie.

En este contexto, se manifiesta la importancia de realizar la conservacion de la
especie en condiciones de laboratorio, donde se valoran parametros
representativos como: humedad, pH, temperatura y dieta (Primack, Rozzi,
Feinsinger, Dirzo y Massardo, 2013; Amphibian Ark, 2019).
Soamiarimampionona et al. (2015) recalca la dieta como una variable significativa
en el desarrollo de renacuajos saludables para continuar con las etapas contiguas y
cuando las condiciones de su entorno sean adecuadas sean reintroducidas. Por lo
que, la presente investigacion se enmarca en la determinacién de un tipo de dieta
viable para el mejor desarrollo y supervivencia de renacuajos de la especie en

estudio.

Altig, Whiles, y Taylor (2007) mencionan que los renacuajos por su sistema
digestivo son herbivoros y poco tolerantes a la proteina animal. El estudio enfatiz6
en dietas netamente vegetarianas tanto procesada a base de Spirulina, un alga que
sirve como alimento por su alto contenido proteico (Belay, 2002; Ponce, 2013) y
natural a base de Taraxacum officinale hierba medicinal, por sus propiedades
curativas y alimento para los vertebrados (De la Torre et al., 2008). La mejor dieta
se determinard con la valoracion de variables de peso, tamafio y tiempo de

metamorfosis.

El estudio se enmarca en el Objetivo 3 del Plan Nacional de Desarrollo (2017 -
2021) que menciona “Garantizar los derechos de la naturaleza para las actuales

y futuras generaciones”, por lo que contribuye a la conservacion y proteccién de



la biodiversidad. Fortaleciendo los instrumentos de aplicacion para el manejo in
situ y ex situ de las especies silvestres (Secretaria Nacional de Planificacion y
Desarrollo, 2017). Tomando en cuenta esto y los resultados del suministro de
dietas se desarrollaran estrategias de conservacion ex situ de la especie que
contribuirdn en futuros ensayos para reducir la tasa de mortalidad de renacuajos

en laboratorio.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de dos dietas en el desarrollo de renacuajos de Atelopus sp.
(complejo spumarius) en laboratorio para generar estrategias de conservacion ex

situ en el manejo de la especie.

1.1.2 Obijetivos especificos

» Comparar el desarrollo de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo
spumarius) sometidos a las dietas de Spirulina y Taraxacum officinale.

» Comparar los valores nutricionales de las dietas con el desarrollo de los

renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius).

» Proponer estrategias de conservacion ex situ para la rana Atelopus sp.
(complejo spumarius).

1.2 Pregunta directriz de la investigacion o hipétesis

¢Cuales son los efectos de dos dietas (Spirulina — Taraxacum officinale) en el

desarrollo de los renacuajos de la rana Atelopus sp. (complejo spumarius)?



CAPITULO I
MARCO REFERENCIAL

2.2 Técnicas de conservacion

Existen diferentes técnicas de conservacion que se centran principalmente en la
restauracion de los ecosistemas por medio de programas de reforestacion con
especies nativas (Wells, y Brandon, 1993; Benito de Pando y Pefias de Giles,
2006; Dorado, y Arias, 2018). Estas técnicas pueden ser: creacioén de zonas de
conservacion o areas protegidas, que a mas de salvaguardar el material genético
de los territorios brindan servicios ecosistémicos a las poblaciones ubicadas en sus
alrededores, programas de educacién ambiental que trabajan principalmente con
las comunidades aledafias para dar a conocer la importancia de la conservacién
ambiental permitiendo el sostenimiento de los recursos naturales a través del
tiempo e inversion en investigacion para la conservacion ex situ de las especies
promoviendo su reproduccién (Koleff, Urquiza-Haas, y Contreras, 2012;
Balvanera, 2012; Aguiar, 2013;).

2.2.1 Conservacion ex situ

La conservacion ex situ es uno de los mecanismos mas utilizados dentro de
programa de conservacion de especies, sobre todo para la conservacion de
especies con alto riesgo de supervivencia debido a la alteracion de su entorno por
acciones antropicas; este mecanismo asegura el estudio y propagacion de la

diversidad biologica. (Navarrete, 2005).

La conservacion ex situ puede desarrollarse de manera independiente tanto para la
conservacion de la biodiversidad de flora a través del establecimiento de jardines
botanicos, orquidearios, bancos de semillas, plantaciones; asi como para el manejo
de fauna a través de zooldgicos, criaderos, acuarios, incluso bancos de semen
(Céceres, 2014).



Para establecer una adecuada estrategia de conservacién por manejo ex situ es
necesario establecer los mecanismos adecuados de evaluacion de las poblaciones
manejadas, el analisis de la capacidad de manejo ex situ que posee la institucion
investigadora y sobre todo evaluar los aciertos y desaciertos del manejo ex situ.
(Navarrete, 2005).

2.3 Conservacion de los anfibios

La disminucion de la poblacion anfibia incide en la transformacion del hébitat
natural ocasionando que estos vertebrados por sus peculiares caracteristicas
biolégicas se encuentren vulnerables a posibles patdgenos (Batrachochytrium
dendrobatidis), causantes de su repentina muerte, produciendo un desequilibrio en
el ecosistema (Pessier et al., 1999; Merino-Viteri, 2001; Stuart et al., 2004; Hayes
et al., 2010; Adams et al., 2017).

La conservacion de los anfibios juega un papel importante no solo para el
equilibrio de los ecosistemas, sino también en el campo agricola por su capacidad
de controlar plagas que afectan a los cultivos; asi también en el campo
farmacéutico y la biomedicina, debido a que su piel lisa genera componentes
quimicos capaces de combatir numerosas enfermedades y eliminar

microorganismos patogenos (Aguiar, 2013).

A nivel mundial, en los ultimos 20 afios cerca de 115 especies de anfibios han
desaparecido, la contaminacion de las fuentes de agua, el avance de la frontera
agricola, la introduccion de especies, la alteracion de los habitats naturales ha
provocado que hoy en dia mas del 42% de los anfibios se encuentren en peligro de
extincion, por lo que es necesario establecer estrategias que permitan su

conservacion (Céaceres, 2014).



2.3.1 Manejo en laboratorio de los anfibios

Existen entidades que se encargan de la conservacion ex situ de los anfibios en
lugares como zooldgicos, granjas, acuarios y laboratorios privados (Primack et al.,
2013). La Organizacion Amphibian Ark en conjunto con otros entes, como:
Amphibian Survival Alliance (ASA), la World Association of Zoos and
Aquariums (WAZA), y la IUCN SSC Conservation Breeding Specialist Group
(CBSG), se encargan de coordinar de las acciones de proteccion en todo el
mundo, y posteriormente tienen como fin regresarlas a su habitat natural, como lo
hacen Moore y Mendelson Il (2008) en su investigacion la Conservacion de
Anfibios y las posibles estrategias a optarse para su liberacion en el habitat
natural. Gillespie, Traher y Banks (2007) manifiestan que en Australasia se aplica
el Plan de Accion para los Anfibios ARAZPA. En Ecuador se conoce la Balsa de
los Sapos en la Politécnica Universidad Catdlica del Ecuador sede Quito, Centro
de Conservacién de Anfibios AMARU sede Cuenca y el Centro Jambatu de
Investigacion y Conservacion de Anfibios en el Valle de los Chillos; encargados

de preservar las diferentes especies en laboratorio.

Seleccion de la especie

La especie fue escogida debido a referencias manifestadas por el especialista del
Centro Jambatu de Investigacion y Conservacion de Anfibios, y fue confirmada
con informacion bibliografica. A continuacion, se detallan ciertas caracteristicas

propias de su familia, género y especie.

Pertenece a la familia Bufonidae distribuida en varios paises. Este grupo
taxondémico lo conforman aproximadamente de 580 especies, repartidas en 35
géneros, de los cuales Atelopus y Rhinella son los mas representativos con
alrededor de 70 especies cada uno (Ron et al., 2017). En el Ecuador, se encuentran
53 especies que se caracterizan por ser toxicas y de colores llamativos. Su tamafio
es reducido (las hembras son mas grandes que los machos), tienen rostro aguzado

y protuberante, extremidades cortas, dedos angostos que terminan en discos



expandidos y textura de su piel varia de lisa delgada hasta tuberculada angular
(Rueda et al., 2005).

Rueda et al. (2005) manifiestan que las caracteristicas de la especie, son las
siguientes: rana colorida muy venenosa, el macho adulto mide hasta 45 mm vy la
hembra 57 mm aproximadamente, dorso amarillo manchado de negro, flancos
negros enteros y vientre rojizo anaranjado con manchas redondeadas de color

negro. La taxonomia de la especie se muestra detallada en la Tabla 1:

Tabla 1. Taxonomia Atelopus sp. (complejo spumarius)

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Amphibia
Orden Anura
Familia Bufonidae
Género Atelopus
Especie sp. (complejo spumarius)

Fuente: Lotters et al. (2011).

Ciclo evolutivo

Las ranas manifiestan ciertas etapas de desarrollo hasta ser adulta, en este
segmento se detallaran datos sobre la biologia de la reproduccion, el
comportamiento y la biologia del desarrollo para una mejor comprension y

comparacion. (Aguiar, 2013).

e Reproduccion y eclosion de huevos
e Renacuajos

e Metamorfosis

Los anuros del género Atelopus presentan una reproduccion que comienza con el
cortejo de la hembra por medio de un canto estridente (Blandon-Marin, 2007), se
efectia el amphexus (abrazo nupcial) para aparearse, los huevos fecundan al
momento que salen de la cloaca, debido a que el macho se encuentra sobre la
hembra y el semen se esparce sobre los mismos (Sanabria, Quiroga y Acosta,

2007). El acto de apareamiento dura alrededor de 125 dias. Posteriormente, se
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presenta la postura de 200 — 300 huevos. Y se tardan un tiempo aproximado de 15
dias a nivel para transformarse en renacuajos (Armijos, 2014).

