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Abstract

Within vertebrates, amphibians represent a highly diverse biological class facing the
most critical situation. Difficulties exist within captive breeding programmes that limit
the successful reproduction of these species and their subsequent reintroduction. The
priority of establishing ex situ conservation programmes has led to the creation of captive
conservation centres with the aim of keeping these species alive and reproducing genetically
viable specimens. Among these is the lack of knowledge about the general biology and
the specific reproductive characteristics of each species. Craugastor evanesco is one of
our endemic species that lives in the Atlantic basin and Coclé, barely described in 2010
and is very susceptible to infection of the pathogenic fungus Bd, with high probability of
disappearing in the wild. Because of the above, our overall goal is to develop an artificial
fertilization protocol applied to the conservation of the Vanishing Rainfrog (Craugastor
evanesco). For this purpose, the stimulation effectiveness of a single ovulatory dose should
be compared to the stimulation effectiveness using previous preparatory doses of lower
concentration followed by the administration of the higher concentration ovulatory dose.
Eggs obtained by stimulation with the most effective treatment (s) will be placed in a Petri
dish moistened with ARS. High quality sperm samples (motility and progressive motion >
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90%) shall be distributed over the egg mass using a pipette.
Keywords: Amphibian, artificial fertilization, eggs, hormones, reproduction.

Resumen

Dentro de los vertebrados, los anfibios representan una clase biolégica de gran
diversidad que enfrenta la situacidn mas critica. Existen dificultades dentro de los
programas de reproduccion en cautiverio que limitan la reproduccion exitosa de
dichas especies y su posterior reintroduccion. La prioridad de establecer programas
de conservacion ex situ ha promovido la creacion de centros de conservacion
en cautiverio con la finalidad de mantener vivas a estas especies y reproducir
especimenes genéticamente viables Entre ellas, el poco conocimiento sobre la
biologia general y las caracteristicas reproductivas especificas de cada especie.
Craugastor evanesco es una de nuestras especies endémicas que habita en la
cuenca atlantica y Coclé, apenas descrita en el afio 2010 y es muy susceptible a
la infeccion del hongo patéogeno Bd, con alta probabilidad de desaparecer en vida
silvestre. Por lo mencionado anteriormente, nuestro objetivo general es desarrollar
un protocolo de fertilizacién artificial aplicado a la conservacion de la rana hojarasca
desvaneciente (Craugastor evanesco). Para este fin se comparara la efectividad de
estimulacidn de una sola dosis ovulatoria vs la efectividad de estimulacion utilizando
dosis preparatorias previas de menor concentracion seguidas de la administracion
de la dosis ovulatoria de mayor concentracion. Los huevos obtenidos mediante
estimulacion con el/los tratamientos mas efectivos seran colocados en un plato
Petri humedecido con ARS. Las muestras de esperma de alta calidad (motilidad y
movimiento progresivo > 90%) seran distribuidas sobre la masa de huevos utilizando
una pipeta.

Palabras claves: anfibios, fertilizacion artificial, huevos, hormonas, reproduccion.

1. INTRODUCCION

La clase “vertebrados” esta experimentando declives poblaciones y extinciones[1], [2].
De estos, los anfibios se sitian en la posicion mas delicada, con un aproximado de 41 a 53%
de especies amenazadas a nivel global[3].

Este panoramaenmarcalallamada “Crisis de extincidn de anfibios”, ocasionando declives
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y extinciones de anuros, salamandras y cecilias distribuidos en diferentes ecosistemas de
nuestro planeta, excepto en el continente antartico[4], [5].

Panama se ubica en la regién tropical mesoamericana, que alberga endemismo y
diversidad, con un total de 241 especies descritas de anfibios[3], [6]—-[9]. La especie
Craugastor evanesco es de reproduccion terrestre y desarrollo directo. Se distribuye en area
de El Copé y la vertiente atlantica de la serrania de Tabasara[10]. Su estatus de conservacion
es de criticamente amenazada, por razones como la enfermedad causada por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis[11], destruccidon de habitat para agricultura y actividades
relacionadas a la explotacion de recursos mineros[12].

