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Hasta el momento, la incubacién artifi-
cial de puestas de sapo partero comun (Alytes
obstetricans) ha resultado complicada (Martin-
Beyer, 2019) y los casos de éxito tnicamente
anecdéticos (Wells ez al., 2015). Esta dificultad
estdrelacionada con lassingulares adaptaciones
reproductivas al medio terrestre de las espe-
cies del género Alytes.

Por un lado, el amplexo se realiza en tie-
rra y los machos cargan con las puestas hasta
su eclosién. El cuidado de los huevos en esta
etapa es fundamental, aunque se ha descar-
tado que los machos humedezcan la pues-
ta, manteniéndose en este periodo el hdbito
de los adultos de ocupar refugios bajo tierra
(Bosch, 2014). Estudios en otros anfibios que
cuidan de sus puestas indican que el mo-
vimiento de los huevos puede ser esencial
(Crump, 1996; Wells er al, 2015), tanto para
evitar infecciones fingicas al romperse las
hifas de los hongos que los parasitan (Salthe
& Mecham, 1974) como para prevenir anoma-
lias del desarrollo, al evitar la adhesién del
embrién a la cubierta del huevo (Organ, 1960;
Forester, 1979; Simon, 1983).

Por otra parte, la mayoria de los huevos de
especies anamnidticas de incubacién terres-
tre mueren por hipoxia si se les incuba bajo
el agua, debido precisamente a adaptaciones
evolutivas que evitan la desecacién (Martin &
Carter, 2013). Por tltimo, en ecosistemas de la
alta montana pirenaica, se ha constatado la
menor tolerancia de sus larvas a las aguas con
baja conductividad, lo que podria tener rela-

cién con su capacidad de mantener la osmo-
laridad interna (Mir6 ez al., 2018).

Con todo ello, la incubacién artificial de
huevos de sapos parteros puede ser requeri-
da con cierta frecuencia al encontrar puestas
abandonadas o en programas de cria en cauti-
vidad, en los que es necesario retirar la pues-
ta del macho al constrenirle las extremidades
posteriores (Wells er al., 2015). Asi, en la pre-
sente nota se describe la metodologia segui-
da para la incubacién artificial de una puesta
huérfana de sapo partero comun.

El 14 de abril de 2021 se encontré una
puesta de A. obstetricans en los alrededores
de la ciudad de Burgos. Tras su inspeccién
bajo lupa binocular (Ura Technic modelo
216/2) se determiné que los huevos se en-
contraban entre la etapa 20 y 21 de desarrollo
embrionario (Gosner, 1960), con circulacién
sanguinea visible a través de branquias exter-
nas, ojos en proceso de desarrollo y piel sin
pigmentacién. La puesta constaba de 31 hue-
vos, que se separaron individualmente. De
estos, cinco estaban muertos o sin fecundar
y fueron descartados. Los 26 restantes se re-
partieron en dos grupos de 13 huevos con
la finalidad de probar dos condiciones de
incubacién (Figura 1).

INcuBACION

Los huevos se mantuvieron en una habita-
cién con luz natural indirecta y a una tempe-
ratura de entre 16y 20° C.
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Figura 1: Los dos grupos de incubacién: grupo 1 a la izquierda y grupo 2 a la derecha. Dia 1.

Grupo 1: Paraincubarel primer grupo de
huevos se prepararon varias capas de papel
de celulosa humedecidas con agua. El papel
se mantuvo himedo, sin que llegase a estar
saturado (Figura 1, izquierda y Figura 2).
Los huevos se colocaron sobre el papel y se
taparon con un recipiente de vidrio, para
que el aire también permaneciera hime-
do. Durante el tiempo de incubacién se
mantuvo el mismo papel, humedeciéndolo
cada dia y comprobando el estado de los
embriones, volteindolos cada ocho horas
aproximadamente.
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Figura 2: Dia 2 de los huevos sobre papel.

Grupo 2: El segundo grupo de huevos se
mantuvo sobre una capa de agua que los cubria
por la mitad y con una superficie de contacto
con el aire similar en todos ellos. En este caso,
los huevos se colocaron suficientemente sepa-
rados, debido a que a poca distancia tendian a
unirse por la tensién superficial del agua y esta
acababa cubriendo a los centrales casi por com-
pleto (Figura 1, derecha). Se procedié del mis-
mo modo que en el grupo anterior, cubriéndo-
los con un recipiente de vidrio. Y de la misma
manera, se comprobaba diariamente su estado,
se volteaban y se retiraban los huevos muertos,
cambidndolos a una nueva superficie con agua
limpia para prevenir infecciones.