Se evalUa el desarrollo de los renacuajos, los cuales manifiestan un valor aparente
de 125 dias para la transformacién en rana, aunque dicho lapso de tiempo esta
ligado a las variables ambientales como la temperatura y los parametros de
calidad de agua, como se presenta en el estudio sobre “Disefio de una estrategia
técnica para la reintroduccion de Atelopus sp. (complejo spumarius) a su habitat
natural en cuatro cantones de Morona Santiago” (Armijos, 2014;

Soamiarimampionona et al., 2015).

Los renacuajos presentan un tamafio pequefio, cuerpo aplanado, una cola y un
color negruzco con manchas blanquecinas. Ademas, constan de un disco suctorial
en la parte posterior de la boca permitiéndoles adherirse a las rocas en las cuales
se alimentan de algas o material vegetal, sus branquias les permiten recoger el

oxigeno disuelto en el agua para liberarlo como diéxido de carbono (Oram, 2000).

En la etapa larvaria existe un cambio en la anatomia y habitos para llegar a la
adultez, ademas se considera como una evolucion equilibrada en la continuidad de
la vida (Tushman y Romanelli, 1985). El proceso de metamorfosis consta desde la
postura, eclosién, renacuajo y rana. Cabe mencionar que los renacuajos son

sensibles ante el cambio brusco del habitat acuatico a terrestre (Aguiar, 2013).

Indicadores de desarrollo en renacuajos

Segun Carmona-Osalde et al. (1996), Pelegrin et al. (2004), Matson et al. (2010),
Aguiar (2013), Soamiarimampionona et al. (2015), en las investigaciones
realizadas se manifiesta la importancia de varios factores como ambientales y
dietéticos que se involucran en el desarrollo de los renacuajos en laboratorio.
Estas condiciones son controladas con equipos sofisticados para lograr una mayor

supervivencia y salud de los individuos.



Factores ambientales y pardmetros de calidad del agua

Segun Odum y Zippel (2008) y Soamiarimampionona et al. (2015), consideran los

siguientes aspectos en el desarrollo de los renacuajos:

pH: La supervivencia de los individuos deberia mantenerse en condiciones
Optimas en un rango de 6.5 a 8, asi evitando problemas de salud de los
especimenes (Servin, 2011). Caso contrario al existir una variacién, se
produciria la desnaturalizacion de las proteinas y su muerte de los
individuos (Aznar, 2000).

Temperatura del agua: El valor del agua debe mantenerse en una
diferencia minima a la temperatura ambiente, ya que al encontrarse con
una baja temperatura perjudicara el crecimiento de los individuos
(Bradfield, 2010; Aguiar, 2013).

Oxigeno disuelto: Presente en el agua y su cantidad dependera de la
temperatura del agua y la presion atmosférica sin sobrepasar el 80%
(Servin, 2011), debe existir un equilibrio entre estos factores, ya que al
producirse una sobresaturacion del mismo conllevaria al perjuicio en el
desarrollo de los individuos, provocando una condicién denominada
“enfermedad de burbujas de gas”, que ocasiona eritema, hemorragia y

muerte (Aguiar, 2013).

Temperatura ambiente: Considerado el factor significativo en producir
alteraciones en la fisiologia de las especies poiquilotermos. Los anfibios al
ser ectotermos no proporcionan la cantidad necesaria de energia para sus
procesos biologicos, y que utilizan la ambiente para sus debidos
comportamientos en la exposicion solar o hibernacion. Ademaés, es
importante en el desarrollo de los renacuajos al reducir el tiempo que
necesitan para llegar hasta la metamorfosis, y actuando contrariamente se

retrasaria su crecimiento (Aguiar, 2013).



Dieta en renacuajos

La dieta en el desarrollo de los renacuajos tiene gran importancia para su
supervivencia. Aungue no existe una alimentacion especifica, por lo que se tiene
que recurrir a una nutricion con productos comerciales que estandarizan el valor
nutricional de los alimentos (Pelegrin et al., 2004). Al realizarse una inadecuada
nutricion de los renacuajos pueden causar problemas metabdlicos y de desarrollo,
por ejemplo, el sindrome de las piernas espigadas, produciendo la deformacion
permanente (Schad, 2008).

Para proporcionar el alimento se deben tomar consideraciones en su valor
nutricional, ya que el tejido vegetal es mas alto en carbohidratos y menos en
lipidos y proteinas que el tejido animal, cierto porcentaje de esta composicion en
la dieta puede influir en la funcion de la hormona tiroidea que afecta al
crecimiento y diferenciacion en su metamorfosis (Alvarez y Nicieza, 2002;

Pelegrin et al., 2004; Soamiarimampionona et al., 2015).

En distintos estudios se ha promovido la importancia de los indicadores antes
mencionados. Soamiarimampionona et al. (2015) realizaron un estudio sobre los
efectos de tres dietas en el desarrollo larvario de Mantidactylus betsileanus, donde
se obtuvo como resultado que, los renacuajos alimentados con hojas de mostaza
no presentaron un desarrollo significativo, a comparacién de los alimentados con
algas de espirulina y dieta de camardn, su peso y tamafio fueron significativos.
Carmona et al. (1996) realizaron un estudio enfocado en el porcentaje de proteina
adecuado para el desarrollo de los renacuajos de la Rana catesbeiana, teniendo
como resultado que aproximadamente el 45% de proteina es idéneo para su
evolucion. Segun Coloma (2016), los estudios en dietas para el género Atelopus es
minimo, en el Centro de Investigacién y Conservacién de Anfibios se efectian

varios ensayos con distintos insumos alimenticios.
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e Spirulina

Desde hace 500 afios esta alga se utiliza como alimento por los aztecas en México
y los kanenmbu en Africa, los habitantes procedian a recoger el material vegetal y
someterlo a un secado bajo los rayos solares. Por lo que, las personas que
consumian este producto se mantenian con buena salud y condicién fisica. Debido
a los valores que aporta en la nutricion. En el afio 1962 los tecnicos franceses y
belgas iniciaron con el cultivo de dicha alga y posteriormente a otros paises como
México donde realizaron un aprovechamiento industrial produciendo diferentes
productos a nivel de medicamentos, cosméticos, productos textiles, entre otros

(Cifuentes, Torres-Garcia y Frias, 1997).

Segun Ponce (2013), la Spirulina tiene varios beneficios como: antioxidante,
antiviral, protector contra el cancer, antitoxico al retener metales pesados y un
regulador de hiperglicemia e hiperlipidemia, debido a su fuente proteica, ademéas

de minerales y vitaminas.

Schad (2008) manifiesta que la Spirulina es un complemento dietético, obtenido a
partir de dos cianobacterias, tiene proteinas méas digeribles que la carne de vaca,
de ahi que es muy recomendada para combatir la malnutricion, este suplemento se
hizo muy popular, al ser utilizado por la NASA en la dieta de astronautas. En los
ultimos afios, muchos zooldgicos a nivel mundial, han utilizado Spirulina en la
alimentacion de anfibios en peligro de extincion, con la finalidad de aumentar sus
poblaciones, para ello alimentaron ranas con moscas de frutas que a su vez fueron
alimentadas con Spirulina y pigmentos carotenoides, de esta manera lograron
incrementar sus poblaciones, al disminuir la deficiencia alimentaria y aumentar su
reproduccion, ya que los nuevos renacuajos, alcanzaron facilmente la fase de

metamorfosis.

11



e Taraxacum officinale

Originaria de Grecia, se distribuye por todo el mundo. En el Ecuador es
considerada como una planta invasora se la encuentra en las ciudades y campos;
esto por su capacidad de adaptacion (Arango, 2006). Ademas, es utilizada como
medicina tradicional, se usan las hojas, raices, flores y frutos; la forma
recomendada para su ingesta es como: decoccidn, infusién, jugos y extractos

(Fonnegra y Jiménez, 2007).

Arango (2006) menciona que el extracto de Taraxacum officinale facilita la
liberacion de jugos digestivos, la correcta eliminacion de liquidos que mejoran el
metabolismo de los anfibios en laboratorio, permite aprovechar los nutrientes de
los alimentos ingeridos, disminuyendo el desgaste energético y facilitando en

algunas especies como las ranas el proceso de metamorfosis.

Para la obtencion de extractos de Taraxacum officinale es necesario seleccionar
adecuadamente las hojas y el tallo; el polvo del tallo, debe ser filtrado
previamente, en filtro de 0.45 um, una vez que se filtre el polvo del tallo, se debe
disolver en agua estéril a una concentracion de 40 mg/mL y conservarlos en la
oscuridad (Anderson, 2009).

Nutrientes

Segin Aguiar (2013) en su estudio sobre la “Influencia de la dieta y la
temperatura en el crecimiento de renacuajos durante los estadios 21, 22, 23, 26,
32, 38 y en estadio juvenil de la rana Ceratophrys stolzmanni en laboratorio”,
manifiesta que el nivel de nutrientes en el alimento que se suministra a los
anfibios en laboratorio, se relaciona directamente en el desarrollo de los mismos,
ya que al proporcionar cantidades demasiado bajas o altas influenciaran en la
salud de la especie. Varela (2003) y Bautista (2007) recalcan la importancia de
los contenidos nutricionales de las dietas a suministrarse en los especimenes, tales

como:
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Proteinas: La concentracion de proteinas constituye el mayor porcentaje en las
células del cuerpo animal, sus actividades involucran como: anticuerpos,
coagulacién sanguinea y coopera en el sistema de transporte activo. Estos se
producen en porcentajes proporcionados por los mismos, aungque no se considera

suficiente para las sintesis en su organismo, por lo que son suministrados.

