DISTRIBUCION PRESUPUESTAL

FECHA :

DEPENDENCIA :

19-05-2026

Grupo Seguimiento y control

CERTIFICADO DE REGISTRO PRESUPUESTAL No.: 1758

VIGENCIA CERTIFICADO DE REGISTRO PPTAL.: 2025

DOCUMENTO No.: CVC No. 0095-2025

TIPO DE DOCUMENTO: CONVENIO

OBSERVACIONES: ULTIMO DESEMBOLSO - FUNDACION ZOOLOGICA DE CALI

INFORMACION REQUERIDA PARA TODO PAGO

Recurso Area de Responsabilidad Imputacion Presupuestal Valor a causar por Imputacion
1043 1091628 020020300020016008 $ 5.000.000,00
1043 1091651 020020300020016008 $ 2.500.000,00

TOTAL DISTRIBUCION PRESUPUESTAL : $7.500.000,00

-—M»—\,c:_xu_x&n q ) :PQ&L"‘? L

FIRMA AUTORIZADA

ADRIANA PATRICIA RAMIREZ DELGADO
DIRECTORA DE GESTION AMBIENTAL (C)’h

REVISOR PRESUPUESTO







 BENEFICIARIO:
| IDENTIFICACION:
| OBJETO:

' VALOR:

m

Carporacidn Autdnoma
Regional del Valle del Cauca

FORMATO PARA PAGO DE CONVENIOS

0701 - 518762026

FECHA: Santiago de Cali, MAYO 11 de 2026
PARA: Grupo de Contabilidad
ASUNTO: Desembolso Convenio Interadministrativo No. 095 de 2025

De manera atenta, solicitamos tramitar el desembolso No. XX del convenio referenciado en
el asunto, de acuerdo con la siguiente informacién:

_Fundacion Zooldgica de Cali
890.318.247-8
Aunar esfuerzos técnicos y recursos econdmicos para realizar el
seguimiento al programa de reintroduccion de Oophaga lehmanni,
| garantizar el manejo ex situ de individuos bajo cuidado humano e
| investigar la genética de las poblaciones in situ de la especie para su
| monitoreo y conservacion

gy oL

CONCEPTO: - Ultimo desembolso segun cldusula CUARTA de la minuta del
convenio 095-2025 CVC-FZC
$7.500.000.00 (SIETE MILLONES QUINIENTOS MIL PESOS M/CTE.)

( ds (' ('(C‘FCJ/’IW R

GUSTAVO ALBERTO TRUZILLO BARRIENTOS MARIA CLA OMINGUEZ Vj RQAZA

Supervisor del/Convenio - legal Fundacién Zoologica
de Cali
¢ :
A—A?C&.V\Ql%c} ? 'D‘éi:lu.u‘. <2
ADRIANA PATRIICA RAMIREZ DELGADO
Directora de Gestién Ambiental ((_:&._97
VERSION: 03 COD FT.0510.29

No se deben realizar modificaciones en el formato.
Grupo Gestion Ambiental y Calidad
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Corporacion Auténoma
Regional del Valle del Cauca

ACTA DE ENTREGA Y RECIBO FINAL

CONVENIO CVC No. 95 de 2025

OBJETO: Aunar esfuerzos técnicos y recursos econémicos para realizar el seguimiento
al programa de reintroducciéon de Oophaga lehmanni, garantizar el manejo ex situ de
individuos bajo cuidado humano e investigar la genética de las poblaciones in situ de la
especie para su monitoreo y conservacion

CONTRATISTA: FUNDACION ZOOLOGICA DE CALI

PLAZO: A partir de la firma del acta de inicio sin exceder el 31 de marzo de 2026
VALOR: SETENTAY CINCO MILLONES DE PESOS MCTE($75,000,000.00)
CERTIFICADO DE REGISTRO PRESUPUESTAL: 1758

FECHA DEL ACTA DE INICIO: 29 de Julio del 2025

En el Municipio de CALI, el dia 11 de Mayo del 2026, siendo las 10:15 AM se reunieron
en las instalaciones de la Grupo Seguimiento y control de la Corporacion Auténoma
Regional del Valle del Cauca CVC, los sefiores: MARIA CLARA DOMINGUEZ VERNAZA,
identificado con la cédula de ciudadania No. 31860463 quien actia en nombre y
representacion de la empresa FUNDACION ZOOLOGICA DE CALI: y GUSTAVO
ALBERTO TRUJILLO BARRIENTOS, identificado(a) con la cédula de ciudadania No.
71620950, quien actua en su condicion de SUPERVISOR, con el fin de suscribir el acta
de entregay recibo final del CONVENIO CVC No. 95 de 2025, en los siguientes términos:

El SUPERVISOR del CONVENIO No. 95 de 2025, GUSTAVO ALBERTO TRUJILLO
BARRIENTOS, manifiesta que recibié de parte del CO NTRATISTAy a entera satisfaccion
lo siguiente: El supervisor del convenio 095-2025 indica que recibid el 31 de marzo el
informe final del convenio y se procedié a la revisién del informe técnico y financiero por
lo cual se procede a autorizar, a la fecha, el Gltimo desembolso del convenio. Por lo tanto,
considero procedente el pago por valor de SIETE MILLONES QUINIENTOS MIL DE
PESOS MCTE ($7,500,000.00).