EcLosION

Tras ocho dias de incubacidn, se observé bajo
lupa binocular que los embriones de ambos gru-
pos se habian desarrollado hasta la etapa larvaria
25 de Gosner. En este momento se observé que
las larvas estaban completamente pigmentadas,
exceptuando una franja ventral, la cola tenfa
practicamente la longitud del cuerpo, tenian los
ojos totalmente desarrollados, respondian mo-
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viéndose rdpidamente ante cualquier estimulo y,
al igual que se habia descrito previamente (Noble,
1926), las branquias habian comenzado a atro-
fiarse dejando de circular sangre a través de ellas.
Ademis, en la superficie de los huevos del primer
grupo se podian observar pequenas descamacio-
nes, cambios similares a los observados por Wells
et al. (2015). En este momento, se cubrieron to-
dos los huevos con agua.

A las pocas horas se produjeron las pri-
meras eclosiones: una larva del primer grupo
con movilidad normal (Figura 3) y tres lar-
vas muertas del segundo grupo cuyos cuer-
pos se habian desfigurado al salir (Figura 4).
Tras mas de 14 horas sin nuevas eclosiones,
se ayud6 al nacimiento del resto de larvas.
Cada huevo se transfirié a un recipiente con
una pequefia capa de agua, donde se mantu-
vo contra el fondo presiondndolo suavemente
con dos dedos. Con el filo de una aguja hipo-
dérmica se fueron rompiendo poco a poco las
dos capas de la cubierta, justo frente a la cabe-
za de la larva. Al romperse la capa interna, se
facilit6 la rdpida salida de la larva ejerciendo
una pequena presion sobre el huevo.

Figura 3: Eclosién el dia 8
de la primera larva incubada

sobre papel.

Cada grupo de larvas se traslad6 por sepa-
rado a un tanque de pldstico de unos 0,1 m?
de superficie, con una profundidad aproxima-
da de 10 cm de agua. Se agregaron algas fila-
mentosas de charcas cercanas a la procedencia
de la puesta y se suplementé con Gammarus
secos pulverizados y huevo cocido triturado.
Se mantuvieron durante 15 dias para su ob-
servacién, con luz directa, provistas de unas
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Figura 4: Eclosion el dia 8 de la primera larva incubada
sobre agua (20X).
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piedras como refugio y realizando cambios de
agua cada tres dias (Figuras 5y 6).

En las larvas del grupo 2 no se observéd
ingesta durante los dos primeros dias tras la
eclosién. Por ello, se determiné agregar azi-
car (sacarosa) al agua para facilitar una fuente
nutritiva en disolucidn, siendo un tratamiento
similar al utilizado para los adultos que presen-
tan evaginacién intestinal (Martin-Beyer, 2019).
Asi, durante las siguientes semanas, dos veces
al dia las larvas se trasladaron a un pequefio
tanque con azdcar durante una hora. Tras este
tiempo, se trasferfan a un nuevo tanque sin
azlicar para evitar la proliferacién de microor-
ganismos y posibles infecciones.

Durante la incubacién se observé que los
huevos del grupo 1, mantenidos sobre papel
himedo, presentaban un tamafio ligeramente
mayor que los que estaban en agua, ademis
de una mayor movilidad, tanto en los estira-
mientos y cambios de posicién esporddicos de
la cola como en la agitada respuesta a estimu-
los como luz, sonido o movimiento. Tras ser
cubiertos por agua para facilitar la eclosién,
se reparé en que los huevos de este grupo se
hincharon ligeramente. La supervivencia del
grupo 1 fue del 100% a los 15 dias tras la
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Figura 5: Larvas inadas sobre papel el dfa 7 tras la
eclosién durante un cambio de agua.

eclosién (Tabla 1), momento en el que las
larvas se liberaron en una charca permanente
cercana al lugar donde se localizaron.

Los huevos del segundo grupo se perci-
bfan mds pequefios y las larvas menos mévi-
les que las del grupo 1. En dos ocasiones se
detectd una larva muerta que estaba comple-
tamente rodeada por otros huevos y que, por
tensién superficial, también estaba prictica-
mente cubierta de agua.

En este segundo grupo los huevos, una
vez cubiertos completamente de agua, no se
hincharon, aunque las larvas mantenfan mo-
vilidad dentro del huevo. Durante la eclosién,
sus cuerpos se deformaron completamente y
la mayoria salieron desfiguradas y con los te-
jidos rotos, provocando su muerte (Figura 4).
Solo cuatro larvas sobrevivieron al nacimiento
(Tabla 1), presentando poca movilidad. Du-
rante el tratamiento con azicar, estas mejo-
raban su equilibriocepcién y aumentaban su
respuesta a estimulos. Aun asi, no se observé
ingesta en ninguna de ellas y todas murieron a
lo largo de los 15 dias de observacién.

