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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar las condiciones apropiadas en cautiverio
para el manejo de la especie Ranitomeya bombetes con fines de reproduccion exitosa
en el Zoologico de Cali. Se evaluaron diferentes tipos de dietas en larvas, la época
reproductiva, tamafio y fertilidad de las posturas, preferencia por el lugar de
ovoposicion y racion de sexos. Fueron evaluadas cuatro dietas diferentes para la
alimentacion de larvas. Las dietas empleadas fueron: carnivora, herbivora, TetraMin-
ProCare® y Carnivora + TetraMin-ProCare® (50% c/u). Se hizo el analisis de la
dieta solo hasta el estadio 30 debido a que algunas larvas murieron. La dieta con
TetraMin-ProCare® fue la mas eficiente debido a que las larvas mostraron rapido
crecimiento. En total fueron colectados 53 huevos en 43 posturas. De las 43 posturas,
33 fueron de 1 huevo y las 10 restantes fueron de 2 huevos. La fertilidad fue variable
segun la proporcion de sexos en cada terrario, del total de huevos 35 fueron fértiles.
La mortalidad de embriones y larvas fue de 10 y 8 respectivamente. La preferencia
por el lugar de postura fue mayor sobre el sustrato de tierra de capote asi como la
fertilidad de los huevos que fueron ovopositados sobre este sustrato. Asi mismo, se
llevo a cabo la descripcion de los cambios progresivos de las posturas, puntualizando
en el tiempo de duracion de los diferentes estadios embrionarios y larvarios siguiendo
los parametros morfologicos de Gosner (1960). Se hizo el registro fotografico de
algunos de los estadios embrionarios (6, 9, 10, 12, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24 y 25)
y larvarios (27, 28, 29, 34, 36, 38, 40, 41 y 42) ademas del registro ventral y dorsal de
la post-metamorfosis. Se evaluaron diferentes proporciones de sexos en 8 terrarios.
La proporciéon con un mayor namero de posturas fue de 23:39. Se logré reproducir
exitosamente la especie bajo condiciones de laboratorio. Un total de 4 ranas

culminaron toda la metamorfosis y continuaron su crecimiento.
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ABSTRACT

This work had as objective to study the appropriate in captivity conditions for the
handling of Ranitomeya bombetes in order to get a successful reproduction at the Cali
Zo0o. Many aspects were evaluated such as: different types of diets in larvae, the
reproductive time, size and fertility of the clutchs, preference of oviposition place and
ration sexes. Four different diets for the feeding of larvae were evaluated. The used
diets were: meat-eating, herbivorous, TetraMin-ProCare® and meat-eating +
TetraMin-ProCare® (50% each one). The diet analysis was only made until stage 30
because some larvae died. The diet with TetraMin-ProCare® was the most efficient
because the larvae grew very quickly. In total, 53 eggs in 43 clutchs were collected.
These 43, 33 were from 1 egg and the rest were from 2 eggs. The fertility was
variable according to the proportion of sexes in each terrarium; of all eggs 35 were
fertile. The mortality of embryos and larvae was of 10 and 8 respectively. The
preference of clutch place was greater on the land substrate of cape as well as the
fertility of the eggs that were clutched on this substrate. Furthermore, the description
of the progressive changes of the clutch was carried out, emphasizing in the time of
duration of the different embryonic and larval stages following the parameters
morphologic from Gosner (1960). One became the photographic recording of some of
the embryonic (6, 9, 10, 12, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24 and 25) and larval (27, 28,
29, 34, 36, 38, 40, 41 and 42) stages besides the ventral and dorsal registry of the
post-metamorphosis. Different sex proportions were evaluated in 8 terrariums. The
proportion with a greater number of clutchs was of 2J:39. It was managed to
successful reproduce the species under conditions of laboratory. A total of 4 frogs

culminated all the metamorphosis and continued their growth.



1. INTRODUCCION

Algunos factores como el calentamiento global, perdida del habitat, especies
introducidas, polucién y enfermedades cutaneas producidas por el hongo
Batrachochytridium dendrobatidis, al parecer han contribuido al declive de las
poblaciones de anfibios en sus ambientes naturales, especialmente las que habitan en
regiones tropicales. La cria en cautiverio (ex situ) de especies amenazadas de
extincion, es una estrategia de manejo dentro de los programas de conservacion de

fauna silvestre sirviendo como base para los programas de conservacion in situ.

El grupo de especialistas de cria para la conservacion de la UICN (CBSG 2006),
desarrollo un plan de accidn para la conservacion ex situ de los anfibios del mundo,
en donde hace un llamado a las instituciones que manejan fauna ex situ como
zoologicos y acuarios a trabajar mas intensamente en el manejo ex situ de anfibios
como estrategia para conocer mas del manejo ex situ de muchas especies prioritarias
y poner en marcha planes de conservacion que incorporen la investigacion y la
educacion. El Centro de Investigacion para la Conservacion (CREA) de la Fundacion
Zoologica de Cali, ha desarrollado varios programas dirigidos a la conservacion de
especies amenazadas. Uno de estos proyectos es la conservacion de anfibios del Valle
del Cauca, enfocado a la investigacion y manejo de especies ex situ e in situ y
educacion ambiental. Dentro del programa de reproduccion ex sifu del CREA, se
encuentra el laboratorio para el manejo de anfibios en cautiverio, el cual se fortalecio
en el 2006 y donde se promueve la investigacion para el desarrollo de nuevas técnicas
de manejo de especies con algun tipo de amenaza a nivel regional. Especies de ranas
venenosas como Qophaga histrionica 'y Dendrobates truncatus han sido

exitosamente criadas.

Colombia ocupa el segundo puesto en diversidad de anfibios (Anuros) a nivel

mundial y aunque tengamos éste privilegio, las investigaciones sobre dicha



diversidad son muy pocas. Dentro de los anuros encontramos a la familia
Dendrobatidae que posee especies con habitos diurnos y colores vistosos, siendo esta
ultima la razén por la que es muy atractiva como mascota. La demanda por estos
ejemplares y el deterioro de sus habitat han llevado a muchas poblaciones al peligro

de extincion.

La rana venenosa del Cauca Ranitomeya bombetes, endémica para Colombia, se
encuentra actualmente catalogada, a nivel nacional, como una especie vulnerable
(VU) y a nivel global segin la UICN como una especie en peligro (EN). Como
muchas otras especies en Colombia, su comportamiento reproductivo no ha sido
ampliamente estudiado. De igual manera, los estudios referentes al desarrollo
embrionario y larvario han sido pobremente abordados, limitdndose a unas pocas
descripciones de huevos y larvas. Estudios dirigidos a esclarecer la biologia
reproductiva de la especie son fundamentales para entender su historia natural y

poder desarrollar estrategias de conservacion.

La cria en cautiverio de R. bombetes es una opcidon para conocer mas sobre su
biologia reproductiva y brindar un apoyo a los esfuerzos de conservacion ex situ ¢ in
situ que se estan haciendo o se proponen hacer para salvaguardarla del peligro de
extincion. El objetivo del presente trabajo fue estudiar las condiciones apropiadas en
cautiverio para el mantenimiento de la rana venenosa del Cauca Ranitomeya
bombetes con fines de reproduccion exitosa. Se evalud la época reproductiva,
frecuencia de postura, tamafio de postura, preferencia por el lugar de ovoposicion,
cuidado parental y racion de sexos. Asi mismo, se hizo una descripcion de los
cambios progresivos de las posturas, puntualizando en el tiempo de duraciéon de los
diferentes estadios embrionarios y larvarios. Ademads, se evaluaron cuatro dietas
diferentes para la alimentacion de larvas, determinando cual es la mejor para su

desarrollo y crecimiento.



2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA

Dentro del gran grupo de los anfibios anuros encontramos la superfamilia
Dendrobatoidea, recientemente designada asi por Grant et al. (2006), la cual incluye
dos familias: una nueva denominada Aromobatidae y la otra ya existente
Dendrobatidae que incluye las especies venenosas. Para esta tlltima se han descrito en
la actualidad tres subfamilias: Colostethinae, Hyloxalinae y Dendrobatinae. La
subfamilia Dendrobatinae enmarca seis géneros que son: Adelphobates, Dendrobates,
Minyobates, Oophaga, Phyllobates y Ranitomeya. Aproximadamente 247 especies de
dendrobatidos han sido descritas y su distribucion esta restringida a América (Grant
et al. 2006). Recientemente se han definido 11 géneros dentro de la familia
Dendrobatidae, que sumados a los seis anteriores estan: Ameerega, Epipedobates,
Hyloxalus, Silverstoneia, Colostethus y Minyobates (Grant et al. 2006). Dentro del
género Ranitomeya sensu Bauer (1988) se han incluido 28 especies (Frost 2008),
Ranitomeya bombetes es una de ellas. Esta especie posee dos sinonimias:
Dendrobates bombetes sensu Myers & Daly (1980) (Silverstone 1975) y Minyobates
bombetes sensu Myers (1987).