CVC - Sistema SABS - Minutas

1
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Corporacion Auténoma
Regional del Valle del Cauca

En constancia de lo anterior se firma en el Municipio de CALI el dia 11 de Mayo del 2026

EL SUPERVISOR, POR EL CONTRATISTA,

GUSTAVOZ‘QBER?;ZUJILLO B

CVC - Sistema SABS - Minutas

2






E@ SABS - SISTEMA DE ADQUISICION DE BIENES Y SERVICIOS
i : Informe de Supervision

Corparocnda Actonomg
Reprawcd dd Vade vl Coueg

1. GENERALIDADES

Informe No. 1-2026
Ciudad y fecha Informe: Cali - CALI, 19/05/2026
Nombre del Supervisor: TRUJILLO BARRIENTOS GUSTAVO ALBERTO

Tipo CONVENIO Numero 95 Ano 2025

Objeto: Aunar esfuerzos tecnicos y recursos economicos para reahizar el sequimiento al
programa de remtroduccion de Oophaga lehmanni, garantizar el manejo ex situ de
individuos bajo cuidado humano e investigar la genetica de las poblaciones in situ
de la especie para su monitoreo y conservacion

Fecha de Inicio: 29 de julio de 2025 Fecha Terminacion: 31 de marzo de 2026
Plazo inicial: A partir de la firma del acla de inicio sin exceder el 31 de diciembre de 2025
Plazo final: A partir de la firma del acta de inicio sin exceder el 31 de marzo de 2026
Valor Inicial: $75,000,000  Valor adicionales: SO Valor Total: $75.000,000
Valor pagado a la fecha: $75.000,000  Saldo: $0 Valor Aportes: $8,335.000

No Ultimo Contrato Adicional: 1 Fecha del adicional: 2025-12-30  Tipo Adicion: Tiempo

2. OBLIGACIONES DEL CONTRATISTA

Contratista:  FUNDACION ZOOLOGICA DE CAL!
LAS CONTENIDS EN LOS ESTUDIOS PREVIOS Y MINUTA DEL CONVENIO

3. POLIZAS
Aseguradora Amparo Fecha fin del
amparo
INSEGURADORA CALIDAD DEL SERVICIO : 3112/2026
SOLIDARIA DE COLOMBIA
IANSEGURADORA PAGO DE SALARIOS, PRESTACIONES SOCIALES E 311212028
SOLIDARIA DE COLOMBIA [INDEMNIZACIONES DEL PERSONAL CONTRATADO PARA LA
EJECUCION DEL CONVENIO
IANSEGURADORA CUMPLIMIENTO DEL CONVENIO 30/06/2026
SOLIDARIA DE COLOMBIA
ASEGURADORA BUEN MANEJO E INVERSION DEL PRIMER DESEMBOLSO 30/06/2026
SOLIDARIA DE COLOMBIA
4. ACTIVIDADES
Actividad Aspectos Relevantes | Unidad |Cant.| Cant. [Cant.| % Comentario avance
Prog.| Ejec. | Ejec. |Avanc
PeriodojAcum,|
Garantizar las condiciones]informes de avance y final de[INFORMES |2 1 2 100% El conviniente  entrega e
le mangjo y ienestar de lajproceso  de  maneje WTECHNICOS nforme final sobre: el procesg
poblacion  bajo  cuidadofbienestar de mangjo y bienestar de Ins
humano de Cophaga| individuos que se encuentran
lehmanni bajo condiciones conlenlada
*n mstalacienes  de 13
19/05/2026

Pagina 1 de 2



SABS - SISTEMA DE ADQUISICION DE BIENES Y SERVICIOS
Informe de Supervision

._‘-

cxcabn Autiennng

g bade el Coura

Informe No.  1-2026
Ciudad y fecha Informe:
Nombre del Supervisor:
Tipo CONVENIO

CALI - CALI, 19/05/2026

TRUJILLO BARRIENTOS GUSTAVO ALBERTO
Ano 2025

Numero 95

Fundacion Zoologica de Cali,
cumpliendo con  estandares
[de bienestar animal

inchviduos de:
Qophaga lehmanni en e
marco  del  programa  de]
reproduccion con fines  de
CONSenyacion

Libetar

informes de avance y finall
que documente evenlo de
iberacion

INFORMES
TECNICOS

100%

Se presento el informe sobre
todas las liberacione

realizadas durante la v:gencnj
kel convenio

Plan Operativo de Trabajo

Ciscriminado por actividad
por semanas, aprobado por I
supervision del convenio

PLAN
OPERATIVO

100%

Se aprueba Plan Operativo d

irabajo con las sigueimezl
ILctividades: Analisis Genelico
ide Poblaciones. Garantizar
las condiciones de manejo vy
bienestar de la poblacion bajo
jcuidado humano de Oophaga
lehmanni, Liberar mdn.rlcluosl
lde Cophaga lehmanni en e
marco del programa  de
reproduccion con  fines  de|
lconservacion

Analisis Genético de

Foblaciones

Informe de avance e informe
final del analisis genetico

INFORMES
TECNICOS

1003?

El  conviniente entrega e
nforme genetico de muestra
ambientales y de irtdividuoj
jue permite lomar acciones
futuras en el programa dg
reintroduccion de la especig
(Oophaga lehmanni al medif

natural

5. INFORME GENERAL DE SUPERVISION

Se recibio el ultimo informe de parte del conveniente el cual muestra el cumplimiento de todas las aclividades
pactadas en el convenio, de igual manera se presento el informe financiero incluida la contrapartida y las
certificaciones de los pagos de seguridad social y ARL

Firma del Supervisor

19/05/2026

At

TRUJILLO BARRIENTOS GUSTAVO ALBERTO
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Alfredo Lopez y Cia. S.A.S. BIC.
Desde 19810

El suscrito Revisor Fiscal de
FUNDACION 7001 OGICA DFF CALI

NIT R90.318.247-8

CERTIFICA QUE:

De acuerdo con los registros v soportes confables de ia Entidad, durante fos aitimos
seis (6) meses calendario legalnienic cxigibles. ha realizacdo el pago de los apoiles ol
sistema de seguridad y proteccion sociales exigidos por la ley con hase o los plazos
dispuesto en el articulo 02 del Decieto 1990 de 2016.
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1 INTRODUCCION

La acelerada pérdida de biodiversidad constituye uno de los principales desafios ambientales
del siglo XXI, con implicaciones directas sobre la estabilidad de los ecosistemas y el bienestar
humano (Benavidez-Silva et al., 2024; Butchart et al., 2010). Los anfibios han sido
identificados como uno de los grupos mas afectados, con reducciones poblacionales
generalizadas, extinciones locales y desapariciones de especies en multiples regiones del
mundo (Houlahan et al., 2000; Tapley et al., 2015). El caracter multifactorial de esta crisis, que
involucra la degradacion y fragmentacion de habitats, el cambio climético, la contaminacion,
las enfermedades emergentes y el trafico ilegal de fauna silvestre, demanda respuestas
integrales basadas en la generacion de conocimiento cientifico, la gestion adaptativa y la

articulacion efectiva entre actores institucionales y comunitarios.

En el Neotropico, el Choco biogeografico constituye uno de los territorios mas relevantes para
la conservacion de anfibios debido a sus altos niveles de diversidad y endemismo (Daza et al.,
2019). En esta region, las ranas venenosas de la familia Dendrobatidae representan un grupo
emblematico por su importancia ecolégica y valor evolutivo. Estas especies presentan
estrategias reproductivas especializadas, comportamientos parentales complejos y
coloraciones aposematicas asociadas a compuestos alcaloides, rasgos que reflejan

procesos adaptativos finos frente a condiciones ambientales especificas (Grant et al., 2017).

Dentro de este grupo, Oophaga lehmanni (Myers & Daly, 1976) constituye uno de los casos
mas representativos de endemismo y vulnerabilidad en Colombia. Su distribucion se restringe
a sectores del bosque humedo de la vertiente occidental de la Cordillera Occidental, en la
cuenca alta y media del rio Anchicaya, donde ocupa habitats con condiciones
microclimaticas estables y disponibilidad de fitotelmas utilizados para el desarrollo larval.
Presenta comportamientos reproductivos altamente especializados, entre ellos el transporte
de renacuajos y la provisiéon de huevos troficos, lo que refuerza su dependencia de la

estructura del bosque y de recursos especificos del entorno.
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Las evaluaciones sobre su estado de conservacion la ubican en categoria de amenaza critica,
determinada por su rango de distribucion extremadamente restringido, la disminucién en la
calidad de su habitat y la presion sostenida del trafico ilegal. Este ultimo factor ha generado
efectos directos sobre la estructura poblacional y la variabilidad genética, promoviendo
escenarios de extraccion selectivaque comprometen su viabilidad a largo plazo (Gémez-Diaz
et al., 2019). Estudios de genética poblacional han evidenciado niveles de heterocigosidad
inferiores a los esperados bajo equilibrio, lo que sugiere procesos historicos de reduccion
poblacional y pérdida de diversidad genética, con implicaciones sobre la resiliencia

adaptativa de las poblaciones naturales (Betancourth-Cundar et al., 2020).

Como parte de las estrategias de manejo, desde 2022 se ha implementado el programa de
reproduccion y reintroduccién de individuos de O. [ehmanni en areas de su distribucion
natural con antecedentes de extinciéon local, acompanado de un modelo de monitoreo
comunitario. El Convenio Interadministrativo 095 se estructura como un instrumento
orientado a consolidar y escalar estos esfuerzos. Su objeto se centré en la integracion de
capacidades técnicas, cientificas y operativas para fortalecer la conservacion de la especie
mediante la realizacion de un evento de liberacion, el seguimiento al programa de
reintroduccién, un analisis de genética poblacional y el mantenimiento de poblaciones bajo

cuidado profesional, generando informacion estratégica para la toma de decisiones.

El presente informe final retine los resultados derivados de la implementacion del Convenio

095, organizados segun sus componentes técnicos.

2 OBIJETIVOS

Objetivo General
Aunar esfuerzos técnicos y recursos econémicos para realizar el seguimiento al programa de

reintroduccién de Oophaga lehmanni, garantizar el manejo ex situ de individuos bajo cuidado
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humano e investigar la genética de las poblaciones in situ de la especie para su monitoreo y

conservacion.

Objetivos especificos

e Estimar los cambios en la diversidad genética de las poblaciones naturales de
Oophaga lehmanni mediante el uso de técnicas de muestreo no letales y herramientas
gendmicas de alta resolucion.

e Fortalecer el manejo ex situ de la especie, garantizando las condiciones de bienestar,
viabilidad reproductiva y valor genético de los individuos mantenidos bajo cuidado
humano.

e Realizar un evento de liberacion de individuos de Oophaga lehmanni en el marco del

programa de reproduccion con fines de conservacion.

3 METODOS

3.1 Anadlisis genético

Area e individuos de estudio

De acuerdo con elrango de distribucidn conocido para la especie, esta investigacién empleé muestras
provenientes de seis localidades ubicadas sobre la vertiente occidental de la cordillera Occidental, en
el departamento del Valle del Cauca. Estas localidades se distribuyen en las cuencas mediay alta del
rio Anchicaya, dentro de la jurisdiccion de los municipios de Buenaventura y Dagua, constituyendo

una de las areas nucleo para la conservacion de O. lehmanni.