Carbohidratos: Compuesto de azlcar y almidon, proporciona energia, aunque
ocasiona una afeccion en el tracto gastrointestinal, ya que varias especies no

toleran su alto contenido en la dieta.

Minerales: Existen varios grupos de minerales que cumplen funciones especificas
en el organismo. En los animales no presenta un porcentaje considerable, y sus
niveles se requieren en funcion a su sexo, edad, especie, condicion reproductiva y

productora.

2.3.2 Bioensayo

Aguiar (2013) menciona que el bioensayo (experimento cientifico), que indaga los
efectos que tienen el suministro de una sustancia, en un organismo Vvivo este tipo
de experimentos en anfibios es utilizado comunmente para incrementar el nimero
de individuos de una determinada especie, facilitando la conservacion ex situ de

las especies.

2.3.3. Férmula alimenticia enriquecida para criar renacuajos en laboratorio

Arango (2006) después de varios ensayos, con diferentes procedimientos
alimenticios para criar renacuajos en cautiverio, menciona que la mezcla de fito
nutrientes, minerales y vitaminas crea una férmula id6nea, que imita las
condiciones naturales, de alimentacion de los renacuajos, por lo que su
supervivencia aumenta, facilitando la experimentacion y comparacion entre

individuos.
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2.4 Marco legal

La investigacion realizada se enmarca en la conservacion de la biodiversidad. Por
lo que, para su ejecucion se cumplio con la normativa vigente, en sus articulos

mencionan la importancia de salvaguardar la integridad de la naturaleza.

2.4.1 Constitucion de la Republica del Ecuador

Toda entidad publica o privada y personas naturales o juridicas, para la realizacién
de investigaciones con fines ambientales, se deben regir a las bases legales
suscritas en la Constitucion de la Republica del Ecuador (2008). La misma que
presenta articulos que reconocen los derechos ambientales, que procuran la
existencia de un ambiente sano y equilibrado, entre el hombre y la naturaleza. Por
lo que, se recalcan los siguientes articulos relacionados con la conservacion de la

fauna silvestre:

Art. 14.- La poblacidn tiene el derecho a vivir en un ambiente sano y equilibrado,
garantizando la sostenibilidad y el buen vivir. Por ende, se manifiesta de interés

publico la conservacién, prevencion, preservacion y recuperacion de la biota.

Art. 73.- El Estado dictara medidas de precaucion y sancion para aquellas
actividades que ocasionen la pérdida de ecosistemas, alteracion de ciclos
naturales, que provocaria la extincion de la especie. La introduccion de
organismos exoticos y material organico e inorganico, esta prohibido debido a que

pueden alterar de manera permanente el patrimonio genético nacional.

Art. 397.- El Estado tiene la indole de subsidiar de manera inmediata ante un
riesgo ambiental, y con ello, restaurar los ecosistemas y garantizar la salud de la
poblacién. Por ende, emitira las respectivas sanciones al operador de la actividad,

que se enmarcan en la reparacion integral del area afectada.

14



Art. 414.- El Estado ejecutara las medidas pertinentes que promuevan la
mitigacion del cambio climético, entre estas, reduccion de emisiones de gases, la
deforestacion y la contaminacion. Ademas, de medidas para la preservacion de los

ecosistemas.

2.4.2 Convenio sobre la Diversidad Biologica

La investigacion realizada se enlaza con tratados internacionales en pro de la
biodiversidad. Por lo que, se hace referencia el Convenio sobre la Diversidad
Bioldgica (1992), que tiene por objetivos la conservacion, uso sostenible de los
recursos genéticos y reduccion del impacto en el entorno. Con esto, se promueve

el desarrollo de préacticas adecuadas para evitar el desequilibrio en la naturaleza.

Art. 9.- Se promoveran medidas para la conservacion ex situ, de preferencia en el
pais de origen, manteniendo las instalaciones para las debidas investigaciones,
recuperacion y rehabilitacion de las especies amenazadas. Ademas, tiene la indole

de cooperar financieramente para la conservacion ex situ.

Art. 10.- Se encargara de adoptar medidas para la utilizacion sostenible de los
componentes de la diversidad bioldgica. Alentard en la utilizacion de préacticas
tradiciones en pro de la conservacion y fomentara la participacion entre entidades
gubernamentales y privadas, para la elaboracion de métodos para el desarrollo

sostenible de los recursos.

2.4.3 Cdbdigo Organico del Ambiente

Con el fin de garantizar los derechos de la naturaleza, el presente Cddigo
Organico del Ambiente (2017), dispone de manera obligatoria el cumplimiento de
las leyes suscritas en dicho codigo. Asi, se pretende asegurar la conservacion,
preservacion, sostenibilidad y restauracion del ambiente. La investigacion

ejecutada se enmarcd en los siguientes articulos:
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Art. 64.- La conservacion ex situ promovera el aprovechamiento sostenible, la
preservacion, proteccion y estabilidad de las especies silvestres. Con ello, se
fomentara la investigacion para el desarrollo cientifico y biotecnoldgico, y la
educacion ambiental para el cuidado de las especies. La Autoridad Ambiental
Nacional se encargard de evaluar el progreso de las actividades de forma
periddica.

Art. 65.- Las especies objeto de conservacion ex situ, son las catalogadas como en
peligro de extincion por la reduccion de su poblacion, a causa de la destruccion de
su habitat u otros factores antropicos. Ademas, de las especies que presenten
importancia de indole cientifica, alimenticia, medicinal, econémica y la que la
AAN determine prudente para su conservacion.

Art. 66.- Para la conservacion y manejo de las especies existen diferentes medios,
tales como: acuarios, zooldgicos, centros de cria y reproduccion sostenible,

viveros y otros determinados por la AAN.

2.4.4 La Ordenanza Municipal para declarar a Atelopus sp. (complejo
spumarius) como especie emblematica del canton Limoén Indanza y proteger

sus poblaciones remanentes y habitat (2011)
El estudio realizado se enmarcd en las politicas dispuestas en la ordenanza
mencionada, la misma que tiene como finalidad la proteccion y conservacion de la

especie. Donde se estipula:

Art. 1.- Conservacion de la poblacion de la especie amenazada, que se encuentra

distribuida en la jurisdiccién territorial del cantén Limén Indanza.

Art. 2.- Se procurara la proteccion de la especie, conservacion de la diversidad

bioldgica y regulacion de la explotacion minera en la quebrada del rio Napinaza.
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Art. 3.- Las politicas municipales suscritas, tienen como fin la proteccion de la
especie en conjunto con la poblacién para generar mayor conciencia en su

conservacion.

Art. 4y 5.- Se declara a la especie como emblematica y su imagen oficialmente se
incorpora en la lista de simbolos civicos de la Municipalidad de Limén Indanza.

Art. 6.- La colecta de individuos de la especie Atelopus sp., debera contar con los

permisos legales segiin normativa vigente.
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CAPITULO 111
METODOLOGIA

Se presenta la metodologia utilizada para el desarrollo de los objetivos de

investigacion.

3.1 Habitat natural de la especie Atelopus sp. (complejo spumarius)

Se encuentra distribuida en la quebrada del rio Napinaza, entre las parroquias
Yunganza y General Leonidas Plaza Gutiérrez, canton Limén Indanza, provincia
de Morona Santiago (Figura 1). Su ubicacién 2,93664° sur y 78,41605° oeste, y
altitud aproximadamente de 850-1520 m.s.n.m. Su ecosistema se referencia a un
Bosque Siempreverde Piemontano de las estribaciones de la Cordillera Oriental de
los Andes (Palacios et al., 1999; Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2012). La
precipitacion promedio anual esta entre 1500-2500 mm y la temperatura promedio
anual varia entre 16-22 °C (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia,
2018).

MAPA DE UBICACION GEOGRAFICA DEL HABITAT
NATURAL DE LA ESPECIE EN ESTUDIO
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Figura 1. Mapa de ubicacidon del habitat natural de la especie Atelopus sp. (complejo spumarius).
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General Leonidas Plaza Gutiérrez es cabecera cantonal del canton Limén Indanza.
Limita al norte con la parroquia Yunganza, al sur con el cantén San Juan Bosco, la
parroquia Indanza y la parroguia San Antonio; al este con la parroquia Sta. Susana
de Chiviaza, y al oeste con la provincia de Azuay. Tiene una superficie de 286,7
km?. Se encuentra a una altitud de 850-3700 m.s.n.m.; consta de una poblacién
total de 3981 habitantes (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2010;

Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal Limon Indanza, 2015).

Yunganza esta situada en la parte central del cantén Limdn Indanza. Limita al
norte con el canton Santiago, al sur con la parroquia General Leonidas Plaza
Gutiérrez; al este con la parroquia Sta. Susana de Chiviaza y al oeste con el cantén
El Pan. Tiene una superficie de 256,5 km?. Se encuentra a una altitud de 600-3600
m.s.n.m.; consta de una poblacion de 1240 habitantes (INEC, 2010; Gobierno
Auténomo Descentralizado Parroquial Rural Yunganza, 2015).