A pesar de que el nimero de individuos
para este estudio ha sido muy bajo, el alto éxito
de supervivencia en la incubacién sobre papel

Figura 6: Larvas incubadas sobre papel 15 dias tras la
eclosién.
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Tabla 1: Supervivencia de las larvas a lo largo del ex-
perimento. G1=Grupo 1 (papel); G2=Grupo 2 (agua).
Etapa Nimero de larvas
G1 G2
Inicio 13 13
Final de la incubacién 13 11
Tras la eclosién 13
15 dfas después de la eclosién 13

himedo puede convertir esta técnica en un
buen punto de partida para futuras incubacio-
nes artificiales de puestas de sapo partero.

Es posible que la clave del éxito sea que el
papel haya podido actuar como sustituto de la
humedad de la piel del macho y que la hume-
dad ambiental haya simulado las condiciones
de los refugios en los que se cobijan. A pesar
de que en ningin momento el papel llegaba
a estar saturado de agua los huevos permane-
cieron tersos y llenos de liquido (Figura 2).
Asi, al igual que se han constatado estrategias
moleculares de regulacién osmética en otras
especies de anfibios (Suzuki & Tanaka, 2009),
podria ser que los huevos de A. obstetricans
estuvieran provistos de mecanismos similares
en su superficie.

Por otro lado, haber separado los huevos
individualmente ha permitido eliminar los
que estaban muertos, evitando posibles infec-
ciones, ademds de ofrecer condiciones mucho
mds homogéneas que manteniéndolos unidos
en la puesta original. El hecho de que dos
larvas del segundo grupo muriesen tras pa-
sar varias horas rodeadas de otros huevos, y
casi completamente cubiertas de agua, podria
ser consecuencia de estar en condiciones de
hipoxia bajo el agua (Martin & Carter, 2013), al
tener menor superficie expuesta al aire y com-
petir por los gases disueltos en el agua con los
huevos que las rodeaban. Precisamente esta
era una de las situaciones a evitar, al tratar de

mantener separados los huevos en el grupo 2
y procurando que al menos su mitad superior
se mantuviera siempre en contacto con el aire.
Sin embargo, con frecuencia la tensién super-
ficial del agua tendia a unirlos entre si.

Por otro lado, el hecho de que los huevos
incubados en agua tuvieran un menor tama-
fio y las larvas una menor movilidad, sobrevi-
viendo hasta justo su eclosién, momento que
provocaba su muerte, podria tener relacién
con la menor tolerancia de la especie a aguas
con conductividades bajas (Mir6 ez al, 2018). De
esta manera, la secuencia de hechos observados
en el grupo 2 podria corresponderse con una
baja osmolaridad, a consecuencia de la pérdida
de sales. Que los huevos fuesen mds pequefios
y apenas se hinchasen tras ser cubiertos com-
pletamente de agua podria indicar que tenian
menor presién osmotica. La menor movilidad
también podria corresponder con una baja os-
molaridad, puesto que la contraccién muscular
estd mediada por calcio (Ebashi & Endo, 1968), e
incluso el hecho de que los cuerpos de las larvas
se rompieran durante la eclosién podria indi-
car que sus células no estaban bien cohesiona-
das, sugiriendo que las integrinas, cadherinas
y otras moléculas responsables de la adhesién
celular no tuvieran la suficiente disponibilidad
de calcio para mantener correctamente la inte-
gridad de los tejidos (Albelda & Buck, 1990; Rowin
et al., 1998; Sjaastad & Nelson, 2005).

Precisamente el temor a esta pérdida os-
motica y sus consecuencias es lo que llevé a
ayudar a la eclosién de los huevos. El hecho
de que varias larvas eclosionaran a las pocas
horas de ser sumergidas indica que el mo-
mento para ellas era el adecuado. Pero que la
mayorfa no lo hiciera podria sugerir que, o
bien ain era necesario un tiempo mds largo
de incubacién, o que alguna de las variables
en las condiciones de la eclosién no fuera la
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adecuada. Asi, en futuras incubaciones po-
drian probarse diferentes momentos para
inducir la eclosién, ademds de mantener un
control de estas condiciones, especialmente
en lo referido a la osmolaridad del agua.

En otro orden de cosas, el mantenimien-
to con azucar de las larvas del segundo grupo
pudo ser relativamente efectivo para mante-
nerlas con vida durante mds tiempo, pero es
probable que las deficiencias acumuladas du-
rante la incubacién y la eclosién hayan impe-
dido su completa recuperacién.

REFERENCIAS

Por todo ello, estos datos senalan algunos
aspectos para tener en cuenta en la incuba-
cién artificial de huevos de sapos parteros,
invitando a profundizar en experiencias de
este tipo para valorar los diversos aspectos
senalados. Ademds, abren nuevos interro-
gantes para lograr una incubacién y eclo-
sién Optimas y determinar su relacién con
las adaptaciones a la reproduccién terrestre
de la especie.
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