La Figura 1 presenta la distribucion espacial de las agregaciones reproductivas de O. lehmanni
incluidas dentro del diseno muestreal. Estas localidades corresponden a nucleos poblacionales

previamente identificados mediante monitoreo de campo y registros histéricos de presencia. No se
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incluyen en esta figura las agregaciones detectadas al interior del Parque Nacional Natural Farallones
de Cali, debido a restricciones operativas y a los alcances especificos del presente diseno de
muestreo. El color del icono representa el morfo de coloracion de los individuos asociados a cada

localidad.

Utncacior
dea d¢ w3do

Figura 1. Imagen de la distribucion espacial de las agregaciones reproductivas de O. lehmanni
incluidas dentro del disefio muestreal. No se incluyen las agregaciones detectadas dentro del
Parque Nacional Natural Farallones. El color del icono indica el morfo de coloracion de los
individuos.

Las muestras utilizadas para el analisis genético corresponden a un compendio de material
biolégico obtenido en el marco de convenios previos suscritos entre la FZC-CVC y la
Universidad de Valle-CVC, complementado con 18 muestras adicionales colectadas durante
la salida de campo realizada en el marco del presente convenio, cuya descripcion detallada

se presenta en la actividad correspondiente.

A cada individuo capturado se le tomé una muestra no letal mediante la técnica de frotis

bucal, procedimiento ampliamente validado en estudios de genética poblacional de anfibios
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por su efectividad y bajo impacto sobre los individuos (Grueber et al., 2011). Posteriormente,
todos los ejemplares fueron liberados en el mismo sitio de captura, minimizando el estrés
asociado a la manipulacion y garantizando su integridad biolégica y comportamiento natural.
Las muestras bioldgicas fueron debidamente rotuladas, almacenadas y conservadas bajo
condiciones controladas hasta su procesamiento en laboratorio, con el fin de preservar la
calidad e integridad del material genético requerido para los analisis posteriores de estructura

poblacional y diversidad genética.

Genética poblacional

La informacion genética contenida en el ADN de una especie es, en términos practicos, su
memoria evolutiva y su reserva de adaptabilidad futura. Cuando una poblacion pierde
diversidad genética, por efecto de la caza, la fragmentacion del habitat o el aislamiento
geografico pierde también su capacidad de responder a enfermedades, cambios climaticos y
otros desafios ambientales (Frankham et al.,, 2002). En este estudio analizamos 300
marcadores moleculares denominados SNPs (single nucleotide polymorphisms),
equivalentes a 300 "letras" del genoma que varian entre individuos de O. lehmanni
distribuidos en dos morfos de color (yellowMorphy redMorph) y seis localidades de muestreo.
En concordancia, se contemplé para el muestreo genético un diseno muestreal que
permitiera separar la variacion y el flujo genéticos tanto entre morfos de diferente color, como
entre localidades dentro de cada morfo. Cuando existié un desequilibrio demasiado grande
en el numero de muestras de cada unidad, se realizé una salida de campo para acercarlos

(Figura 2).
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Figura 2. Diseno de muestras para estimar la heterocigocidad dentro y entre agrupaciones
reproductivas, asi como el flujo genético entre morfos de Oophaga lehmanni. El color del cuadro
indica el morfo de coloracion de la especie. El nUmero entre paréntesis se refiere al nimero de
muestras a incluir en el analisis genético.

La extraccion de ADN genomico fue realizada utilizando el kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue,
incorporando ajustes especificos para el procesamiento de tejidos sélidos y muestras
obtenidas mediante hisopado bucal. Dada la heterogeneidad del material bioldgico y las
caracteristicas operativas de los equipos disponibles, fue necesario estandarizar tiempos de
lisis, volimenes de elucién y condiciones de centrifugacién con el fin de optimizar la

recuperacién del ADN (Figuras 3,4y 5).

La cuantificacion del ADN se efectué mediante fluorometria utilizando el sistema Qubit 2.0y
el kit dsDNA High Sensitivity. En algunos casos, se realizaron ajustes en los volumenes de
dilucién para asegurar que las lecturas se mantuvieran dentro del rango 6ptimo del ensayo.
Las variaciones observadas en la concentracion de ADN entre las muestras son esperablesy
coherentes con estudios que emplean material biolégico heterogéneo. Dichas variaciones se
asocian principalmente al tipo de muestra procesada (tejido sélido vs. hisopado bucal), la
cantidad inicial de material biolégico disponible, el estado de conservacién de las muestras,
el tiempo de almacenamiento previo a la extraccién, asi como a posibles diferencias en la

eficiencia de lisis y recuperacion del ADN. La Tabla 1 muestra en detalle los pasos asociados
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al protocolo completo de procesamiento, extraccion y cuantificacion del ADN. La Tabla 2
muestra las concentraciones finales de ADN medidas en la totalidad de las muestras

procesadas.

Figura 3. Equipo de trabajo durante la extraccion y cuantificacion de ADN total de las muestras.
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Figura 4. Sistema de almacenamiento y organizacion de muestras de tejido/hisopado y ADN en tubos
Eppendorf. Etapa de rotulado y verificacion de cédigos para garantizar la trazabilidad durante
procesamientos posteriores.

s
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: L -\hu =

— -—u-um-

Figura 5. Equipos y reactivos empleados durante las fases de extraccion y cuantificacion del ADN
genoémico, incluyendo el sistema de fluorometria, los reactivos asociados, las micropipetas y el kit
de extraccion de ADN.
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Tabla 1. Protocolo de procesamiento, extraccion y cuantificacion de ADN de muestras de Oophaga
lehmanni durante el proyecto.