3.2 Area de experimentacion para la conservacion ex situ de la especie

La investigacion se efectud en el laboratorio experimental del Centro Jambatu de
Investigacion y Conservacion de Anfibios, situado en la region Norte del Ecuador
en la Provincia de Pichincha, Canton Rumifiahui, Parroquia San Rafael (Figura 11
en anexos). El laboratorio consta de infraestructuras adecuadas para las diferentes
etapas desde el apareamiento hasta adulto, cada una de sus areas cuenta con
equipos necesarios en el cuido de los anfibios. Existe un sistema abierto y
automatizado de agua, es decir, suministra la entrada y salida de agua a los
terrarios, es previamente tratada desde su ingreso por una cisterna especial que
reduce el indice de quimicos y un sistema de filtros que eliminan la mayor
cantidad de cloro en el agua; el sistema de aire estd compuesto por un compresor
que libera aire a presion y se distribuye por las mangueras hasta los contenedores,
esto se realiza para mantener el nivel de oxigeno disuelto que necesitan para su

desarrollo.
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3.3 Meétodos

El ensayo se realizO en tres etapas que fueron necesarias para alcanzar los

objetivos propuestos en la investigacion.

3.3.1 Comparacion del desarrollo de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo

spumarius) sometidos a las dietas de Spirulina y Taraxacum officinale

A continuacion, se detallan cada uno de los métodos, insumos y materiales que
fueron utilizados en el desarrollo de la investigacion, asi cumpliendo con el primer

objetivo propuesto:

Adecuar el area de crecimiento de los individuos en estadio larval

Se adquirieron nueve recipientes plasticos PP5 numero 8 de diez litros que,
debido a su caracteristico olor y presencia de particulas de polipropileno, fue
necesario aplicar un tratamiento que elimind las impurezas contenidas en los
mismos, los recipientes fueron llenados con agua y puestos a reposar por 3 dias al
sol. Al terminar el tratamiento se elaboré orificios que fueron sellados con silicona
y una tela fina porosa, esto fue necesario para mantener la filtracion continua del
agua que evito el desfogue al activarse el sistema de aspersion. El proceso se
efectud con la finalidad de reducir el mantenimiento total del contenedor ya que la
continua manipulacién de los individuos puede provocar estrés ocasionando la
muerte (Notas de laboratorio de Centro Jambatu y Wikiri de Patricio Vargas,
2017). Posteriormente, se realizo la instalacion de los sistemas de aspersion y
aireacion (Figura 2), procediendo con lo siguiente:

1) El sistema de aspersion constd de la instalacion de nueve aspersores en el
conducto principal del agua, estos se distribuyeron en cada uno de los
contenedores. Para su funcionamiento se procedio a regular el equipo de

control de riego GASCOM que se activo tres veces al dia con una duracién de
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diez minutos. Este proceso se efectud para mantener la calidad del agua para

los individuos.

2) El sistema de aireacion constd de la instalacion del equipo de aire marca
JAD, se conectaron dos mangueras principales con reguladores de aire en sus
extremos con varios orificios donde se colocaron nueve mangueras de 50 cm
de largo, en uno de sus extremos se sujetod una roca que mantuvo la manguera

dentro del contenedor.

Figura 2. Area de crecimiento conformado por los sistemas de aspersion y aireacion.

Seleccionar los individuos para el ensayo

Con las instalaciones adecuadas, se procedi6 a la verificacion del estadio idoneo
en el cual los renacuajos poseen la capacidad de alimentarse (Gosner, 1960).
Presentando el estadio se procedi6 a llenar los contenedores con 3 litros de agua
del terrario donde eclosionaron los renacuajos. Se recolectdé 225 renacuajos que
fueron distribuidos 25 individuos por 3 repeticiones (Figura 3) (Martins, do Mar
Oom, Rebelo y Rosa, 2013).

o
Figura 3. Area de crecimiento conformado por los sistemas de aspersion y aireacion.
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Determinar la cantidad de alimento

La cantidad de alimento proporcionado fue de acuerdo al peso del renacuajo, fue
determinado con el promedio del peso de n individuos, resultando 0,0025g.
Relacionando la cantidad de alimento igual a 4 veces el peso del individuo. En el
transcurso del crecimiento de los individuos fueron alimentados 3 veces por
semana una vez al dia hasta terminar el ensayo. Con la descripcion citada se

obtuvieron las cantidades de cada una de las dietas:

D1: Spirulina al 100%. Se us6 un peso de 0,25 g.

D2: Spirulina 50% y T. officinale 50%. Se us6 un peso de 0,125gy 1,125 ml
de pasta de T. officinale.

D3: T. officinale 100%. Se usé un volumen de 2,5 ml de pasta de T.

officinale.

Elaborar pasta de alimento

Para la obtencion de cada una de las pastas se realizé lo siguiente:

1) T. officinale: se clasifico las hojas con mejor estado de salud para el uso
respectivo en el ensayo. Posteriormente, fueron lavadas para eliminar
impurezas; con un vaso de precipitacion se midié un volumen de 2000ml de
agua que se vertio en una olla de acero y fue colocada al fuego, cuando el
agua alcanzé su punto de ebullicion se afiadieron las hojas para su coccion
con un tiempo de 12 minutos para no perder sus componentes nutricionales,
al terminar la coccidon fueron retiradas del fuego y puestas a enfriar a
temperatura ambiente. Luego se pesaron las hojas cocidas en la balanza
analitica de precision donde se expreso el peso exacto para su uso, siendo de
50g; se midi6 un volumen de 100ml de agua, que fueron colocados en una

licuadora para su trituracion hasta que se consiguio una solucion homogeénea.
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La figura 4 muestra la pasta obtenida después del proceso descrito anteriormente

para el T. officinale.

.

't

Figura 4. Elaboracidn pasta de T. officinale.

2) Spirulina: se consiguio con el pesaje del polvo procesado de Spirulina en
la balanza analitica de precision, en un mortero se mezcl6 el polvo con 2ml de
agua. EI mismo proceso se cumplié para la mezcla de Spirulina y T.

officinale que por ende es la mitad de cada una de las dietas.

Alimentar al renacuajo con pasta

La forma para su alimentacion constd de untar la solucion homogénea en rocas, se
dejo secar al sol hasta que se evapord el agua de la mezcla y finalmente se
sumergieron las rocas en cada uno de los contenedores, todo proceso fue con la
debida asepsia evitando la proliferacion del hongo quitridio (Figura 5) (Martins et
al., 2013).

Figura 5. Proceso de alimentacion de los individuos.
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Mantenimiento de los contenedores

Segun las Notas del Laboratorio del Centro Jambatu y Wikiri de Patricio Vargas
(2017) se tuvo que realizar el mantenimiento de los contenedores una vez al dia
cuando se alimenta, y al cabo de tres semanas se debid retirar el contenedor y los
materiales de alimentacién para mantenimiento total, asi se evitd la propagacion

de hongos causantes de la muerte de los individuos.
Obtencion de datos de los parametros fisicoquimicos del agua
Soamiarimampionona et al. (2015), involucra los parametros del agua y

condiciones ambientales en el desarrollo de los renacuajos. Por lo que, en el

estudio se realiz6 el registro de diferentes parametros (Figura 6), tales como:

pH estuvo en el rango de 6,5 a 8,5 considerado 6ptimo para la supervivencia
de los anfibios en estanques (Servin, 2011).

e Oxigeno disuelto (OD) mantuvo valores entre 80% a 87%. Segun, Servin
(2011) el rango es del 80%. El porcentaje dependio de la temperatura del

agua y la presion atmosférica.

e Temperatura del agua (T°C) estuvo entre 18°C a 20,8°C. EIl valor del agua
debi6 mantenerse en una diferencia minima a la temperatura ambiente
(Bradfield, 2010; Aguiar, 2013).

e Temperatura laboratorio (T°C) sus valores fueron entre 19°C a 24°C.
Considerado factor significativo para el ciclo de los anfibios (Aguiar, 2013).

Se controlo con el calefactor de ceramica de torre NAKOMSA.
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Figura 6. Obtencién de datos de los parametros fisico quimicos del agua.

Medicion y pesaje de los individuos

Segun investigaciones de Aguiar (2013), Arbelaez y Vega (2014) vy

Soamiarimampionona et al. (2015) se consideraron las siguientes variables:

e Peso (g): es el valor de la biomasa del individuo, se determind con la
balanza de precision.

e Tamafio (mm): es la longitud de los individuos, para su medicion se
utilizo el calibrador.

e Tiempo (dias): es el transcurso que tardd en la transformacion de

renacuajo a rana.

Los valores fueron registrados cuando los individuos finalizaron su etapa larvaria,
ya que son delicados y al estar continuamente manipulados el riesgo de

mortalidad es mayor.

Analisis cuantitativo de los datos recopilados
Se aplico el disefio experimental completamente al azar apropiado para
experimentos en laboratorio donde se emple6 unidades experimentales

homogéneas que permitieron disminuir el error experimental en el ensayo

(Aguirre y Vizcaino, 2009). Para el estudio se aplico 3 dietas con 3 repeticiones
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cada una reduciendo el error en los resultados. Con datos de laboratorio, se
procedié al analisis de variables:

e Variables analizadas

Dependientes: Peso, longitud y tiempo de metamorfosis

Independientes: Dietas

Se aplico el andlisis estadistico ANOVA, prueba de Duncan para determinar la
significancia entre dietas y diagrama de cajas, estos metodos estadisticos
establecieron los valores medios entre las variables dependientes e independiente.
Se realizd una comparativa entre cada una de los resultados. Las pruebas se

obtuvieron con el Programa estadistico InfoStat version 2016.