Aproximadamente la tercera parte de las especies de dendrobatidos conocidos
secretan poderosas toxinas por las glandulas de la dermis granular (Grant et al. 2006).
Las clases de alcaloides mas comunes en la familia son: batracotoxinas,
histrionicotoxinas y pumiliotoxinas (Clarke 1997), todos ellos han sido usados para
estudios de taxonomia del grupo de dendrobatidos (Myers & Daly 1976). Ademas, en
el area de medicina se han empleado para la produccion de farmacos (Clarke 1997,
Fox et al. 2007). Alrededor de 200 alcaloides diferentes, incluidos los tres anteriores,
han sido encontrados en dendrobatidos de Centro y Sur América (Clarke 1997).
Particularmente sobre la piel de R. bombetes esta presente el alcaloide
ciclopentaquinolizidina 251F que se agrupa en la clase de las pumiliotoxinas (Myers
& Daly 1980). Sin embargo, para algunas especies de dendrobatidos, se ha sugerido

que los ejemplares mantenidos en cautiverio (ex situ) no pueden producir toxinas



porque éstas son sintetizadas a partir de algunos de los insectos consumidos en sus
ambientes naturales (Saporito et al. 2004). De hecho, las moscas y grillos del género
Drosophila y Acheta respectivamente, son el alimento mas empleado para ejemplares
mantenidos en cautiverio, evitando que sinteticen las toxinas y asi mismo facilitar su

manejo ex situ (Corredor & Uribe 2007, 2008).

La familia Dendrobatidae, por tener especies con habitos diurnos, colores vistosos y
ser notoriamente atractivas como mascota (Falk 2001), es uno de los grupos mas
estudiados en cautiverio (Zimmermann & Zimmermann 1985, Zimmermann 1989,
Cover 1994, Suarez-Mayorga 1999, Corredor & Uribe 2007, 2008, Castillo-Trenn &
Coloma 2008, Quiguango-Ubillus & Coloma 2008). La caracteristica reproductiva
mas representativa de la familia es el cuidado parental, llevado a cabo por alguno de
los dos sexos (Summers & Earn 1999). Este cuidado parental consiste, tanto en las
visitas que hace el macho o la hembra, dependiendo de la especie, al lugar de
ovoposicion (postura), como en el transporte de los renacuajos sobre el dorso hasta
pequetios resumideros de agua, principalmente axilas de bromelias (Summers & Earn
1999). Por ejemplo, en Dendrobates truncatus, D. auratus, D. leucomelas, D. azureus
y D. tinctorius el macho es el encargado del transporte de las larvas hasta pequefios
huecos de arboles (Summers 1989, 1990, Wells 1978, Weyglodt 1987) a diferencia
de Oophaga histrionica, O. granulifera, O. speciosa y O. pumilio donde son las
hembras quienes transportan las larvas hasta resumideros de agua formados en
plantas, principalmente bromelias (Silverstone 1973, Limerick 1980, Weygoldt 1980,
Zimmermann & Zimmermann 1981, Wijngaarden & Bolafos 1992, Brust 1993). Los
machos de Ranitomeya bombetes también han sido observados tanto en cautiverio
como en vida silvestre transportando hasta tres larvas que finalmente son depositadas
en bromelias a gran altura (Myers & Daly 1980, Sudrez-Mayorga 1999, Escallon
2006).



Las investigaciones en Colombia sobre el comportamiento reproductivo de
dendrobatidos en cautiverio o en vida silvestre son limitadas, ya sea por lo agreste del
terreno donde éstas habitan o por su variada distribucion (Sudrez-Mayorga 1999).

Con respecto a Ranitomeya bombetes, algunas de las caracteristicas reproductivas
fueron descritas en los 80 cuando la especie fue clasificada taxonémicamente (Myers
& Daly 1980). Posteriormente, se han hecho estudios en cautiverio (Suarez-Mayorga
1999) y en vida silvestre (Suarez-Mayorga 1999, Escallon 2006) complementando las
descripciones iniciales. Por ejemplo, se ha descrito que la duraciéon promedio del
desarrollo embrionario (huevo) es de 22,5 dias siendo el tiempo de duraciéon mas
homogéneo en huevos mantenidos en cautiverio (Suarez-Mayorga 1999). La duracion

de la etapa larvaria no ha sido investigada para esta especie.

La rana venenosa del Cauca Ranitomeya bombetes, se encuentra actualmente
catalogada a nivel nacional, como una especie vulnerable (VU) (Rueda-Almonacid et
al. 2004) y a nivel global segin la UICN como especie en peligro (EN) (CBSG
(IUCN-SSC) 2006, Stuart et al. 2008). Ha sido registrada en los departamentos del
Quindio, Risaralda y Valle del Cauca (Suarez-Mayorga 1999). En el Valle del Cauca,
se puede encontrar en las montafas aledafias al Lago Calima y pequefios cursos de
agua que desembocan en el rio Dagua, distribuyéndose entre los 650 — 2100 m
(Rueda-Almonacid et al. 2004, CVC & EcoAndina, 2007).

Para R. bombetes se ha descrito que luego del cortejo, las posturas son de 1 a 2
huevos (Rueda-Almonacid et al. 2004), aunque se han observado machos
transportando hasta tres larvas (Myers & Daly 1980). Lo anterior atiende a que el
periodo entre cada postura es de aproximadamente una semana, dando tiempo a que
varios huevos eclosionen para la misma época. Adicionalmente, Escallon (2006)
demostrdo con observaciones in situ que el comportamiento reproductivo en ésta
especie es mondgamo y que las hembras permanecen por largo tiempo junto a un

mismo macho.



Ranitomeya bombetes es una especie endémica de Colombia y como se ha podido
documentar, su comportamiento reproductivo ex situ e in situ ha sido poco estudiado
pero, en algunos de estos se ha sugerido entre otras cosas, patrones de cortejo,
apareamiento y cuidado parental propios de la especie (Suarez-Mayorga 1999,
Escallon 2006). Los estudios referentes a su desarrollo embrionario y larvario fueron
estrechamente abordados en dichos documentos, basandose en las descripciones de
unos pocos huevos y larvas sin hacer precisiones por ejemplo, en el tiempo de
duracion (dias) de cada estadio y de cada etapa (Myers & Daly 1980, Suarez-
Mayorga 1999).

Las observaciones en cautiverio de Ranitomeya bombetes realizadas por Suarez-
Mayorga (1999), es el unico estudio relacionado con el comportamiento reproductivo
de la especie fuera de su ambiente natural (ex situ) bajo condiciones controladas.
Estos estudios se basaron en una muestra pequefia por tanto se hace necesario
complementar estas descripciones con nuevos estudios tendientes a mejorar el manejo

de la especie en cautiverio y apoyar a los esfuerzos en la conservacion.



3. PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Formulacion del problema

Algunos factores como el calentamiento global, perdida del habitat, especies
introducidas, polucién quimica y enfermedades cutdneas producidas por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis, al parecer han contribuido al declive de las
poblaciones de anfibios (Blaustein & Bancroft 2007, Kriger & Hero 2007) en sus
ambientes naturales, especialmente las que habitan en regiones tropicales (Lips et al.
2005). La cria en cautiverio (ex sifu) de especies animales amenazadas de extincion,
es una opcion de manejo dentro de los programas de conservacion de fauna silvestre,
sirviendo como base para los programas de conservacion in situ (CVC & EcoAndina,

2007).

El grupo de especialistas de cria para la conservacion de la UICN (CBSG) desarroll6
un plan de accion para la conservacion ex sifu de los anfibios del mundo, en donde
hace un llamado a las instituciones que manejan fauna ex situ como zoologicos y
acuarios a trabajar mas intensamente en el manejo ex sifu de anfibios y propone
acciones para que esto se desarrolle (CBSG IUCN-SSC 2006). El Centro de
Investigacion para la Conservacion (CREA) de la Fundacion Zoolodgica de Cali, ha
desarrollado varios programas dirigidos a la conservacion de especies amenazadas.
Uno de estos proyectos es la conservacion de anfibios del Valle del Cauca, enfocado
a la investigacion y manejo de especies ex situ e in situ (Corredor & Uribe 2007,

2008, Furrer y Corredor 2008).