Descripcién técnica

Resultado /

muestras bioldgicas

bucales) preservadas en
etanol

correspondencia muestra—
codigo

Actividad Justificacién
detallada Producto
Revision, rotulacién ; s
R y Garantizar trazabilidad,
s clasificacién de 94 muestras ; e Muestras
Organizaciény . : 52 : evitar contaminacion :
i ! bioldgicas (tejidos: piel, organizadasy
verificacién de g cruzaday asegurar :
musculo, dedos; y swabs listas para

procesamiento

Estandarizacion del
protocolo de
extraccion por tipo de
muestra

Evaluacién y ajuste del
protocolo Qiagen DNeasy
Blood & Tissue Kit para dos
matrices biolégicas diferentes
(tejido sélido y swabs bucales)

Los swabs y tejidos
presentan diferencias en
cantidad y liberacion de ADN

Protocolo
ajustadoy
diferenciado por
tipo de muestra

Eliminacion de etanol
residual de muestras

Evaporacion completa del
etanol de preservacion previo
a la lisis, especialmente en
tejidos y swabs

El etanol inhibe la actividad
de Proteinasa Ky reduce el
rendimiento

Muestras libres
de inhibidores

Lisis enzimatica de
tejidos

Incubacion de tejidos en
Buffer ATL + Proteinasa K a 56
°C durante ~3,5 horas, con
verificacién visual de digestién

Maximizar liberacién de ADN
gendmico de tejidos
animales

Lisados
homogeéneos

Lisis enzimatica de

Incubacién de swabs bucales
en Buffer ATL + Proteinasa K a

Los swabs requieren mayor
tiempo por menor carga

ADN liberado
desde fibras del

recuperar el lisado

posteriores

swabs bucales 56 °C durante incubacién :
. celular hisopo
prolongada (overnight)
Remoiondasuabs | L 201 | tor e oo AON 1 it
post-lisis #o€o € P poy P para purificacién

Adicion de Buffer ALy etanol al

volumen

Ajuste de condiciones | lisado para favorecer la unién | Paso critico para la captura | ADN listo para
de unién del ADN del ADN a la membrana de eficiente del ADN purificacién
silica
Carga del lisado completo en
Transferencia a columnas DNeasy, utilizando | Garantizar transferencia ADNunidoala
columnas de silica una o dos cargas segun total del ADN membrana

Lavado de la
membrana - AW1

Lavado con Buffer AW1y
centrifugacion

Eliminacién de proteinasy
contaminantes

Membrana limpia
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L0 Descripcién técnica Resultado /
Actividad dutallach Justificacién Peodiscto
Lavado de la Lavado con Buffer AW2y Eliminacién de salesy etanol ADN purificado
membrana - AW2 centrifugacion extendida residual P
Centrifugacion adicional para | Prevenir arrastre de etanol
Spin seco adicional secado completo de la que afecte cuantificacion y Membrana seca
membrana secuenciacion

Elucion del ADN

Elucion del ADN en Buffer AE
precalentado, con voltimenes
de 100-200 pL segun muestra

Optimizar concentracién
final para secuenciacion

ADN gendmico
eludido

datos

digitales

Almacenamiento del | Conservacién del ADN eludido Prosaivar inteaniaad: el ADN Banco de ADN
ADN a-20°C en crioviales g generado
Preparacién para Prap‘:!rat;:_d g ;B ful?os SIuER Garantizar mediciones Tubos listos para
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Tabla 2. Resultados de la cuantificacion de ADN por fluorometria para la totalidad de las muestras e
O. lehmmani. El cédigo 1 referencia a la coleccion de tejidos, dentro de la Coleccién de Practicas
Zoologicas de la Universidad del Valle. El codigo 2 es interno para facilitar marcaje de tubos.

Cédigo_1 Cédigo_2 Conc. ADNng/mL | Conc. ADN pg/mL | Elucién con AE (pL)
CDT 4140 95 357 7,40
CDT 4153 88 422 8,62
CDT 4148 83 173 3,36
CDT 4161 96 293 6,16
CDT 4165 102 273 5,48
CDT 4164 99 261 5,36
CDT 3766 18 C 106 2,12
CDT 3768 83 _C 95,3 1,91
CDT 3632 13 91,7 1,83
CDT 3770 85 C 119 2,38
1 92,3 1,85
2 246 4,92
3 402 8,04
200
4 204 4,08
CDT 5787 516 145 2,90
CDT 5788 517 225 4,50
CDT 5793 506 221 4,42
CDT 5789 508 401 8,22
CDT 5802 507 550 11,0
CDT 5796 509 283 5,6
CDT 5791 608 239 4,78
CDT 5792 607 238 4,76
CDT 5799 19 294 5,88
5 232 4,64
6 129 2,58
7 214 4,28
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Cédigo_1 Cadigo_2 Conc. ADN ng/mL | Conc. ADN pg/mL | Elucién con AE (pL)
8 215 4,30
CDT 3920 204_C 474 9,48
CDT 3633 14 264 5,28
CDT 3754 67_C 540 10,8
200
CDT 3773 88_C 402 8,04
9 234 4,78
10 324 6,48
40 > 600
30 > 600
CDT 3910 61_C > 600
CDT 3906 56_C > 600
CDT 3908 58 C > 600
CDT 3636 11 > 600
CDT 4123 149 P > 600
CDT4120 146_P > 600
CDT 4154 89_P >600
CDT 4147 82_P > 600
100

CDT 4146 81_P > 600
20 309 6,18
12 447 8,94
11 520 10,4
CDT 3909 59-C >600
CDT 3783 98-C > 600

| CDT 3638 42+1 540 10,8
CDT 3644 7 > 600
CDT 3634 30 > 600
CDT 4152 87_P > 600
CDT 4162 97_P > 600
CDT 4160 95 P 467 9,34