3.3.2 Comparacion de los valores nutricionales de las dietas con el desarrollo

de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius)

La comparacion de los valores nutricionales de las dietas consider6 la relacion
entre los contenidos nutricionales y la cantidad de alimento suministrado en la
etapa de renacuajos (Aguiar, 2013) (Figura 12 en Anexos). Para la determinacion
de los componentes nutricionales se realizO una prueba bromatoldgica en el
laboratorio de la Universidad Técnica del Norte, se aplicaron los siguientes
métodos de analisis (AOAC, 2005):

Humedad (AOAC 925.10)

El procedimiento para la obtencion de la humedad consistié en un duplicado de la
muestra con 2g aproximadamente, si es necesario se homogeniza la muestra, se
sello y peso correctamente, realizado el pesaje se procedio a secar en la estufa a
130°C por una hora. Finalizado el tiempo de espera la muestra se transfirio a un
desecador, donde es destapada y al llegar a temperatura ambiente nuevamente se

sell6 para su pesaje.
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La expresion porcentual se calculé con la siguiente formula:

% Humedad =Mb-Ma* 100/ M
Donde:
Mb = masa de la c&psula y la muestra seca en gramos.
Ma = masa de la capsula en gramos.

M = masa de la capsula mas la muestra antes del secado en gramos.

Cenizas (AOAC 923.03)

Un residuo organico que resulta al final del proceso de quemar materia organica.
El porcentaje de cenizas demostrd el contenido de minerales que consta el
alimento. El procedimiento fue por el método gravimétrico, consto del pesaje de
aproximadamente 5g de la muestra en una cépsula, debié estar previamente
carbonizada por una hora en mufla a 550 °C, se dejo enfriar en el mismo lugar

para su posterior pesaje.

La férmula para el célculo en porcentaje fue:

% Cenizas=C3-C1/C2-C1*100
Donde:
C1 = masa de la capsula en gramos.
C2 = masa de la capsula con la muestra en gramos.

C3 = masa de la capsula con las cenizas en gramos.
Proteina Total (AOAC 920.87)
Las proteinas que se encuentran en los alimentos son una compleja combinacion
de aminoéacidos. Para la obtencion del valor se realizé el método de Kjeldahl, el

cual mide la cantidad de nitrogeno en una muestra. EI proceso constd de tres

etapas:
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1.- Etapa de digestion: el nitrégeno fue descomposicidn, se utiliz6 una solucion
de &cido sulfarico concentrado en presencia de un catalizador y en ebullicion se

convirtioé en ion amonio o sulfato de amonio.

2.- Etapa de destilacion: la muestra resultante de la primera etapa fue
alcalinizada desprendiendo el nitrogeno en forma de amoniaco, se recogio en una

cantidad conocida de solucién de acido bérico.

3.- Etapa de valoracion: por medio de una volumetria &cido-base se realizo la
cuantificacion del nitrégeno amoniacal, ademas se empled acido clorhidrico o
sulfurico y una disolucién alcohdlica que fue el indicador, fue una mezcla a base
de rojo de metilo y azul de metileno. Por lo tanto, los equivalentes de &cido

consumidos correspondieron a los equivalentes de amoniaco destilados.

La formula para el porcentaje de proteinas fue:

% Proteinas = P2/ P0 * 100 * F
Donde:
P2 = Nitrogeno
PO = Peso de la muestra

F = Factor proteinico
Grasa (AOAC 920.85)
Para obtener el valor graso de las muestras se utilizé el método de extraccion
Soxhlet, el cual permiti6 la separacion sélido-liquido. Este proceso de extraccion

se realizé con la aplicacion de éter por varias horas, luego se evaporo dejando un

residuo aceitoso que posteriormente fue pesado.

La formula que determino el porcentaje de extracto etéreo es:

% Grasa=m2—m1*100/ M
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Donde:
m1 = masa del matraz de fondo redondo vacio en gramos.
m2 = masa del matraz de fondo redondo con grasa en gramos.

M = peso de la muestra en gramos.

Fibra Total (AOAC 978.10)

Considerado importante, ya que tiene como funcién primordial hincharse cuando
se absorbe agua y de esta manera aumenta el volumen en materia fecal, facilitando
la evacuacion intestinal. Para la obtencion de sus valores se realiz6 el método

Fibertest, que constd del siguiente procedimiento:

Se realizo el pesaje de aproximadamente 0,59 de muestra, se colocé las muestras
dentro del Fibertest y se afiadié agua caliente. Se agregd el acido sulfarico y en el
punto de ebullicion se debid esperar 30 min, se elimind el acido con la bomba
lavando con agua destilada caliente, se agregé Hidroxido de sodio por 30 min, se
elimind vy retird del equipo, se colocd en la estufa por aproximadamente 12 horas.

Luego, se retir6 para su enfriamiento a temperatura ambiente y nuevamente pesar.

La formula que determin0 el porcentaje de fibra es la siguiente:

% Fibra=PS -PC * 100/ PM
Donde:
PS = Peso seco
PC = Peso incinerado

PM = Peso de la muestra

Analisis y aplicacion de expresiones en contenido de humedad

Los resultados obtenidos del analisis bromatologico de las dietas demostraron
que, ciertos parametros de la muestra fueron expresados en base seca de materia.

Por lo que, fue necesario la aplicacién de expresiones que transformaron los
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parametros de base seca en base himeda, ademas se tuvo que recalcular el
porcentaje de carbohidratos totales. Con los resultados finales se realiz6 una
sumatoria total de los pardmetros obteniendo el 100% en cada una de las dietas
(Tabla 5).

3.3.3 Propuestas de estrategias para la conservacion ex situ de la rana

Atelopus sp. (complejo spumarius)

Como resultado del andlisis de los objetivos anteriores, se determind el factor
dieta es de vital importancia para el desarrollo de los renacuajos ya que al tener un
peso y tamafio adecuado tienen mayor probabilidad de supervivencia. Finalmente,
evidenciado los problemas en el ensayo se proponen estrategias de conservacion
ex situ que promoveran la supervivencia de la rana y pueda ser reintroducida a su

habitat natural cuando las condiciones ambientales sean apropiadas.

3.4 Materiales y equipos

Tabla 2. Insumos necesarios para el ensayo

Instrumentos Equipo Materias Primas

2 balanzas de precision de

Mandil

Estructuras metalicas

Tinas plésticas 10

Sistema de riego
Guantes
Mortero

Envases plasticos
Tamices

Pera de succién

Rocas de grava sélida
Cucharas pléasticas
Material para registro de
datos
Esferogréficos

0.0001 gr.y 0.1 gr

Termo-higrometro

Calentador de ceramica de
torre NAKOMSA
Computadora

Equipo de control de riego
GASCOM
pHmetro HANNA
Camara fotogréafica
Fibertest
Soxtest
Estufa
Mufla

225 renacuajos

Spirulina

Hojas Taraxacum
officinale
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3.5 Consideraciones bioéticas

La investigacion cumplié con los principios de la bioética (beneficencia,
precaucion, responsabilidad, justicia y autonomia). Ya que la institucion donde se
realiz6 el estudio tiene como mision la investigacion y ejecucion del Plan
Estratégico para la conservacion de anfibios. Ademas, procura la participacion de
los conservacionistas, educadores, cientificos y comunidad en la lucha de la

mitigacion y prevencion en el declive de los anfibios, entre otros.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo presenta los resultados del ensayo a través de tres etapas, en la
primera etapa se evidencia la influencia de la dieta en el desarrollo de los
renacuajos; la segunda etapa recalca la importancia de los componentes nutritivos
en el desarrollo de los individuos y tercera etapa se proponen estrategias de

conservacion ex situ de la especie en estudio.

4.1 Comparacion del desarrollo de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo

spumarius) sometidos a las dietas de Spirulina y Taraxacum officinale

La Tabla 3 representa el resumen de los resultados promedio obtenidos de los
datos recolectados de longitud cabeza-cloaca, peso y tiempo total en laboratorio,
expresados en las tablas 8, 9, 10, 11 y 12 (en anexos) para las dietas D1: Spirulina
100%, D2: Spirulina 50% - T. officinale 50% y D3: T. officinale 100%.

Tabla 3. Resultados promedio dietas

Variables Long Cabeza-Cloaca Peso Tiempo Promedio
mm dias
Dieta (mm) (@) (dias)
Spirulina 6,82 0,0292 118
Spirulina -T. officinale 1,77 0,0459 106
T. officinale 6,71 0,0279 111

En la tabla 3 se presentan los resultados promedio de cada una de las variables
longitud cabeza-cloaca con valores de 6,82; 7,77 y 6,71 mm para las dietas D1,
D2 y D3 respectivamente, siendo de mayor relevancia el promedio de la dieta D2.
De los promedios de peso se observan valores de 0,0292; 0,0459 y 0,0279 g en las
dietas D1, D2 y D3 respectivamente, donde se evidencia que el promedio de la
dieta D2 es la méas relevante. De los promedios obtenidos del periodo de
metamorfosis del estadio larval a rana 118, 106 y 111 dias para las dietas D1, D2

y D3 correspondientemente, de mayor relevancia el promedio de la dieta D2.
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Las variables longitud y peso son factores determinantes en la supervivencia de la
especie en condiciones de laboratorio. En la dieta D2 se obtuvieron valores
relevantes de 7,77 mm en longitud y 0,0459 en peso con el menor tiempo de
metamorfosis. Equiparando en estudios de la especie Atelopus zeteki y Atelopus
spurrelli pertenecientes al mismo género proporcionan valores promedio de 6-8
mm de longitud y peso de 0,0465g postmetamorfos (Lindquist y Hetherington,
1998; Bolivar, Burbano, y Garcia, 2014; Martins et al., 2013). Por lo tanto, se
evidencia que los individuos estan en un rango adecuado en referencia a los
valores determinados, ya que al existir menor tamafio y peso o viceversa los
individuos estan destinados a morir por desnutricion u obesidad. Determinando
que la dieta mixta proporciono nutrientes equilibrados y por ende es viable para la

supervivencia y desarrollo de renacuajos.
El tiempo de metamorfosis de la especie fue de 106 dias para la dieta Spirulina-T.

officinale, Armijos (2014) obtuvo un rango promedio de 120 dias de

metamorfosis. Determinando un rango aceptable en el proceso de la etapa larval.