Ranitomeya bombetes se encuentra distribuida en pequefios relictos de bosque en los
departamentos de Risaralda, Quindio y Valle del Cauca entre los 650 y los 2100 m.
En dichas regiones, se esta produciendo un impacto negativo sobre las poblaciones
producto de la ganaderia y la agricultura que le roba terreno a los bosques donde

habita y su habitat actual se encuentra muy fragmentado. Se han hecho



investigaciones in situ en las regiones de Loboguerrero (Lago Calima) y en la
Reserva Forestal de Yotoco, ambas ubicadas dentro del Valle del Cauca y se ha
podido estudiar parte de su historia natural (Myers & Daly 1980, Sudrez-Mayorga
1999, Escallon 2006).

3.2 Pregunta de investigacion

(Cuales son las condiciones apropiadas para el manejo y reproduccion exitosa en

cautiverio de la rana venenosa del Cauca Ranitomeya bombetes?

3.3  Justificacion de la investigacion

La rana venenosa del Cauca R. bombetes se encuentra actualmente catalogada a nivel
mundial como una especie en peligro (EN) (Stuart et al. 2008). Aunque es una
especie endémica de Colombia, su comportamiento reproductivo ex situ € in situ no
ha sido ampliamente estudiado (Suarez-Mayorga 1999, Escallon 2006). De igual
manera, las investigaciones referentes al desarrollo embrionario y larvario son muy
pocas, limitandose a unas pocas descripciones de las etapas embrionarias (Myers &

Daly 1980, Suarez-Mayorga 1999).

La cria en cautiverio de R. bombetes también puede ser una opcidon para conocer mas
sobre su biologia reproductiva y brindar un apoyo a los esfuerzos de conservacion in
situ que se estan haciendo o se proponen hacer para salvaguardarla del peligro de
extincion. Aunque trabajos recientes no apoyan la idea de la cria en cautiverio de R.
bombetes con fines de comercio (Suarez-Mayorga 1999), la cria en cautiverio puede
ser una opcioén para mantener a un grupo considerable de individuos ya sea, para
estudio o para repoblacion de la especie en su habitat natural, mas si se tiene en
cuenta que la distribucion de la especie no es homogénea estando fragmentada en

poblaciones aisladas muy pequenas.



4. OBJETIVOS

4.1

Objetivo general

Determinar las condiciones para el manejo en cautiverio la rana venenosa del Cauca

Ranitomeya bombetes con fines de reproduccion exitosa.

4.2

Objetivos especificos

Evaluar la dieta mas adecuada para larvas de Ranitomeya bombetes en cautiverio.
Evaluar la preferencia por el lugar de ovoposicion en adultos de Ranitomeya
bombetes en cautiverio.

Evaluar la proporcion de sexos para obtener un mayor niumero de posturas de
Ranitomeya bombetes en cautiverio.

Describir la época reproductiva asi como la fertilidad, mortalidad y tamaio de las
posturas entre los meses de octubre a enero.

Describir los cambios en el desarrollo embrionario y larvario de Ranitomeya

bombetes segin la duracion de las etapas y tamaio larval.

5. HIPOTESIS

La hipdtesis planteada esta relacionada con el componente de la evaluacion de las

dietas en larvas de Ranitomeya bombetes.

Ho: No existen diferencias significativas entre dietas, debido a las caracterisiticas

detritivoras de la especie.

Ha: Existen diferencias significativas entre dietas, debido a las caracterisiticas

detritivoras de la especie.



6. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de anfibios del Centro de
Investigacion para la Conservacion — CREA, de la Fundacion Zoologica de Cali. El
objetivo de este trabajo es describir algunos de los patrones de comportamiento
reproductivo, desarrollo embrionario y larval de la rana venenosa del Cauca R.

bombetes bajo condiciones controladas ex situ.

6.1 Diseifio de la investigacion

6.1.1 Poblacion de estudio y muestra

Los parentales utilizados para el presente estudio (grupo fundador), fueron colectados
en el municipio de Dagua (Figura 1) a una altitud de 700 m. Los datos de desarrollo
embrionario y larvario fueron tomados a partir de las posturas provenientes del grupo

fundador.

El estudio de la dieta en larvas, se llevd a cabo con larvas colectadas de la exhibicion
de anfibios del zooldgico de Cali. Los parentales de esta exhibicion hacen parte

también de la misma poblacion, pero fueron colectados a principios del afio 2008.

6.1.1.1 Colecta de ejemplares

El 17 de julio de 2008 se colectaron 30 individuos adultos en la quebrada “El zanjon
de las Angelas”, vereda “Los Alpes”, municipio de Dagua (N 3°40'25"", Occ 76°
41°38""). La colecta se hizo a lo largo de un transecto de 200 m sobre la quebrada, en
las horas de la mafiana entre las 8:00 y 10:00. Los especimenes se concentraban al
borde de la canada dentro del ecosistema de bosque seco tropical o subxerofitico

(Figura 2) (Bolivar et al. 2004).
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Figura 1: Mapa satelital del lugar de colecta. Dagua esta ubicado hacia el noroccidente de
Cali (Google Earth 2009).

C.

Figura 2: Ecosistema subxerofitico de Dagua. a. Vista superior “Zanjon de las Angelas™;
b. Enclave de la quebrada, alguna vegetacion tipica; c. Habitat de la especie en la quebrada
(Fotos: Geven Rodriguez).
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6.1.1.2 Manejo de ejemplares en cuarentena

Los ejemplares colectados fueron transportados hasta el zoologico y llevados a uno
de los laboratorios del CAFS (Centro de Atencion de Fauna Silvestre) en donde
fueron puestos en cuarentena por un mes (julio 17 — agosto 13). Durante este tiempo
se les hizo tratamiento contra ectoparasitos y anti-fungico, para lo cual se empled
ivermectina y sporanox respectivamente. Ademas se hicieron examenes coprologicos

seriados para determinar la carga parasitaria inicial.

Los especimenes se ubicaron en cajas plasticas en 6 grupos de 5 individuos. Cada
caja tenia como sustrato papel de toalla humedecido, un recipiente plastico con agua
declorada para mantener alta la humedad, hojarasca esterilizada y una ramita de una
enredadera de la familia Araceae (Figura 3). Cada tres dias el papel toalla fue
cambiado y las hojas secas se lavaron. Las cajas fueron humedecidas dos veces al dia
con un aspersor manual (mafiana y tarde) con agua declorada. Los individuos se
alimentaron cada tercer dia con grillos (Acheta domesticus) de tres dias de

nacimiento.

Pasada la cuarentena, las hojas secas fueron incineradas y los recipientes fueron

lavados con suficiente jabon para luego ser esterilizados con hipoclorito.

Figura 3: Manejo de ejemplares en cuarentena. A la izquierda las cajas en las que fueron
mantenidos los individuos. A la derecha adecuacion de cada una de las cajas (Fotos: Geven
Rodriguez).
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6.1.1.3 Pie parental

Un total de 35 individuos, 16 machos y 19 hembras, conformaron el grupo fundador.
Estos parentales se ubicaron en 8 terrarios en diferentes proporciones de machos y
hembras que seran descritas con detalle en las variables de estudio. La identificacion
de los sexos se llevo a cabo con observaciones diarias en la manana (07:00 — 10:00
horas). Los machos fueron identificados por su canto y la coloracion azul leve en el
saco gular. Ademas, cada individuo fue diferenciado por su patréon de coloracion
ventral, el cual es Unico para cada individuo y su variaciéon en etapa adulta es

constante (Figura 4).

Los grupos parentales se ubicaron en terrarios de vidrio con dimensiones de: 45 cm
de frente, 50 cm de fondo y 60 cm de alto. Diariamente los terrarios fueron
humedecidos por lo menos dos veces al dia (mafiana y tarde) por medio de un sistema
de aspersion eléctrico accionado manualmente para mantener la humedad por encima
de 70%, el agua sobrante de este proceso se drenaba por medio de la tuberia ubicada
en la parte inferior de cada terrario (Figura 5). La temperatura promedio dentro del
laboratorio fue de 23,9 (n: 43; max: 27,1; min.: 21,7; D.S.: 1,1). Dichas condiciones
ambientales se adaptaron a partir de los datos de temperatura y humedad propuestos
en la literatura (Laszlo 1981, Zimmermann 1989, Corredor & Uribe 2007, 2008,
Furrer y Corredor 2008).
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Figura 4: Variaciones del patron reticulado de coloracion ventral en R. bombetes. Se
muestran diferentes disefios de coloracion reticulada ventral, empleados en el estudio para la
identificacion individual (Fotos: Geven Rodriguez).