Aporte a las estrategias de conservacion de Oophaga lehmanni




Caodigo_1 Codigo_2 Conc. ADN ng/mL | Conc. ADN pg/mL | Elucién con AE (uL)
CDT 3730 42 P 540 10,8
CDT 4167 2000_P 459 9,18
CDT 3645 70 > 600
CDT 3919 203-C >600
CDT 3772 87-C > 600
CDT 3900 48-C > 600
CDT 3907 57-C > 600
CDT 3901 49-C > 600
CDT 3913 105-C > 600
CDT 3739 49_P > 600
CDT 3741 51_P > 600
EDT 3729 41_P > 600
CDT 4135 13_P 550 11,0
CDT 3742 52_P 600 12,0
.CDT 3735 46_P 530 10,6
CDT 4143 78_P 600 12,0
CDT 4166 103_P 540 10,8 190
D1 560 11,2
D2 500 10,0
D3 560 11,2
D4 498 9,96
D5 346 6,92
D6 491 9,82
D7 389 7,78
D8 570 11,4
D9 469 9,38
CDT 3731 43 _P > 600
CDT 4159 94_P > 600
CDT 3747 58_P > 600
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Cédigo_1 Cédigo_2 | Conc.ADNng/mL | Conc.ADN pg/mL | Elucién con AE (uL)
CDT 3637 80 >600

CDT 3646 >600

CDT 3749 62_C > 600

CDT 3911 103_C > 600

_C;)T 3761 75_C 600 12,0

M1 > 600

LM_2 > 600

LM_3 > 600

LM_4_1 >600

LM_4 2 > 600 100
LM_5_1 > 600

LM_5 2 > 600

N25048 Morfo_Amarillo 406 8,12

N25046 Morfo_Rojo 336 6,72

N25052 Morfo_Amarillo 550 1,0

N25042 Morfo_Rojo 364 7,28

Para obtener los SNPs analizados en este estudio se empled la técnica de secuenciacion por
reduccién de representacion del genoma conocida como RADseq (Restriction-site Associated
DNA sequencing). El principio de esta metodologia es el siguiente: el ADN extraido de cada
individuo se corta en fragmentos reproducibles mediante enzimas de restriccién, proteinas
que reconocen secuencias especificas del genoma y lo dividen en los mismos sitios en todos
los individuos de la misma especie. Los fragmentos resultantes son masivamente
secuenciados mediante plataformas de nueva generacién, como lllumina, que producen

millones de lecturas cortas de ADN por muestra (Baird et al., 2008).

Al comparar esas lecturas entre individuos, se identifican las posiciones del genoma donde la

"letra" del ADN difiere de un individuo a otro: esas diferencias son precisamente los SNPs. El
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proceso completo, desde la extraccion de tejido hasta la obtencion de la matriz de genotipos,
puede completarse en pocas semanas para cientos de individuos simultaneamente, lo que
hace de RADseq una herramienta extraordinariamente eficiente para estudios de

conservacion a escala de campo (Andrews et al., 2016).

Frente a metodologias mas antiguas como los microsatélites o el ADN mitocondrial
(Betancourth-Cundar et al. 2020), RADseq ofrece ventajas decisivas para responder las tres
preguntas de este informe. En primer lugar, genera simultaneamente miles de marcadores
distribuidos por todo el genoma, en lugar de los 10-20 marcadores tipicos de estudios con
microsatélites; esa densidad de informacién aumenta dramaticamente la precisién de las
estimaciones de heterocigosidad, Fst y distancia genética, reduciendo el error estadistico
asociado a muestras pequenas; éste es un problema frecuente en especies amenazadas con

poblaciones reducidas (Davey et al., 2011).

En segundo lugar, RADseq no requiere un genoma de referencia previamente ensamblado, (o
que lo hace aplicable a especies no modelo como O. [ehmanni. En tercer lugar, el costo por
muestra ha disminuido hasta niveles accesibles para proyectos de conservacion
institucionales, con protocolos estandarizados que permiten procesar hasta 96 individuos en
una sola corrida de secuenciacién mediante el uso de cdédigos de barras moleculares
individuales (barcodes) (Peterson et al., 2012). Finalmente, los SNPs generados por RADseq
son marcadores bialélicos codominantes que se distribuyen en regiones tanto neutras como
potencialmente adaptativas del genoma, lo que permite no solo estimar la estructura
poblacional histérica sino también detectar loci bajo seleccion natural: informacion critica
paraidentificar adaptaciones locales que deben preservarse en cada morfo (Hohenlohe et al.,
2010).

La matriz de genotipos utilizada para los analisis de este proyecto es el producto final de un
flujo de trabajo bioinformatico que transforma las lecturas crudas de secuenciacién en datos

genéticos interpretables. Las lecturas se filtran por calidad, se demultiplexan por individuo
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segun su codigo de barras, y se ensamblan en loci mediante el programa STACKS (Catchen et
al., 2013) o ipyrad (Eaton & Overcast, 2020), los dos entornos bioinforméaticos més utilizados
para RADseq en estudios de diversidad y estructura poblacional. En este proceso se aplican
criterios defiltrado que eliminan loci con datos faltantes excesivos, [oci con frecuencia alélica
minoritaria muy baja (minor allele frequency, MAF < 0.05) y loci con mas de dos alelos, que
podrian indicar errores de secuenciacion o paralogos genémicos (O'Leary et al., 2018). El
resultado es una matriz de genotipos codificada en formato dosage (0 = homocigoto
referencia, 1 = heterocigoto, 2 = homocigoto alternativo) para cada individuo y cada SNP:

exactamente el formato analizado para resolver las preguntas de esta investigacion.