PROMEDIO LONGITUD - TIEMPO ENTRE DIETAS
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Figura 7. Promedio de longitud y tiempo entre los diferentes tipos de dietas.

La figura 7 representa graficamente los datos obtenidos de longitud y tiempo,
siendo la dieta D2 maés representativa con el mayor tamafio en el menor tiempo de

metamorfosis.
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PROMEDIO PESO - TIEMPO ENTRE DIETAS
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Figura 8. Promedio de peso y tiempo entre los diferentes tipos de dietas.

La figura 8 representa graficamente los datos obtenidos de peso y tiempo, siendo
la dieta D2 la mas representativa con el mayor peso en el menor tiempo de

metamorfosis.

Soamiarimampionona et al. (2015) en su estudio con la especie Mantidactylus
betsileanus alimentada con dietas vegetarianas individuales de hojas de mostaza y
espirulina resulté menos eficiente que una dieta combinada que presenta una
mayor supervivencia, mas rapido crecimiento y mayor tamafio en la
metamorfosis. Al igual que, en el estudio se evidencid que las dietas individuales
de Spirulina y T. officinale fueron menos nutritivas para el desarrollo y
supervivencia de los renacuajos, aunque la dieta mixta de Spirulina-T. officinale
reporté caracteristicas similares al estudio. Demostrando que las dietas

combinadas son viables para el desarrollo de los individuos.

Camperio et al. (2018) ensayando con Atelopus spp. determina que las dietas
combinadas son viables para el desarrollo de este género. Lo descrito coincide con
los resultados obtenidos en la figura 7 y 8 de la investigacién que evidencian una
mayor longitud y peso en menor tiempo para la dieta D2, aceptando las dietas

mixtas en la etapa larval.
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4.2 Comparacion de los valores nutricionales de las dietas con el desarrollo
de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius)

De acuerdo a las Tablas 8, 9 y 10 (en anexos) correspondientes a los datos
obtenidos en laboratorio. La figura 9 representa la relacion entre longitud cabeza-
cloaca con cada una de las dietas en sus tres repeticiones y el promedio general

entre todas las dietas.
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Figura 9. Diagrama de cajas de relacion entre longitud cabeza-cloaca y dietas.

En la figura 9 se evidencia que los valores de la variable longitud estan mas
concentrados en la dieta D1, sin embargo, el valor de la media no supera la
longitud promedio de todos los individuos; menos del 25% de renacuajos
prevalecen del promedio. Al igual que la dieta anterior se pueden observar datos
similares para la dieta D3. Mientras que, la mayor dispersion de datos se produce
en la dieta D2, pero con valores de longitud altos y mas del 75% de individuos
supera el promedio de longitud entre todas las dietas. Esta evaluacion indica que
la dieta D2 otorgd mayor tamario al finalizar su etapa larvaria.
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En la figura 10 se observa que los valores de la variable peso estdn mas
concentrados en la dieta D1, sin embargo, analizando el valor del peso promedio
de todos los individuos casi ninguno de los renacuajos supera el promedio. Al
igual que la dieta anterior se pudo constatar datos similares para la dieta D3 con
datos concentrados y menos del 25% han superado el valor promedio en peso de
todos los individuos. Mientras que, la mayor dispersion de datos se produce en la
dieta D2 con los pesos mas altos y mas del 75% de individuos superan el
promedio en peso entre todas las dietas. De esta evaluacion se pudo determinar

que la dieta D2 otorg6 un mayor peso al finalizar su etapa larval.
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Figura 10. Diagrama de cajas en relacion peso y dietas.

La tabla 4 presenta la probabilidad de supervivencia P(S) de las dietas de D1, D2
y D3 de 45,33%; 61,33% Yy 66,67% respectivamente. Equiparando los valores de
supervivencia obtenidos con las figuras 9 y 10, se reafirma que la dieta D2 es méas
significativa, ya que obtuvo un nivel de supervivencia mayor al 50% y los valores
mas altos en las variables peso y longitud. Se puede notar un nivel de
supervivencia de la dieta D3 mayor al 50%, sin embargo, en las variables longitud
y peso obtuvo valores bajos por lo que no es considerada representativa, de igual
manera se desestima la dieta D1 al obtener un nivel de supervivencia menor al

50% y valores bajos en las variables longitud y peso.
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Tabla 4. Resultados del analisis de supervivencia de los individuos

Peso total alimento 0,759
Peso promedio renacuajos 0,0025 g
Dietas indri]vk;#uos reper;icﬁ)nes indri]vitfuos P(S)% [;:Ifiirzgg(t:(;a legireetgma
iniciales finales (9) (%)
Spirulina 75 3 34 45,33 0,41 54,67
Spirulina - T. officinale 75 3 46 61,33 0,29 38,67
T. officinale 75 3 50 66,67 0,25 33,33

También en la tabla 4 se expresa la cantidad de alimento suministrado en las tres
repeticiones de acuerdo al calculo inicial por individuo que fue constante durante
el crecimiento de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius).
Considerando la tasa de supervivencia se determina la diferencia en la cantidad
estimada de alimento por individuo, siendo esta para las dietas D1, D2 y D3 un
porcentaje de 54,67%; 38,67% Yy 33,33% respectivamente. Por lo tanto, se
determina que este porcentaje corresponde al exceso en la cantidad de alimento

segun los parametros tomados inicialmente.

El analisis de supervivencia demuestra que a pesar del exceso de alimento este no
fue suficiente para su desarrollo, por lo que se presenta en cada una de las dietas
renacuajos con mayor y menor peso (Tablas 10, 11 y 12 en anexos). Con lo
evidenciado se confirma la investigacion de Altig et al. (2007) donde sefiala que
los renacuajos son oportunistas ante la falta de alimento, por ende, aplican la ley

de supervivencia del mas fuerte.

Tabla 5. Resultados transformados del analisis bromatolégico de las dietas

Parametros Taraxaco % Spirulina % Mix1-1%
Proteina Total 0,44 56,4 36,5
Extracto etéreo 0,11 17,7 6
Fibra Total 0,5 4,2 12,8
Carbohidratos totales 0,95 23,78 36,1

En la tabla 5 se muestran los valores del andlisis de contenido nutricional
resultante en laboratorio (Figura 12 y Tabla 14 en anexos), se evidencia la

diferencia de porcentajes de nutrientes en cada una de las dietas, estos deben tener
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un equilibrio para la mejor nutricion del individuo. Recalcando las proteinas como
un nutriente necesario en el alimento para anfibios, debido a que ayudarén en la
formacion de musculo y fortalecimiento del sistema inmunoldgico, imprescindible
para el mejor desarrollo de los individuos y los valores no deben ser mayores a
45% ya que produciria obesidad y por ende la muerte (Martinez, Herréez y
Alvarez, 1993; Alvarez y Nicieza, 2002; Gleason, Yanh y Karasov, 2016;
Camperio et al., 2018). A pesar de la importancia de proteinas también son
necesarios otros tipos de nutrientes como: extracto etéreo que absorbe las
vitaminas necesarias para el cuerpo; fibra total necesaria para un mejor transito
intestinal evitando el estrefiimiento y por ende el sobrepeso; carbohidratos totales
que contribuyen al almacenamiento de energia en el cuerpo, no debe ser mayor al

40% ya que ocasionaria obesidad del renacuajo (Aguiar, 2013).

En contraste con lo anterior, se valora la tasa de supervivencia en relacion con las
proteinas y carbohidratos que al mantener un balance equilibrado produjeron un
mejor desarrollo y salud de los renacuajos. La dieta a base de Spirulina reporto
valores proteicos (56,4%) mayores al estandar, carbohidratos (23,78%) normales
y una tasa de supervivencia del 45,33% con individuos de bajo peso y tamarfio
(Figura 9 y 10), se determind que el organismo de los renacuajos fue poco
tolerante al exceso de proteina vegetal en la dieta, corroborando lo expuesto por
Ramamonjisoa, Rakotonoely, y Natuhara (2017) donde evidenciaron que
alimentos con mayor porcentaje de proteinas fueron rechazados por los individuos
por la particularidad en el sistema bucal y digestivo, aunque Altig, Whiles y
Taylor (2007) mencionan que en la etapa larval son herbivoros y en su habitat
natural se alimentan de algas. La dieta a base de T. officinale obtuvo valores
proteicos (0,44%) y carbohidratos (0,95%) insignificantes al estandar, una tasa de
supervivencia del 66,67% con individuos de bajo peso y tamafio (Figura 9 y 10),
se evidencid la desnutricion y posterior muerte de renacuajos. Siendo rechazadas

para la alimentacion de los renacuajos.

La dieta mixta (Spirulina - T. officinale) present6d valores proteicos (36,5%) y

carbohidratos (36,1%) en un rango favorable, tasa de supervivencia del 61,33%
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con individuos de peso y tamafio adecuados para el desarrollo postmetamorfo
(Figura 9 y 10). Conocidos los valores nutricionales y la tasa de supervivencia se
corrobord que la dieta mixta (Spirulina - T. officinale) es recomendable para la
alimentacion de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius), ya que los
porcentajes se encuentran equilibrados otorgando una longitud y peso efectivo
presentes en las figuras 9 y 10 respectivamente. Sin embargo, Aguiar (2013),
Arbelédez (2014) y Ramamonijisoa et al. (2017) en sus investigaciones demostraron
que los nutrientes de cada tratamiento dietético influyen en el desarrollo de la
etapa larval, compararon los valores de proteinas en dietas carnivoras y
vegetarianas, la primera produjo individuos mas saludables y con menor tiempo
de crecimiento, en cambio la segunda tuvo resultados inversos descartando la
dieta vegetal individual y promoviendo la ingesta de un suplemento a base de
proteina animal. A pesar de los antecedentes mencionados, el presente estudio
demostrd que no es necesario la ingesta de proteina animal, ya que la combinacion
entre dos tipos de proteinas netamente vegetales se obtienen resultados favorables

para el desarrollo de los individuos.