5.1.2 Variables del estudio

5.1.2.1 Evaluacion de la dieta

Para determinar la dieta mas adecuada en el levante de las larvas se utilizaron larvas
colectadas de la exhibicion de anfibios del Zoologico de Cali (n = 20), las cuales se
sometieron a cuatro diferentes tipos de dieta: 1) dieta carnivora; 2) dieta carnivora

(50%) + TetraMin-ProCare® (50%); 3) TetraMin-ProCare® y 4) dieta herbivora.

El dia que era colectada la larva de la exhibicion, se abria un registro con su estadio
larvario, longitud total y longitud de la cabeza. Cada tercer dia se hizo el seguimiento
y registro al desarrollo y crecimiento. Para cada tratamiento se utilizaron cinco larvas

durante cuatro meses.

La dieta carnivora estaba compuesta de tres tipos harinas de origen animal (carne,
pescado y hueso), truchina (comida para peces), maiz molido y gelatina sin sabor. La
dieta herbivora se componia de alfalfa, Fortin 50 (extracto de proteina), avena, soya,
harina de carne, maiz molido y gelatina sin sabor. Estas dos dietas son dos tipos de
alimentos en polvo especiales, usados para la alimentacion de tortugas en el

zoologico. Para la preparacion, se calentd un poco de agua en el horno microondas
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por 50 segundos. En la balanza analitica Ohaus serie Pioneer se pesod una cantidad
aproximada de 0,3 g (peso seco) y luego se agrego suficiente agua caliente como para
formar una masa homogénea. A cada larva se le suministr6 0,08 g (peso humedo) por
cada dieta utilizada. La dieta carnivora + herbivora se preparé con 0,15 g de cada
componente (peso seco). Previo a la preparacion de las dietas, el maiz molido fue

retirado.

5.1.2.2 Preferencia por el lugar de postura

En cada terrario fueron dispuestos cinco lugares para la ovoposicion: 1) tierra de
capote; 2) mitades de tubo de PVC de '42” y 3 cm de largo, 3) corteza de arbol; 4)
hojas secas y 5) frascos de rollo de fotografia (Figura 5). Cada postura fue colectada y

se le abri6 un registro para su posterior seguimiento anotando el tipo de substrato

donde fue puesta.

Figura 5: Adecuacion de terrarios para cria de R. bombetes. a. Terrarios de parentales, se
muestra el sistema de aspersion (manguera negra) y drenaje (parte inferior) de cada terrario.
b. Interior de uno de los terrarios con todos los sustratos dispuestos para la postura de huevos
(Fotos: Geven Rodriguez).
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5.1.2.3 Proporcion de sexos

El grupo fundador empleado en el estudio fue de 35 individuos adultos y se
dividieron en diferentes nucleos reproductivos de la siguiente manera: dos terrarios de
23:39; dos de 33:29; uno de 33:1%; dos de 13:39 y uno de 13:29Q. Las anteriores
proporciones fueron dispuestas para encontrar la mas productiva en numero de

huevos fértiles.

5.1.2.4 Posturas

Los ocho terrarios en los que se ubicaron los parentales se revisaron cada tercer dia
para recoger las posturas, con el fin de no perturbar el grupo parental diariamente.
Con base en las observaciones que se hicieron al momento de sacar la postura de los
terrarios, se registrd la fertilidad, mortalidad, tamafio de la postura. Finalizado el
estudio, se llevo a cabo el andlisis correspondiente a la frecuencia de postura. A partir

de estos huevos se realizo el estudio del desarrollo embrionario y larvario.

5.1.2.4.1 Fertilidad, Mortalidad, Tamaiio y Epoca de posturas

De cada postura se registro su tamaio, fertilidad y mortalidad para determinar el

tamafio promedio de la postura, rango de postura, porcentaje de fertilidad y muerte.

La mortalidad de embriones y larvas fue evidente por el desarrollo de hongos dentro

de la capsula y por la inmovilidad de las larvas.

El tamafio de las posturas se registré segin el numero de huevos encontrados
individuales o juntos al momento de la revision de los terrarios. Cada huevo era
individualizado con su respectivo rotulo. Para comprobar que las posturas de mas de
un huevo pertenecieran a una sola hembra, bastaba con observar el estadio, si este era

el mismo o cercano, era registrado como una sola postura.
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La época reproductiva se hizo sumando todas las posturas encontradas en los ocho
terrarios mensualmente ya que, no se pudo tener certeza de cual hembra era la que

depositaba los huevos.

5.1.2.4.2 Estudio del desarrollo

Los huevos fueron ubicados en una caja de petri humedecida hasta %4 de la altura del
huevo. Cada huevo colectado se manejo individualmente y fue debidamente rotulado
con la fecha de postura y el nimero de terrario. La fertilidad y estadio de los huevos
no siempre pudo ser determinada en el dia uno, en estos casos los huevos se dejaron
hasta el dia siguiente para su posterior observacion. Estos registros se llevaron a cabo
entre los meses de octubre de 2008 y enero de 2009, indicando la frecuencia de las

posturas.

5.1.2.4.2.1 Desarrollo embrionario

A cada huevo se le hizo el seguimiento diario de su desarrollo embrionario,
observando las caracteristicas descritas en la tabla de desarrollo propuesta por Gosner
(1960). El desarrollo embrionario se definié6 desde el dia de postura hasta el
rompimiento de la capsula (eclosion del renacuajo). El dia de la eclosion se registro
las medidas de longitud total (LT), cabeza y cola. A partir de este momento se inicio

la descripcion del desarrollo larvario.

5.1.2.4.2.2 Desarrollo larvario

El desarrollo larvario se defini6 desde el dia de la eclosion (rompimiento de la
capsula) hasta el final del estadio 46 (Gosner 1960), en el cual el individuo ya ha

reabsorbido totalmente la cola. Las larvas se mantuvieron dentro de recipientes

plasticos con suficiente agua (Figura 6). Dichos recipientes fueron introducidos en
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cajones plasticos con capacidad para almacenar maximo 24 larvas (manejo
individual). Las larvas fueron alimentadas a partir del segundo dia de la eclosion, con
hojuelas para peces TetraMin-ProCare® hasta el estadio 42. Cuando las larvas
llegaron a un tamafio considerable (estadio 43) fueron cambiadas a recipientes con

poca agua (no mayor a lo alto de la larva) con el fin de facilitar la salida del agua

(Figura 6).

Figura 6: Manejo para larvas de R. bombetes. 1zquierda: Cajones donde se almacenaron
los frascos con larvas. Derecha: frascos para larvas premetamorficas (Fotos: Geven
Rodriguez).

5.2 Meétodos

Los métodos empleados para la realizacion de este trabajo se describen en cada una de
las variables descritas anteriormente.

Las observaciones diarias del desarrollo embrionario y larvario se hicieron a través de
un estereoscopio (SteroMASTER). Las medidas de la larva fueron tomadas usando un

papel milimetrado bajo la caja de petri sobre la cual se pusieron los huevos y larvas.

5.3 Recoleccion de la informacion

Cada tercer dia, luego de haber pasado el mes de cuarentena, cada terrario era

revisado en los lugares de postura destinados para tal fin. Cuando se encontraban
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posturas, los huevos eran retirados del terrario. Cuando las posturas eran mayores a 1
huevo, estos eran manejados por separado y rotulados independientemente. Se
llevaba un registro del dia de postura, estadio embrionario (Gosner 1960), lugar de

postura y numero de terrario.

5.4 Analisis de la informacion

Para el andlisis de la informacion fueron empleadas pruebas estadisticas no
paramétricas para el experimento con dietas porque en estadios posteriores al 27
empezaron a morir algunas larvas y esto disminuy6 el nimero de muestras para
algunos de los tratamientos. Para las variables referentes a posturas (tamafio (larval),
fertilidad, mortalidad, duracion de las etapas) se empleo estadistica descriptiva con

promedios, desviacion estandar, maximos y minimos.

5.4.1 Analisis de la dieta

La influencia de la dieta y su posterior analisis tuvo dos componentes que fueron
analizados por separado. Un componente fue la dieta frente al desarrollo larvario,
para el cual se aplic6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis ya que en los
estadios 29 y 30, debido a la muerte de larvas, los datos estaban incompletos. Luego
de encontrar diferencias se hizo una prueba de comparacion multiple. El segundo
componente fue la dieta frente al tamafio, para el cual los datos fueron analizados
aplicando una ANAVA. Se uso el paquete estadistico STATISTICA (version 7.0).