La especie se encuentra dentro de Proyecto de Rescate y Conservacién de Anfibios, un
programa ex-situ de conservacion y reproducciéon en cautiverio (CBP) [13]-[16].

Las tecnologias de reproduccion asistida se aplican para ayudar a reproducir especies
que no se reproducen facilmente de manera natural en CBP’s y asi, evitar su extincién [17]—
[19].

2. METODO
A. SELECCION

Se seleccionaran individuos sexualmente maduros.

B. COLECTA DE ESPERMA

Cuerpo del Texto: Se realizara tratamiento de estimulacion hormonal para colecta de
orina espermatica, via inyeccion intraceldmica del agonista de la hormona liberadora de la
gonadotropina GnRH-des-Gly10, D-Ala6, Pro-NHEt9.

Se analizardn los parametros espermaticos generales (concentracidon, motilidad,
movimiento progresivo, pH, osmolalidad, morfologia).

C. COLECTA DE HUEVOS

Se realizara tratamiento de estimulacion hormonal via inyecciéon intraceldmica del
agonista de la hormona liberadora de la gonadotropina GnRH-des-Gly10, D-Ala6, Pro-
NHEt9 y la gonadotropina coridnica humana (hCG).

Se probara la efectividad de las hormonas y las concentraciones para la colecta de
huevos viables.

Se compararad la efectividad de estimulacidon una dosis ovulatoria (Fig. 1) vs la efectividad
de dosis preparatorias previas de menor concentracion seguidas de la dosis ovulatoria de
mayor concentracion (Fig. 2).

La dosis ovulatoria sera administrada 72 horas después de la estimulacidon con la dosis
preparatoria para cada uno de los tratamientos (Fig. 2).
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Figura 1: Experimento 1 con dosis Figura 2: Experimento 2 con dosis preparatorias mas dosis
ovulatorias ovulatorias.

D. MONITOREO Y EVALUACION DE HUEVOS

Se regresaran a sus terrarios bajo constante observacion. Si después de pasadas 24 horas
de la estimulacidn, la hembra no oviposita naturalmente, se procedera a realizar masajes
abdominales diarios por 5 dias para estimular la oviposicion.

Los huevos colectados seran colocados en platos Petri ligeramente humedecidos con
ARS y protegidos de exposicion a la luz. Se contara el numero total de huevos por evento
de oviposicion, se medira el diametro de los huevos y se evaluara la integridad de la capa
de gel.

E. FERTILIZACION ARTIFICIAL

Se realizara la técnica de fertilizacion artificial.

Se seleccionaran los huevos obtenidos mediante estimulacion con el/los tratamientos
mas efectivos y seran colocados en un plato Petri humedecido con ARS. Las muestras de
esperma de alta calidad (motilidad y movimiento progresivo >90%) seran distribuidas sobre
la masa de huevos utilizando una pipeta.
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3. RESULTADOS ESPERADOS

A. Estimulacion hormonal

e Primera identificacidon del efecto de la estimulacion hormonal en la producciéon de
huevos en C. evanesco.

e Comparacion del efecto estimulatorio hormonal entre las diferentes hormonas vy
concentraciones para la colecta de huevos en C. evanesco.

B. Caracterizacion de los huevos

Primer analisis de las caracteristicas de los huevos (cantidad, didmetro e integridad de
capa de gel) de la especie en cautiverio C. evanesco.

C. Protocolode fertilizacion artificial

e Primer estudio para la obtencidon de huevos fertilizados de forma artificial para esta
especie.
e Desarrollo de técnicas de reproduccion asistida especifica para C. evanesco.

4. IMPACTOS

Los resultados de esta propuesta generaran conocimiento, actualmente inexistente,
que impactara directamente en el manejo de especies de anfibios en peligro de extincidon
que se encuentran en cautiverio, y a su vez, producira nueva informacion sobre la fisiologia
reproductiva de estas especies en su medio natural.
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