4.3 Propuestas de estrategias para la conservacion ex situ de la rana Atelopus

sp. (complejo spumarius)

En el transcurso del estudio y con los resultados obtenidos, se evidenciaron varias
observaciones que permitieron la deduccion de problemas presentes en la
supervivencia de los renacuajos afectando en su desarrollo hasta su etapa adulta.

Por lo que, se plantean estrategias que salvaguarden la conservacion de la rana.

4.3.1 Experimentacién con dietas vegetarianas para determinar el alimento
viable en el desarrollo de renacuajos de la rana Atelopus sp. (complejo

spumarius)

Descripcion
Conservar la especie en condiciones de laboratorio es un trabajo arduo que

implica el cuidado minucioso desde la eclosién de huevos hasta la etapa adulta. La
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dieta es un factor clave en el desarrollo de renacuajos ya que al alimentarse con
materias primas erroneas provocarian la desnutricion u obesidad de los individuos

y por ende la muerte.

Justificacion

Como se menciona en los capitulos anteriores, la conservacion y preservacion de
la rana es de vital importancia debido al valor endémico y emblematico que la
caracteriza (Salazar-Valenzuela, 2007; Armijos, 2014). La supervivencia en etapa
larval es moderada debido a factores nutricionales que determinan el peso y
tamafio adecuado para el desarrollo (Alvear, 2018). Evidenciando la problemética
se propone realizar ensayos combinando diferentes alimentos vegetales con
nutrientes equilibrados faciles de conseguir en el entorno cerca al laboratorio y
con ello, reducir la tasa de mortalidad y tener individuos saludables para su

posterior reintroduccion.

Obijetivos

e Determinar la dieta vegetariana viable para el desarrollo en renacuajos.

e Obtener la cantidad de alimento y densidad de individuos adecuados para
la mejor asimilacion de la dieta.

e Determinar la temperatura y pardmetros fisicoquimicos adecuados para el

desarrollo de renacuajos.

Desarrollo

La presente estrategia es dirigida a estudiantes de pregrado, herpetdlogos y afines
al interés en conservar la comunidad anfibia que debido a factores antropicos esta
en declive (Camperio et al., 2018). Se pretende proporcionar informacion que
puede ser utilizada en investigaciones sobre la alimentacion de renacuajos de la

rana Atelopus sp. (complejo spumarius) (Tabla 6).
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Tabla 6. Actividades para la experimentacion con dietas vegetarianas en renacuajos

Actividad 1
Seleccionar los diferentes alimentos vegetales, temperatura y parametros fisicoquimicos
Objetivo Responsables Actividades previstas Indicadores
-Recolectar -Técnicos de -Realizar pruebas bromatoldgicas. -La
los alimentos laboratorio. -Plantear el nimero de repeticiones. combinacion de
vegetales para -Técnicos -Determinar diferentes combinaciones los  alimentos
realizar responsables.  de alimento para cada repeticién. vegetales.
ensayos con -Estudiantes -Probar con diferentes temperaturas -El registro de
renacuajos. universitarios. temperatura
-Registro de los
parametros  de
agua
Actividad 2
Determinar la cantidad para la combinacion de los alimentos vegetales
Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores

-Determinar -Técnicos -Realizar el proceso de calculo para la -El  porcentaje
los porcentajes responsables.  determinacién de cantidades de cada de alimento.
para -Estudiantes alimento.
suministrar el universitarios. -Preparar la solucion homogénea a
alimento. suministrar en cada repeticion.
Actividad 3
Registro de la cantidad de alimento inicial por individuo
Objetivo Responsables Actividades previstas Indicadores

-Definir la -Técnicos -Elaboracion del esquema para el -NUmero de
cantidad  de responsables.  registro de la cantidad de alimento. registros.
alimento por -Estudiantes -Registrar las cantidades de alimento
individuo. universitarios.  reportadas.
Actividad 4
Evaluar la tasa de supervivencia semanalmente
Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores
- Obtener el -Técnicos -Elaboracion del esquema para el -NUmero de

registro de responsables.  registro de individuos.

supervivencia  -Estudiantes -Registrar los individuos sobrevivientes.

semanal de los universitarios.

renacuajos.

individuos.
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Actividad 5

Recalcular la cantidad de alimento de acuerdo al registro de supervivencia

Objetivo Responsable Actividades previas Indicadores
-Determinar la  -Técnicos -Calcular la cantidad de alimento. -Cantidad de
cantidad responsables.  -Registrar las cantidades de alimento. alimento.
adecuada de -Estudiantes -Pesar la cantidad de alimento requerida
alimento por universitarios. en la balanza.
individuo a -Alimentar con la nueva porcion hasta
suministrar. el siguiente recalculo.

Actividad 6
Evaluacion del desarrollo de los renacuajos

Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores

-Analizar el -Técnicos -Evaluar peso, tamafioc y tiempo de -Resultados del

valor efectivo
para los
porcentajes de
combinacion
entre

repeticiones.

responsables.
-Estudiantes

universitarios.

metamorfosis del renacuajo. analisis.
-Evaluar la tasa de supervivencia.

-Verificar los resultados favorables.

Actividades 7

Registrar por observacién parametros cualitativos de peso, tamafio del renacuajo y

cantidad sobrante de alimento

Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores
-Determinar -Técnicos -Elaboracion de un check list de -Diferencia en los
otros  factores responsables. observacion de los parametros parametros
para el célculo -Estudiantes mencionados. cualitativos
de la cantidad universitarios. -Observar y registrar en el check list. observados.
de alimento -Evaluar los factores y determinar una

mensualmente.

variable para el aumento o

disminucién del alimento.
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4.3.2 Manejo en laboratorio de la rana Atelopus sp. (complejo spumarius) en
etapa juvenil y adulta

Descripcion
El desarrollo postmetamorfo incluye diferentes parametros ambientales y
dietéticos que garanticen la supervivencia de los individuos, por ello, se

efectuaran monitoreos para identificar causas de la muerte (Poole, 2009).

Justificacion

Finalizada la etapa larval es necesario el monitoreo de ranas juveniles, al existir el
riesgo de muerte postmetamorfo las causas varian segun las circunstancias como
fue el desarrollo en renacuajo (desnutricion, obesidad, enfermedad, entre otros).
El continuo monitoreo promoveria el interés en indagar soluciones que eviten la

muerte de los individuos y alcance la etapa adulta (Estrada et al., 2014).

Obijetivos
e Proponer nuevos sustratos para el terrario mejorando la adaptacion vy
desarrollo de ranas juveniles.
e Investigar en dietas que ayuden en el desarrollo de los individuos hasta su
etapa adulta.
e Determinar factores ambientales viables para conservar la especie en

laboratorio.

Desarrollo

Es necesario la investigacion e implementacion de diferentes parametros para
mejorar el desarrollo de las ranas y presenten las condiciones necesarias para
posteriormente ser reintroducidas y repueblen su habitat natural. Esta estrategia
estara compuesta de actividades que generen buenos resultados en la crianza en

ranas juveniles y adultas evitando su muerte.
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Tabla 7. Actividades para la supervivencia de la rana en etapa juvenil y adulta

Actividad 1
Acondicionar el area para el desarrollo de ranas juveniles.

Obijetivo Responsables Actividades previstas Indicadores
-Adaptar la  rana -Técnicos -Seleccionar los materiales para -NUmero  de
juvenil en el entorno responsables. implementar en el terrario. individuos

para su desarrollo. -Estudiantes

universitarios.

-Usar la debida asepsia en todo
el transcurso de la
implementacion de las ranas en
el terrario.

-Registrar el nOimero  de
individuos en el terrario.
-Observar ~ previamente la
adaptacion de las ranas en el
medio.

-Registrar el niUmero de muerte

si es el caso.

sobrevivientes.

Actividad 2
Verificar continuamente los parametros ambientales del terrario
Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores
-Evitar la muerte de -Técnicos -Verificar con los equipos -Variacion de
los individuos por responsables. necesarios los factores de humedad y
patdgenos. -Estudiantes humedad y temperatura en el temperatura.
universitarios. terrario.
-Registrar los datos de humedad
y temperatura del terrario.
-Visualizar la existencia de
agentes patdgenos.
-Verificar alteraciones en el
entorno.
-Utilizar la debida asepsia para
la manipulacion de equipos,
individuos y sustratos.
Actividad 3
Suministrar el alimento adecuado para el desarrollo de las ranas.
Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores
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-Obtener ranas con -Técnicos -Indagar en  dietas que

buen estado de salud responsables. contengan los debidos
para la supervivencia -Estudiantes nutrientes y  puedan  ser
a largo plazo. universitarios. ingeridos sin dificultad por las

ranas juveniles.

-Determinar la cantidad vy
tamafio de los insectos en
referencia al aparato bucal de
las ranas, ya que al ser
demasiado grandes no podran
ingerirlos.

-Verificar 'y  eliminar el
excedente de comida para evitar
la proliferacion de hongos.
-Visualizar y registrar cambios
en la morfologia en la rana

(peso y tamafio).