Para todos los analisis se utiliz un nivel de significancia de 0.05.
5.5 Manejo de post-metamorfos.
Al terminar el estadio 46 (absorcion completa de la cola), las pequenas “ranitas™ se

pasaron a cajas plasticas que contaban como sustrato: papel de toalla humedecido,

una caja de petri con agua declorada para mantener alta la humedad, una pequefia
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rama de enredadera de la familia Araceae y un pedazo de corteza (Figura 7). Cada
tres dias el papel toalla fue cambiado. Las cajas fueron humedecidas dos veces al dia
con un aspersor manual (mafiana y tarde) con agua declorada. La tapa de las cajas
contaba con una apertura en el centro para la entrada constante de aire. Las ranitas se
alimentaron durante los primero 15 dias con colémbolos, pasado este tiempo se

complemento el alimento con grillos (Acheta domesticus) de tres dias de nacidos.

Figura 7: Manejo de post-metamorfos de R. bombetes. A. Estantes sobre los que se
manejaron los neonatos dentro del laboratorio. B. Cajas plasticas donde fueron manejados los
neonatos, notese la ubicacion de los sustratos (inferior) y la apertura en la tapa hecha con
malla de tela (Fotos: Geven Rodriguez).

Para las medidas iniciales de los post-metamorfos se hizo el registro fotografico y

luego se utiliz6 el programa ImagelJ 1.40.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados discutidos a continuacion se presentan en orden a como fueron

enunciados los objetivos especificos.

7.1 Dieta

Las dietas suministradas a las 20 larvas durante los estadios 25 — 30 (Gosner 1960)
mostraron diferencias significativas frente al desarrollo, a diferencia con lo observado
en el cambio de tamafio. Se analizaron datos solo para las primeras 5 etapas del
desarrollo (sin contar el estadio 25) porque algunas de las larvas murieron hacia el
estadio 30 y esto afectaba el analisis estadistico. La dieta herbivora tuvo una alta
mortalidad (80%). En la dieta carnivora la mortalidad fue del 60%, la carnivora +
TetraMin-ProCare® la mortalidad fue del 40% vy las larvas alimentadas con
TetraMin-ProCare® mostraron 0% de mortalidad. Las observaciones de las larvas
que fueron encontradas muertas, al parecer sefialan que su muerte se debid al manejo
y no a la dieta. Las dietas carnivora y herbivora contenian elementos que promovian
su rapida descomposicion (contenido proteico: harinas de carnes), por lo que el agua
contaminada pudo haber influido en la muertes de las larvas. La mortalidad habria

sido menor si se hubiera suministrado menor cantidad de alimento.

7.1.1 Dieta vs. Desarrollo

Las pruebas estadisticas realizadas a los datos de dieta vs. desarrollo larvario no
mostraron normalidad en los estadios 25, 28, 29 y 30. Levene mostr6 homogeneidad
de varianzas para todos los estadios. La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
arrojo diferencias significativas en al menos una de las dietas en cada estadio (tabla
1). La prueba de comparaciéon multiple mostrd diferencias significativas entre la dieta
herbivora : TetraMin-ProCare® en el estadio 26 y entre carnivora : TetraMin-

ProCare® en los estadios 27 — 29. En estadio 30 no se encontraron diferencias entre
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las dietas (Tabla 1). El andlisis grafico de los datos, previo al andlisis con pruebas
estadisticas, mostraron diferencias entre los grupos. TetraMinProCare® se ubico por
debajo de los demas box-plots, asumiendo una disminucion en dias entre todos los

estadio (Anexo A).

Se ha descrito que la dieta para larvas que son depositadas en pequefios resumideros
de agua, tal y como ocurre en R. bombetes, se compone principalmente de particulas
en suspension pero, puede variar inter e intraespecificamente (Wickramasinghe et al.
2007). El estudio de Suarez-Mayorga (1999) sugirié que las larvas de R. bombetes
son preferiblemente filtradoras o detritivoras, habiéndose encontrado dentro de los
intestinos restos de pequenos insectos, rotiferos y algas. En el laboratorio se pudo
comprobar que los renacuajos de esta especie pueden consumir larvas de zancudo, las
cuales fueron suministradas esporadicamente a algunos renacuajos (n = 25) en
diferentes estadios y tamafios. Por lo anterior, podria sugerir que las larvas son
omnivoras y no detritivoras. Cabe aclarar que los renacuajos a los que se les
suministr6 larvas de zancudo no fueron los mismos a los empleados para el
experimento de dietas, estos renacuajos fueron los empleados para la descripcion del

desarrollo larvario.

Los componentes nutricionales de la dieta con TetraMin-ProCare® que pudieron
haber influido sobre el crecimiento son inciertos, por lo que pueden ser objeto en una
proxima investigacion. Aunque se conozcan los componentes nutricionales de
TetraMin-ProCare®, para poder discutir con mas argumentos, se hace necesario un
analisis bromatoldgico de las otras dietas (herbivora y carnivora). No obstante, la
teoria sefala que el desarrollo (estadio) y crecimiento (tamafio) en larvas de anuros
pueden estar ligados tanto a la disponibilidad de alimento (Leips & Travis 1994)
como a la temperatura y calidad del ambiente donde estas se encuentren (Alvarez &
Nicieza 2002). Segun lo anterior y aunque se haya sugerido en trabajos anteriores que
las larvas de R. bombetes son detritivoras, no necesariamente cualquier alimento

puede suplir las necesidades para su optimo desarrollo, por lo que cada componente
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de su dieta aportaré ciertos tipos de nutrientes que sumados, daran buenos resultados
en el desarrollo y crecimiento. En el trabajo de Kupferberg (1997) por ejemplo, se
trabajé con diferentes tipos de algas, que segun sus componentes proteicos
incrementaron o disminuyeron el crecimiento y desarrollo de larvas de la rana toro

Rana catesbeina.

Tabla 1: Pruebas estadisticas Kruskal Wallis y PCM de cada estadio para dieta vs.
desarrollo.

Estadistica para de terminar la influencia de la dieta sobre el desarrollo larval
Pruebas p <0,05. Decision p < 0,05 rechazo
Estadio| Chi2 | Levene | K-W Comparacién multiple

26 :0,0658] p: 0476 | p:0,0019 Herb. * Tetra p:0,027
27 :0,0658] p- 0,826 | p:0,0015 Carn * Tetra p: 0,027
28 :0,0466 p: 0,257 | p:0,0059 Carn * Tetrap:0,013
29 :0,0293] p:0,123 | p:0,0064 Carn * Tetra p: 0,031
30 00101} p:0,159 | p:0,0291 No hubo diferencias

7.1.2 Dieta vs. Tamano

Las pruebas estadisticas realizadas a los datos de dieta vs. tamafio (LT) demostraron
ser normales y se encontré6 homogeneidad de varianzas segun Levene. El ANAVA no
encontrd diferencias significativas en ninguno de los estadios (ver tabla 2). El anexo
B muestra de manera grafica los resultados obtenidos en las pruebas. Aunque las
pruebas no arrojen diferencias significativas entre las dietas, las graficas en los 6
estadios muestran que los promedios del tamafio (longitud total) en las larvas con
dieta herbivora fueron homogéneos y mayores respecto a las demas dietas. Lo
anterior contrasta con el analisis hecho para el desarrollo larvario, en el cual la dieta

herbivora retraso el tiempo de duracion en todos los estadios.
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Tabla 2: Pruebas estadisticas de ANAVA para dieta vs. tamafo.

Estadistica para determinar la influencia de la dieta sobre la Longitud Total
Pruebas p <0,05. Decision p < 0,05 rechazo
Estadio Chi2 Levene ANAVA
26 0,4936 0,719 0,1798
27 0,2615 0,618 0,1544
28 0,3515 1 0,4066
29 0,1116 0,422 0,4341
30 0,1654 0,453 0,5574

Aunque los porcentajes de proteina, carbohidratos y lipidos se desconozcan para las
dietas, los resultados contrastantes del desarrollo y tamaio encontrados en la dieta
herbivora, pueden estar influyendo en las funciones de la hormona tiroides, la cual se
ha demostrado que afecta el crecimiento, la diferenciacion y la metamorfosis

(Kupferberg 1997).