3.2 Garantizar las condiciones de manejo y bienestar de la poblacién bajo cuidado

humano de Oophaga lehmanni

La garantia de condiciones adecuadas de bienestar se fundamento en la estandarizaciéon de
recintos bioseguros disefados para replicar funciones ecolégicas esenciales del
microhabitat natural. Estos recintos incorporaron sistemas de drenaje eficientes, control de
variables ambientales y elementos estructurales como bromelias, que facilitaron la expresion
de comportamientos reproductivos y territoriales. El diseno de los terrarios incluy6 gradientes
microclimaticos, ventilacion controlada y disposicion estratégica de refugios, lo que

contribuy6 a reducir el estrés y favorecer la conducta natural de la especie.

El componente sanitario se estructuré a partir de protocolos estrictos de bioseguridad. Se
implementaron cuarentenas obligatorias para individuos de ingreso, examenes
coproparasitolégicos seriados, monitoreo dermatolégico y desinfeccién sistematica de
instalaciones y utensilios. La organizacion de flujos unidireccionales de trabajo, junto con el
uso permanente de barreras fisicas, permitié minimizar el riesgo de transmision de patégenos
emergentes. El seguimiento periédico de la condicion corporal, el peso y el estado cutaneo
facilito la deteccidon temprana de alteraciones clinicas, manteniendo las tasas de morbilidad

y mortalidad dentro de rangos compatibles con programas de conservacion.
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El manejo nutricional se orienté a garantizar un aporte balanceado mediante la oferta
diversificada de presas vivas y la suplementacién controlada de calcio y vitaminas, ajustada
a las diferentes etapas de desarrollo. El monitoreo del crecimiento juvenil, la calidad de las
posturas y la supervivencia larval se empleé como indicador de la eficacia del régimen
alimenticio. De manera complementaria, la gestion genética del stock ex situ se articulé con
los resultados del componente genomico, lo que permitié planificar emparejamientos con
base en criterios de parentesco y diversidad, con el fin de conservar la mayor proporcion

posible de variabilidad genética presente en las poblaciones naturales.

Se implementé un sistema de monitoreo continuo y trazabilidad individual sustentado en
registros clinicos, reproductivos y fotograficos, garantizando la disponibilidad de informacion
confiable para la evaluacién del programa. La integracién de estos elementos permitio
consolidar un modelo técnico orientado no solo al mantenimiento de individuos bajo cuidado
humano, sino a la preservacion de su valor bioldgico y evolutivo en el marco de una estrategia

integral de recuperacion poblacional.

3.3 Liberarindividuos de Oophaga l[ehmanni en el marco del programa de reproduccion

con fines de conservacién.

Como parte del programa de reproduccion y reintroduccién de O. lehmanni con fines de
conservacion, se llevo a cabo un evento de liberacién el 8 de octubre de 2025 en el predio del
sefor Freddy Rebolledo, ubicado en el sector Rioblanco, dentro del area de distribucion
natural de la especie. En esta jornada se liberd un total de siete (7) individuos, previamente
seleccionados con base en su condicion sanitaria, desarrollo morfolégico y aptitud para la

reintroduccién.

La cantidad de individuos liberados en esta oportunidad fue considerablemente menor en
comparacion con eventos anteriores, situacion asociada a un descenso en el reclutamiento

dentro del programa de reproduccion. Esta variacion es consistente con la dinamica propia
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de los sistemas de reproduccion bajo cuidado humano, en los que la supervivencia y el éxito
reproductivo pueden fluctuar debido a la alta susceptibilidad de los individuos a cambios
ambientales, sanitarios y fisioldgicos, condicién ampliamente documentada en programas

de conservacion de anfibios.

Los individuos seleccionados para la liberacidon presentaron tallas superiores a 25 mm de
longitud rostro-cloacal, criterio que permitié garantizar el adecuado desarrollo fisioldgicoy la
consolidacion del patron de coloracion caracteristico de la especie, facilitando su
identificacion posterior mediante técnicas de foto-identificacién. El transporte a la localidad
se realizd en horario crepuscular, con el fin de reducir el estrés térmico. Cada individuo fue
dispuesto en un recipiente individual de tamano adecuado para permitir su movilidad,
acondicionado con material himedo que favorecio la estabilidad microcliméatica durante el

traslado.

Una vez en el area de liberacion, los individuos fueron ubicados en un recinto previamente
instalado, con dimensiones aproximadas superiores a 2 metros de altura, 2 metros de ancho
y 7 metros de profundidad, construido con materiales que permitieron el intercambio de aire
y la regulacion de las condiciones ambientales. Esta estructura funcioné como un espacio de
aclimatacion temporal, permitiendo la adaptacion progresiva de los individuos a las
condiciones del entorno natural. Durante este periodo, el equipo técnico realizé un
seguimiento comportamental orientado a verificar la estabilizacién de los individuos,
evidenciada en la seleccion de sitios de percha, la manifestacion de actividad acustica y el

mantenimiento de una adecuada condicién corporal.

De manera complementaria, miembros de la comunidad local, en calidad de aliados
estratégicos del proceso, participaron en el monitoreo del recinto y en la provision de
condiciones basicas de humedad y alimentacion, fortaleciendo la corresponsabilidad en las
acciones de conservacion. Posteriormente, el comité técnico evalud la informacién

recopilada durante la fase de aclimataciony, unavez verificado el estado sanitario y la aptitud
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fisica de los individuos mediante revision veterinaria, se procedio a su liberacién permanente
en el area seleccionada. Este procedimiento se desarrollé bajo criterios de manejo

adaptativo, priorizando la supervivencia y la integracion funcional de los individuos al

ecosistema receptor.

4 ACTIVIDADES Y PRODUCTOS

Actividad Producto

Analisis genético Informe técnico del analisis genético
Garantizar las condiciones de manejo y
bienestar de la poblacion bajo cuidado

Informe técnico sobre el manejo de
individuos bajo cuidado profesional

humano
Salida de campo para liberacionytomade  Informe de actividades sobre evento de
muestras liberacién y toma de muestras

5 RESULTADOS

5.1 Informe técnico del analisis genético

Heterocigosidad: ;stiene la especie suficiente variabilidad genética para sobrevivir?