Aumento de

peso y tamafio.

Actividad 4

Evaluacion del nivel de adaptacion de ranas en laboratorio

Objetivo Responsable Actividades previstas Indicadores
-Determinar el nivel -Técnicos -Registrar el nimero de Registro de
de adaptacion en las responsables. individuos sobrevivientes. individuos
condiciones -Estudiantes -Verificar el peso y tamafio de n  sobrevivientes,
propuestas. universitarios. individuos y comparar con el pesoy tamafio.

peso y tamafio estdndar que

deben presentar en laboratorio.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La dieta mixta a base de Spirulina 50% y Taraxacum officinale 50%
reporta valores en longitud cabeza-cloaca de 7,77 mm; peso 0,0459 g y
tiempo de 106 dias en la metamorfosis, siendo viable en desarrollo y
supervivencia de los renacuajos de Atelopus sp. (complejo spumarius). En
comparacion de las dietas individuales a base de Spirulina 100% con
valores de 6,82mm; peso 0,0292g en 118 dias y Taraxacum officinale
100% con valores de 6,71mm; peso 0,0279g en 111 dias, reporta valores
menores Yy evidencia que las dietas individuales no son favorables para la

supervivencia y desarrollo de los renacuajos.

El analisis bromatoldgico de los componentes nutricionales de la dieta
mixta (Spirulina y Taraxacum officinale) reporta valore en proteina 36,5%
y carbohidratos 36,1%, es una dieta equilibrada en nutrientes y es
favorable en el desarrollo de los renacuajos. En comparacion de la dieta a
base de Spirulina reporta valores en proteina de 56,4% mayores al rango
optimo establecido, evidenciando una mayor tasa de mortalidad debido a
la poca tolerancia del organismo a porcentajes altos de proteina y la dieta a
base de T. officinale el porcentaje de proteina fue insignificante y no es

favorable para el desarrollo de los renacuajos.

Se proponen estrategias en experimentacion con diferentes tipos de dietas
para el mejor desarrollo de los renacuajos y el manejo en etapa juvenil
hasta adulto en condiciones adecuadas para su supervivencia en

laboratorio y posteriormente sean reintroducidos.
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5.2 Recomendaciones

Continuar con ensayos de dietas netamente vegetarianas combinadas y
provenientes de la zona endémica de la rana Atelopus sp. (complejo
spumarius) que puedan ser cultivas en el laboratorio, ademas determinar
las cantidades de alimento y contenido nutricional factible para el

desarrollo.
Optimizar recursos econdmicos realizando ensayos con diferentes dietas
que se encuentren cercanos al laboratorio y contengan valores

nutricionales viables.

Aplicar las estrategias propuestas de conservacion ex situ de la rana

Atelopus sp. (complejo spumarius).
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ANEXOS

MAPA DE UBICACION GEOGRAFICA DEL CENTRO JAMBATU
DE INVESTIGACION Y CONSERVACION DE ANFIBIOS
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Figura 11. Mapa de ubicacion del laboratorio para el ensayo de la especie Atelopus sp. (complejo spumarius).
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Tabla 8. Datos de las repeticiones de la dieta a base de Spirulina

Repeticiones Al A2 A3
Dieta Long Pesog T/ Long Pesog T/ Long Pesog T/
mm dias mm dias mm dias

1 7,26 0,0345 115 7,02 0,0308 120 6,81 0,0298 120
1 7,12 0,0321 115 6,67 10,0278 120 6,69 00276 120
1 6,53 0,0268 115 7,03 0,0307 120 7,07 0,0319 120
1 6,64 00272 115 7,25 00345 120 6,85 0,0305 120
1 6,42 0,0249 115 7,12 0,0336 120 6,79 0,0295 120
1 7,09 00318 115 7,1 0,0327 120 6,93 0,0312 120
1 6,63 0,0271 115 7,17 0,0339 120 6,6 0,0266 120
1 711 0,0305 115 6,54 10,0258 120 6,73 0,0285 120
1 7,05 0,0295 115 7,1 0,0321 120 6,62 0,027 120
1 6,68 0,028 115 6,83 0,0301 120 6,89 0,0303 120
1 6,73 0,0288 115 6,64 0,0252 120
1 6,01 00208 120
1 6,04 0,021 120

Tabla 9. Datos de las repeticiones de la dieta a base de Spirulina - Taraxacum officinale

Repeticiones B1 B2 B3

Dieta Long Pesog T/ Long Pesog T/ Long Pesog T/
mm dias mm dias mm dias

2 797 0,0492 111 8,1 0,0528 104 7,26  0,0355 103
2 8,05 10,0495 111 8,04 10,0491 104 8,11 0,053 103
2 7,68 0,0476 111 7,98 0,0456 104 8,1 0,0526 103
2 7,49  0,0414 111 8,11 0,0533 104 7,42 0,0406 103
2 7,35 0,0383 111 8,01 10,0488 104 7,84 0,0436 103
2 6,45 0,0237 111 8,15 0,0536 104 8,04 10,0473 103
2 7,85 0,0435 111 8,17 10,0544 104 8,03 0,0472 103
2 7,41  0,0407 111 8,14 0,0532 104 7,76 0,0475 103
2 7,46  0,0411 111 8,05 10,0497 104 7,47  0,0396 103
2 7,33 0,0369 111 8,11 0,0531 104 754 0,0461 103
2 7,53 0,0463 111 7,92 0,0455 104 7,28 0,0356 103
2 794 0,0489 111 7,88 0,0435 104 756 0,0465 103
2 6,95 0,0315 111 7,79 0,043 104 7,62 0,047 103
2 7,45 0,0429 111 7,95 0,0458 104 8,08 0,05623 103
2 7,72 0,0482 111 8,03 0,0495 104
2 8,12 0,0523 104
2 8,16 0,0542 104
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Tabla 10. Datos de las repeticiones de la dieta a base de Taraxacum officinale

Repeticiones C1 C2 C3
Dieta Long Pesog T/ Long Pesog T/ Long Pesog T/
mm dias mm dias mm dias
3 6,73 0,0269 111 6,53 0,0238 104 721 00352 118
3 7,08 0,0308 111 6,55 0,0284 104 6,49 0,0238 118
3 7,17 0,033 111 7,09 00315 104 6,38 0,0222 118
3 6,89 0,0296 111 6,45 0,0264 104 6,62 0,0289 118
3 6,53 0,0264 111 6,61 10,0386 104 6,55 0,0253 118
3 6,61 0,0275 111 6,59 0,0278 104 7,05 0,0296 118
3 6,6 0,0277 111 6,62 0,0283 104 7,3 0,0359 118
3 6,45 0,0256 111 6,34 0,0201 104 7,15 0,0328 118
3 6,58 0,027 111 7,06 00314 104 6,25 0,0212 118
3 6,49 0,0259 111 6,49 0,0231 104 6,32 0,0225 118
3 7,01 0,0295 111 6,5 0,0233 104 6,45 0,0235 118
3 6,83 0,0287 111 6,72 0,0298 104 6,53 0,0249 118
3 6,42 0,0249 111 6,58 0,0275 104 7,02 00294 118
3 7,05 0,0301 111 6,8 0,0301 104 6,67 0,0293 118
3 7,15 00329 111 6,35 0,0205 104 6,55 0,0251 118
3 6,85 0,0292 111 7,05 0,031 104 6,93 0,0301 118
3 6,4 0,0245 111 7,01 0,031 118
Tabla 11. Analisis de varianza en funcién de la variable longitud (mm)
Variable N R? R2Aj (04
Long Cabeza - Cloaca 9 0,93 0,91 2,24
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1l)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1,99 2 1,00 39,34  0,0004
Dietas 1,99 2 1,00 39,34  0,0004
Error 0,15 6 0,03
Total 2,14 8
Test: Duncan Alfa= 0,05
Error: 0,0253 gl: 6
Dietas Medias n E.E
T. officinale 6,71 3 0,09 A
Spirulina 6,82 3 0,09 A
Spirulina - T. officinale 7,76 3 0,09 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05)
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Tabla 12. Analisis de varianza en funcion de la variable peso (g)

Variable N R? R2Aj CVv
Peso 9 0,95 0,93 6,68
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5,9E-04 2 3,0E-04 56,62  0,0001
Dietas 5,9E-04 2 3,0E-04 56,62  0,0001
Error 3,1E-04 6 5,2E-06
Total 6,2E-04 8
Test: Duncan Alfa= 0,05
Error: 0,0000 gl: 6

Dietas Medias n E.E
T. officinale 0,0292 3 1,3E-03 A
Spirulina 0,0459 3 1,3E-03 A
Spirulina - T. officinale 0,0279 3 1,3E-03 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Tabla 13. Andlisis de varianza en funcién de la variable tiempo (dias)

Variable N R? R2Aj (4
Tiempo 9 0,60 0,47 4,51
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1l)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 230,89 2 115,44 454 0,0631
Dietas 230,89 2 115,44 454 0,0631
Error 152,67 6 25,44
Total 383,56 8
Test: Duncan Alfa= 0,05
Error: 25,4444 gl: 6
Dietas Medias n E.E
Spirulina - T. officinale 106 3 2,91 A
T. officinale 111 3 2,91 A B
Spirulina 118 3 2,91 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05)
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Tabla 14. Resultados transformacion prueba bromatoldgica

Parametros

Taraxaco % Spirulina % Mix 1-1 %
Agua 97,33 5,12 4,8
Cenizas 0,67 2,8 3,8
Proteina Total 0,44 56,4 36,5
Extracto etéreo 0,11 1,7 6
Fibra Total 0,5 4,2 12,8
Carbohidratos Totales 0,95 23,78 36,1

61