7.2 Preferencia por lugar de postura

Solo hasta el dia 16 posterior al periodo de cuarentena, se pudieron escuchar los
primeros “zumbidos” tipicos de la especie, permitiendo la identificacion de machos
adultos. Un total de 43 posturas fueron recolectadas durante un periodo de cuatro
meses, desde octubre de 2008 hasta enero de 2009. De estas, 33 fueron colectadas
sobre tierra de capote correspondiente al 76,7% con un total de 41 huevos; 7 fueron
colectadas sobre corteza correspondiente al 16,3% con un total de 8 huevos y 3 se
colectaron en la hojarasca correspondiente al 7% con un total de 4 huevos (Tabla 3).
En los tubos de PVC y en los frascos de rollo fotografico no se encontraron posturas.
Aunque estos dos ultimos lugares de ovoposicion han sido exitosos para especies
como Phyllobates terribilis, Oophaga histrionica, O. lehmanni y Dendrobates
truncatus en el zoologico de Cali (Corredor y Uribe 2007, 2008), los individuos
empleados en el estudio no los utilizaron y en ninguna ocasion fueron observados
cerca. Lo anterior contradice lo sugerido por Létters et al. (2007), el cual sugiere los
frasco fotograficos para la cria de especies del género, particularmente para R.

bombetes.
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La fertilidad vari6 con relacion al sustrato, siendo mayor en los huevos puestos sobre
tierra de capote (73,2%), los puestos sobre corteza tuvieron el 50% de fertilidad y

aquellos puestos sobre hojarasca solo el 33,3% se encontraron fértiles (Tabla 3).

Tabla 3: Preferencia por el lugar de postura en los terrarios de parentales. Los
porcentajes corresponden al nimero de posturas por el total de terrarios.

Capote | Corteza | Hojarasca|Total
Numero posturas | 33 (76,7%)| 7 (16,3%)| 3 (7%) | 43
Numero huevos 41 8 4 53
Fertilidad 30 (732%) | 4 (50%) | 1(33,3%) | 35

En los trabajos previos sobre el comportamiento reproductivo de R. bombetes (Myers
& Daly 1980, Suarez-Mayorga 1999, Escallon 2006) se ha sefialado que las posturas
ocurren luego de un proceso de cortejo llevado a cabo por el macho, el cual atrae a la
hembra hasta el lugar donde se haré la postura y posterior fertilizacion. Los machos
“prefirieron” la tierra de capote posiblemente por la humedad que contiene este
sustrato, procurando unas buenas condiciones para el desarrollo de los huevos. La
preferencia por este sustrato puede haberse dado también porque los machos no
humedecen los huevos, pero este comportamiento no fue observado, por lo que se
hace necesario abordarlo en otra investigacion. En P. terribilis por ejemplo, se ha
comprobado que el macho humedece peridodicamente los huevos para evitar la

desecacion (Zimmermann & Zimmermann 1985).

7.3 Proporcion de sexos

De las 5 proporciones de sexos utilizadas para los grupos parentales, todas tuvieron
ovoposicion, con excepcion de la proporcion 13:29 en la que nunca se registraron
huevos. De este tratamiento no existia réplica y el factor de individualidades puede
afectar enormemente el resultado. Aunque casi todos los otros tratamientos contaron

con una sola replica la tabla 4 muestra el nimero de posturas, huevos y fertilidad para
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cada grupo parental establecido. La proporcion de sexos utilizada que presentd un
mayor numero de posturas y una alta fertilidad fue 23:39, con un total en promedio
de 13,5 posturas, 17 huevos y una fertilidad promedio de 84,85. La siguiente
proporcion con mayor produccion fue 13:39Q con 8 posturas, 10 huevos y una
fertilidad del 50%.

Tabla 4: Numero de huevos colectados en los terrarios. En un terrario con proporcion 1:3
(T4) y 2:1 (T8) no se encontraron posturas.

Proporcion 3:% | Terrario | Posturas [Huevos | % Fertilidad
1:2 T8 0 0 0
1:3 T1 8 10 50
1:3 T4 0 0 0
2:3 T2 18 22 86,4
2:3 T3 9 12 83,3
3:1 T7 6 6 0
3:2 T5 1 2 0
3:2 T6 1 1 100
Total 43 53 66

No se encontrd correlacion directa entre el nimero de hembras o nimero de machos
con relacion a la postura o fertilidad (Tabla 5). Esto puede indicar que el numero de
tratamientos fue pequefio o el tiempo de la toma de datos fue corto. Sin embargo,

claramente la proporcion 2339 fue la que mostré mas productividad.

Tabla 5: Analisis de correlacion entre Q y & con las variables de postura, namero de

huevos y fertilidad.
No. Q@ vs. Posturas No. @ vs. No. huevos No. @ vs. Fertilidad
0,57 0,64 0,62
No. & vs. Posturas No. & vs. No. huevos No. & vs. Fertilidad
-0,56 -0,56 -0,31

En la proporcion de sexos del terrario 8 (13:2%) no se obtuvieron posturas debido

posiblemente a que el Ginico macho no contaba con caracteristicas normales, carecia
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de un ojo, y esto pudo ser un factor que influyo6 sobre las posturas (Figura 8). Al igual
como sucede con el canto (Wells 1978, Weygoldt 1980, Roithmair 1992, Quiguango-
Ubillis & Coloma 2008), las hembras de muchas especies de dendrobatidos escogen
su pareja de acuerdo a las caracteristicas anatomicas de los machos, prefiriendo a
aquellos que estan “sanos” y que muestran una mayor actividad vocal. En este trabajo
no se trabajoé con el canto pero, se pudieron percibir variaciones notables en algunos

machos, al igual como fue registrado por Suarez-Mayorga (1999).

Figura 8: Macho con alteracién morfolégica. Se muestra la ausencia del ojo derecho en un
macho, este macho fue colectado presentando esta caracteristica.

7.4 Descripcion de Posturas

Desde la primera postura colectada el 16 de octubre de 2008, se inicio una busqueda
minuciosa en todos los terrarios, ya que el huevo colectado mostraba un desarrollo
avanzado (estadio 18), lo que hizo pensar que llevaba ya varios dias de haber sido
puesto. La dificultad en encontrar los huevos se debié a que no se contaba con la
experiencia de busqueda. Ademas, los huevos sobre tierra de capote se ensucian y
confunden facilmente con el sustrato, sumado al hecho que estos son muy pequefios
(ver seccion desarrollo embrionario y larvario). Sin embargo, aquellos depositados
sobre corteza y hojarasca fueron facilmente observables, ya que la capsula confiere

una caracteristica brillante que los hace resaltar como una gota de agua.
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7.4.1 Epoca reproductiva

En octubre fueron colectadas las primeras 4 posturas, representadas por 5 huevos. A
partir de este mes, las posturas fueron colectadas en promedio cada 19,2 dias
(D.S.=16,21; n = 18). Esta frecuencia de postura representa Unicamente los datos
colectados para el terrario 2, ya que fue en este donde fueron colectados huevos
durante todos los meses, luego de colectada la primera postura (Figura 9). Sin
embargo, la figura 8 agrupa al total de posturas y huevos colectados durante los 4
meses (octubre — enero) en los 6 terrarios donde tuvo lugar la reproduccion. R.
bombetes. La grafica 8§ muestra una disminucion en el numero de posturas y huevos
en el total de terrarios en el mes de enero, la disminucidon mas notoria fue la registrada
en los terrarios 2 y 3 pasando de 6 posturas promedio a solo 1 en este mes. R.
bombetes se reproduce durante todo el ano (Myers & Daly 1980, Suarez-Mayorga
1999, Escallon 2006, Lotters ef al. 2007) sin embargo, como ocurre en otras especies,
puede haber picos mensuales de mayor postura que estan ligados a las variaciones
ambientales de temperatura y humedad (Zimmermann & Zimmermann 1985).
Aunque estas variaciones fueron controladas, el ambiente exterior puede estar
teniendo un efecto en el microclima del terrario que es perceptible por los individuos

y esté pudo haber afectado el régimen de posturas.

25 = Posturas B Huevos
22

18

16

10

H

Octubre Noviembre Diciembre Enero

h

Figura 9: Epoca reproductiva entre los meses de octubre y enero. Se aprecia el nimero
total de posturas y huevos en los cuatro meses de observaciones.
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7.4.2 Tamaiio de posturas y Fertilidad

El total de huevos colectados entre octubre de 2008 y enero 2009, fueron 53, de los
cuales 35 fueron fértiles (66%) (Tabla 4). El rango de postura vario entre 1 y 2
huevos con un total de 43 posturas, encontrandose un mayor niumero de posturas de 1

solo huevo (76,7%) y un menor numero de posturas de 2 huevos (23,3%) (Tabla 6).

El tamafio de las posturas no superd los 2 huevos, similar al tamafio de postura
descrito para Dendrobates imitator y D. reticulatus (Zimmermann 1989). La
fertilidad de dichas posturas no siempre fue igual, encontrandose en varias ocasiones
que cuando la postura supero los 2 huevos, solo 1 era fértil (Tabla 6). El tamafio de
postura se ajustd a lo descrito para el género Ranitomeya, especies que presentan el
menor numero de huevos por postura en la familia, comparado con lo registrado en
Ameerega silverstonei que puede poner hasta 25 huevos por postura en condiciones

de laboratorio (Lotters et al. 2007).

La fertilidad fue menor en posturas de 2 huevos (60%) mientras que en posturas de un
solo huevo la fertilidad fue un poco mayor (70%). La fertilizacion de los huevos en la
especie es desconocida, se ha sugerido que el macho ademas de seleccionar el lugar
de ovoposicion, deposita previamente los espermatozoides en este lugar, donde la
hembra posteriormente pondra el o los huevos (Suarez-Mayorga 1999) Este tipo de
comportamiento sugiere que es una desventaja en el caso de posturas grandes, ya que
los espermatozoides podrian morir antes de la fertilizacion de los huevos o que los
huevos en su totalidad no entren en contacto con ellos. Aunque la mortalidad de los
espermatozoides de la especie fue evaluada por Suarez-Mayorga (1999), la cual
observd que pueden permanecer vivos durante un largo periodo de tiempo en el
ambiente exterior. Sin embargo, lo registrado por Suarez-Mayorga (1999) contrasta
con lo concertado para el género Ranitomeya, en el cual la ovoposicion es previa a la
“espermatoposicion” (Lotters et al. 2007). En este caso, en que la fertilizacion es

posterior a la ovoposicion, las posturas pueden ser mayores, como ocurre en P.
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terribilis, O. histrionica (Zimmermann & Zimmermann 1985, Corredor & Uribe
2007).

Tabla 6: Numero de posturas colectadas segiin tamafio. Las columnas de 1 y 2 huevos
corresponden al niimero de posturas colectadas con esa cantidad de huevos.

Tamaifio de postura Totales
Proporcion &:Q [ 1 huevo | Fértiles | 2 huevos | Fértiles | Huevos | Posturas | Fértiles

1:3 (T 6 3 2 2 10 8 5
2:3(1T2) 14 14 4 5 22 18 19
2:3(1I3) 6 5 3 5 12 9 10
3:2(T5) 0 0 1 0 2 1 0
3:2(To6) 1 1 0 0 1 1 1
3:1(T7) 6 0 0 0 6 6 0

Total 33 23 10 12 53 43 35

Durante todo el estudio no se observo ningiin comportamiento de postura por varias
razones. La primera fue evitar hacer cualquier disturbio, ya que cualquier estudio con
objetivos de cria en cautiverio, debe procurar mantener al grupo parental bajo
condiciones de privacidad optimas. La segunda razon fue que la mayoria de posturas
ocurrieron sobre la tierra de capote pero debajo de un pedazo de corteza ubicado en
todos los terrarios, para simular las condiciones ambientales. Este lugar fue el sitio
predilecto para la ovoposicion de esta especie. La tercera y tltima razon, fue que la
metodologia utilizada no respondia a esta pregunta. Para estudios futuros es

importante hacer un disefio que permita observar el comportamiento de la postura.

7.4.3 Mortalidad

La mortalidad fue registrada en dos momentos del desarrollo. El primero fue la
muerte embrionaria, que ocurrié después de empezado el desarrollo del embrion y
antes de la eclosion de la larva. El segundo fue la muerte registrada después de la

eclosion y antes de la conformacion del postmetamorfo.

De los 35 huevos fértiles 10 no continuaron su desarrollo (28,6%). Los embriones

murieron en promedio hacia el estadio 21 (méx.= 25 y min.= 18; D.S. = 2,65;).
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De las 25 larvas que sobrevivieron a la etapa embrionaria, 8 murieron (32%) entre los
estadios 25 y 28 (X = 26,25; D.S. = 1,28); las larvas que superaron el estadio 30 no
murieron y continuaron su desarrollo y crecimiento hasta estadios posteriores (ver

seccion 6.6).

La mortalidad pudo estar relacionada con varios factores como: calidad de los padres,
patoégenos y manejo de huevos y larvas. La mortalidad se presentd en los estadios
finales del desarrollo embrionario y a comienzos del desarrollo larvario lo que
muestra que si el huevo esta expuesto a un factor negativo, muere y no se va a
desarrollar el embrion. Estos factores negativos pueden ser, en condiciones de
laboratorio, la calidad de agua (Odum & Zippel 2008) pero esto no fue analizado en
este estudio ya que, el tnico cuidado recomendado para el agua usada en especies del
tropico son la decloracion previa (24 horas) y la temperatura (20 — 22°C) (Laszlo
1981). A diferencia que si las condiciones para el desarrollo son apropiadas, las larvas

logran finalizar todos los estadios.

Todos estos renacuajos se desarrollaron en condiciones de laboratorio por lo que no
fueron trasportados por el macho. Las larvas de R. bombetes al ser trasportadas,
crecen un poco en la espalda de los padres (German Corredor comunicacion
personal), condicion que puede ser muy importante en la supervivencia de estas.
Larvas que son depositadas en cuerpos de agua un poco mas desarrolladas que al
momento de nacer, pueden estar mejor dotadas para sobrevivir a las condiciones que
se enfrenta en la naturaleza (Krzysik 1980). Pero esto no explica del todo la
mortalidad en las larvas, ya que la mayoria de estas lograr desarrollarse y crecer

exitosamente.

7.5 Descripcion del desarrollo

La temperatura promedio en las que fueron mantenidos los embriones y larvas fue de

22,08 C° (min.: 20; max.: 24; D.S. = 1,16), condiciones ambientales propias de el
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laboratorio de anfibios de la Fundacion Zoologica de Cali. Estos rangos de
temperatura corresponden a los utilizados en la cria de especies similares (Weygoldt
1980, Castillo-Trenn & Coloma 2008, Corredor & Tovar 2008, Quiguango-Ubillus &
Coloma 2008).

7.5.1 Etapa embrionaria

El huevo de R. bombetes midié en promedio 3,9 mm de didmetro (n = 45, D.S. =
0,23). La duracién de la etapa embrionaria en promedio duré 20,3 dias (min.: 16;
max.: 24; n = 24; D.S.= 2,44). Los estadios 6, 7 y 8 fueron observados en solo 2
huevos, porque la mayoria de huevos colectados se encontraron en estadios mas
avanzados. Los estadios 1, 2, 3, 4, 5, 13 y 15 no fueron observados (Tabla 7) en
ninguna de las observaciones posiblemente por ocurrir muy rapido. Las primeras
etapas embrionarias (estadio 6 — 19) no tardaron mas de 2 dias y fueron observadas
casi consecutivamente durante las 24 horas siguiente a su observacion. Los estadios
23, 24 y 25 tardaron mas tiempo con respecto a la duracion promedio de los estadios
previos. El maximo nimero de dias que tard6 un estadio fue 4 y esto solo fue
observado en los tres ultimos estadios. Las caracteristicas tipicas de cada estadio se
describen en detalle en la tabla de desarrollo propuesta por Gosner (1960), las cuales

coincidieron morfoldogicamente con las observadas para esta especie.

Tabla 7: Duracién en numero de dias de los estadios embrionarios. Los estadios del 1 al
5, 13 y 15 no fueron observados. Min. significa el nimero de dias minimo que tardo cada
estadio. Max. significa el nimero de dias maximo que tardo cada estadio.

Estadios | Xdia | Min. | Max. | D.S. | n
6-8 1 1 1 0 2
9-11 1 1 1 0 3
12y 14 2 2 3 0,71 | 3
16 3 3 4 0,5 4
17-19 5 5 7 0,89 | 7
20-22 10 7 13 2,48 | 9
23 13 10 15 2,65 | 3

32



24

16

15

17

1,41

25

19

17

21

La duracion de la etapa embrionaria fue similar a la registrada en la especie
Dendrobates truncatus, la cual tarda en promedio 19 dias (Summers 1990, Corredor
& Uribe 2007). Por el contrario, fue superior a lo documentado para Oophaga

histrionica la cual tarda en promedio 10,65 dias (Corredor & Uribe 2007).

Se hizo el registro fotografico de los estadios embrionarios 6, 9, 10, 12, 14, 17, 18,
19, 20, 21, 23, 24 y 25 (Figura 10). Los primeros 5 estadios no fueron observados ni
registrados porque el desarrollo en estas etapas ocurri6 en menos de 12 horas, por lo

que posturas hechas en la tarde del dia anterior ya presentaban estadios mas

avanzados.
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Figura 10: Registro fotografico del desarrollo embrionario. Se muestran algunas de las
etapas que se lograron registrar (Fotos: Geven Rodriguez).
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7.5.2 Etapa larvaria

La duracion del desarrollo larvario en R. bombetes durd 109 dias, (min.: 108; max.:
112; n = 2, D.S. = 2.,8), para larvas alimentadas con TetraMin-ProCare® y en
condiciones ambientales del laboratorio de anfibios de la Fundaciéon Zoologica de
Cali. Este tiempo de desarrollo se encuentra dentro del rango alto encontrado para
otros dendrobatidos. La duracidon en Allobates kingsburyi se presenta entre 88 y 157
dias (Castillo-Trenn & Coloma 2008), en Dendrobates truncatus y QOophaga
histrionica puede tardar 56 y 71 dias respectivamente (Corredor & Uribe 2007).

Sin embargo, se observo que este tiempo de duracion puede aumentar si la dieta de
las larvas varia. Dos individuos que sobrevivieron a las pruebas de evaluacion de la
dieta y que fueron alimentados uno con dieta carnivora y el otro con carnivora +
TetraMin-ProCare®, duraron respectivamente 152 y 189 dias, un tiempo de duraciéon
muy por encima de los que fueron alimentados con TetraMin-ProCare®. Otros
estudios experimentalmente han comprobado que los periodos de duraciéon para el
crecimiento y desarrollo en larvas pueden variar, dependiendo de las condiciones de
temperatura y alimento (Alvarez & Nicieza 2002). Por tanto, la temperatura con las
que fueron manejadas las larvas no pudo ser un factor de mortalidad, contrario a las
caracteristicas del alimento (ver seccion 6.4.3). En Hyla columbiana la etapa larvaria
puede tardar, en condiciones de laboratorio, 105 dias (Blandon 2005), muy cercana a

lo encontrado en este estudio.
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Tabla 8: Duracion por dias de los estadios larvarios. Min. es el dia minimo que empez6 el
estadio. Méx. es el ultimo dia que fue observado el estadio.

Estadios X dia | Min. | Max. | D.S. n
25 1 1 1 0 51
26 9 8 13 1,18 | 50

27-29 11 10 14 1,15 78
30-33 19 16 24 2,11 93
34 24 23 27 1,46 | 48
35 29 25 31 2,09 | 43
36 32 28 34 1,88 | 45
37 34 32 37 2,5 34
38 40 36 43 2,27 | 47
39 42 39 45 1,75 | 49
40 47 43 49 2,54 | 34
41 59 56 61 1,88 | 36
42 68 66 71 1,76 18
43 74 71 75 1,44 10
44 80 79 83 1,4 7
45 89 86 91 2,64 3
46 111 109 113 2,8 2

Posterior a la eclosion, la longitud inicial promedio de un total de 25 larvas fue:
cabeza 3,61 mm (D.S. = 0,44), cola 7,87 mm (D.S. = 0,72) y longitud total 11,43 mm
(D.S.=0,97).

El crecimiento larvario tuvo un comportamiento exponencial para las tres variables
registradas de longitud total, cabeza y cola (Figura 11). El tamafo de la cola fue
positivo hasta entrado el dia 61, a partir del cual se registrd la reduccion debido a la
reabsorcion. El crecimiento de la cabeza (futuro cuerpo) a lo largo del tiempo fue
constante; las variaciones en la longitud se comporta igual a los cambios del tamafio

de la cola.
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Figura 11: Variacién de las longitudes de cabeza, cola y total en larvas. La longitud total
fue variando igual que lo hizo la cola. La cabeza tuvo un crecimiento mesurado pero
constante.

Como se dijo en las etapas embrionarias, las caracteristicas tipicas de cada estadio
larvario se describen en detalle en la tabla de desarrollo propuesta por Gosner (1960),
las cuales coincidieron morfoldégicamente con las observadas para esta especie. Lo
mas sobresaliente para las larvas de R. bombetes en esta etapa, fue el inicio de la
pigmentacion ventral de los miembros posteriores y dorso-lateral hacia el estadio 42
(Figura 12). Estadios como el 40 y 41 fueron identificados por pequenas

modificaciones, como se puede apreciar en la figura 12.

38



Ventral

Ventral

Extremidades posteriores

Estadio 27 — 29

Estadio 34

Estadio 36

Ventral

Ventral

Dorsal

Ventral

] Dorsal

Estadio 38

Estadio 40

Estadio 41

39




Ventral
Inicio de la pigmentacion en
extremidades posteriores

i)ofsal Ventral
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Figura 12: Registro fotografico del desarrollo larvario y post-metamorfosis. Se muestran
algunas de las etapas larvarias; notese la poca variacion entre estadios, como el 40 y 41 donde
solo se modifica el tubo cloacal. Asi como el primer individuo completamente desarrollado
mostrando los patrones de coloracion tipicos de la especie (Fotos: Geven Rodriguez).

7.6 Post-metamorfos

Durante el periodo de observaciones un total de cuatro larvas lograron finalizar la
metamorfosis exitosamente. El promedio de las medidas iniciales fueron: longitud
rostro-cloacal = 1,24 cm (D.S. = 0,04), tibia-tarso = 0,57 cm (D.S. = 0,02) y
antebrazo = 0,38 cm (D.S. = 0,02).

Los post-metamorfos fueron alimentados con una especie de insecto del orden

Collembola de tamaiio muy pequefio, menor al de los grillos de primera semana. Los

grillos habian sido empleados en otros proyectos con la misma especie pero sin
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ningin éxito, posiblemente debido al tamafio de la presa. Estos grillos fueron

aceptados por las pequefias ranas aproximadamente hacia el dia 20.

8. CONCLUSIONES

De las tres dietas evaluadas en larvas de R. bombetes, Carnivora + TetraMin-
ProCare® fue la dieta con la cual las larvas se desarrollaron mas rapido. Sin embargo,
con TetraMin-ProCare®, aunque fue la dieta control, el desarrollo fue mas rapido

como para sugerir el uso de otra dieta.

Los parentales prefirieron un lugar himedo y con algin tipo de proteccion para la
ovoposicion de los huevos. Las condiciones de oscuridad que proporcionaron estos

lugares fueron las mas frecuentes en cuanto al nimero de posturas encontradas.

La proporcion de sexos 230:39Q fue la mas exitosa respecto al nimero de posturas y
fertilidad de los huevos. La proporcion 13:39 también tuvo namero de posturas

considerable, respecto al anterior, pero la réplica no se comporto igual.

Los grupos parentales se reprodujeron durante todos los meses del afio pero, para
concluir que la especie se reproduce durante todo el afio habra que hacer estudios

posteriores que incluyan los meses faltantes.
Los cambios morfoldgicos de los estadios embrionarios y larvarios se comportaron

igual a lo descrito por Gosner (1960). El tiempo de duracion promedio de las etapas

embrionaria y larvaria fue de 20,3 y 109 dias respectivamente.
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9. RECOMENDACIONES

Para el manejo de larvas de la especie Ranitomeya bombetes se recomienda el uso de
hojuelas para peces, las cuales proveen un buen desarrollo y un 6ptimo crecimiento.
Este alimento, al igual que cualquier alimento con componente organico, puede
descomponer rapidamente el agua, por lo que el recambio debera hacerse maximo

cada 24 horas asi como disminuir la cantidad del mismo.

Las hojuelas deben suministrarse trituradas, casi como polvo, para que las larvas
recién eclosionadas puedan consumir el alimento facilmente. No se recomienda

alimentar las larvas, antes de 2 dias de ocurrida la eclosion.

Es recomendable hacer el analisis bromatologico de las dietas, solo de esta manera se
podra discutir con mas argumento sobre los componentes que incrementaron o

retrasaron el desarrollo y crecimiento.
La proporcion de sexos recomendada para la cria en cautiverio de R. bombetes es

23:39. Pueden hacerse mas experimentos que cuenten con un mayor nimero de

repeticiones para corroborar este resultado.
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ANEXOS A
Analisis grafico de los datos para dieta vs. desarrollo. El eje Y esta dado en dias (n

= 5 para cada box-plots).
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ANEXO B
Analisis grafico de los datos para dieta vs. tamafio. El eje Y estd dado en cm (n =

5, en todos los box-plots).
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