La heterocigosidad mide qué tan diverso es el genoma de los individuos de una poblacién. La
heterocigosidad esperada (He) representa el nivel de diversidad que existiria si la poblacion
se reprodujera al azar sin ninguna perturbacién; la heterocigosidad observada (Ho) es la
diversidad que realmente se mide en los individuos muestreados. Cuando Ho es
notablemente inferior a He, ello indica que los individuos se aparean con parientes cercanos
(consanguinidad) o que la poblacion ha sufrido una reduccion severa de tamano en el pasado
(Allendorf et al., 2013). El coeficiente Fis (calculado como 1-(Ho / He)) cuantifica ese déficit:

valores cercanos a cero indican reproduccion al azar, mientras que valores positivos revelan
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consanguinidad. Los resultados de nuestro analisis (Figura 6) muestran un contraste marcado
entre los dos morfos. El morfo amarillo presenta valores de Ho practicamente iguales a He en
sus tres localidades (Choza, Cascada Este, Cascada Oeste), con Fis = 0, lo que indica una
reproduccién libre y sin restricciones. El morfo rojo, en cambio, muestra en las tres
localidades (Placer Estrella, Rio Blanco, Placer Cruceta) una Ho consistentemente inferior a

He, con Fis~ 0.14-0.16.

Este nivel de consanguinidad es biolégicamente significativo: la literatura establece que
valores de Fis superiores a 0.10 en poblaciones silvestres son una senal de alerta para la
viabilidad a largo plazo, pues la acumulacion de alelos deletéreos en individuos
consanguineos reduce la supervivencia y lareproduccion (Keller & Waller, 2002). Por lo tanto,
el morfo rojo se encuentra en mayor riesgo genético que el morfolégico amarillo y requiere

atencion prioritaria.
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Figura 6. Valores observados (Ho) y esperados (He) heterocigocidad para cada uno de los morfos de
Oophaga lehmanni y |as localidades examinadas. La mayor diferencia entre los dos para localidades
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del morfo rojo revelan una variabilidad genética mucho mas reducida, atribuible a un evento masivo
de declinacién o a una endogamia (reproduccion entre parientes genéticos cercanos) excesiva.

Equilibrio Hardy-Weinberg: ¢hay sefales de perturbacién reproductiva?

El principio de Hardy-Weinberg (HWE) predice las proporciones exactas en que deben
encontrarse los genotipos de una poblacién que se reproduce al azar, tiene tamano grande y
no esta sujeta a seleccién, mutacion ni migracién (Hardy, 1908; Weinberg, 1908). Cuando una
localidad muestra una proporcién significativa de loci que se desvian del HWE, ello es
evidencia de que alguno de esos supuestos se viola: consanguinidad, tamano poblacional
reducido, mezcla de poblaciones genéticamente distintas (efecto Wahlund) o seleccion

natural sobre esos loci (Guo & Thompson, 1992).

El analisis calcula, para cada locus y cada localidad, si las proporciones genotipicas
observadas son compatibles con el HWE, y reporta la proporcion de loci que muestran
desviaciones significativas. Los resultados revelan que las localidades del morfo amarillo
presentan una proporcién baja de loci con desviaciéon del HWE, lo que es consistente con
poblaciones en equilibrio demografico y reproductivo. Las localidades del morfo rojo, por el
contrario, muestran una proporcion elevada de desviaciones, coherente con el exceso de
consanguinidad ya detectado en el analisis anterior (Fis = 0.15). La Figura 8 confirma este
patron: en las localidades del morfo rojo, los puntos se desvian sistematicamente de la
diagonal esperada hacia valores de -log10(p) mas altos, indicando que las desviaciones del

HWE no son aleatorias sino estructurales.
Este resultado refuerza la hipotesis de que el morfo rojo experimenta reproduccion entre

individuos emparentados, posiblemente como consecuencia de una densidad poblacional

baja o del aislamiento geografico respecto a las localidades del morfo amarillo.
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Figura 7. Graficos de diagnéstico del equilibrio reproductivo (QQ-plots de Hardy-Weinberg) para las
seis localidades de muestreo de Oophaga lehmanni, agrupadas por morfo de color. Cada punto
representa uno de los 300 marcadores genéticos analizados. El eje harizontal indica el valor
estadistico que se esperaria si la poblacion se reprodujera completamente al azar; el eje vertical
indica el valor estadistico realmente observado en el campo. La linea discontinua diagonal
representa el escenario ideal de reproduccion aleatoria: cuando los puntos se distribuyen sobre esa
linea, la poblacion se aparea sin restricciones ni parentesco. Cuando los puntos se alejan
sistematicamente hacia arriba y a la izquierda de la linea, como ocurre en las tres localidades del
morfo rojo, se indica que un numero elevado de marcadores genéticos presenta proporciones de
individuos emparentados superiores a las esperadas por azar, lo cual es evidencia de reproduccion
entre parientes cercanos y genera una alerta sobre el estado reproductivo del morfo rojo.

Fst y distancia genética de Nei: ;se reproducen juntos los dos morfos de color y las tres

localidades de cada uno?

El estadistico Fst de Wright mide el grado de diferenciacion genética entre poblaciones en una
escalade 0 a 1. Un valor de Fst = 0 significaria que dos grupos son genéticamente idénticos y
se reproducen libremente entre si; un valor de Fst = 1 indicaria que son completamente

independientes sin ningln intercambio de genes. La interpretacion estandar en genética de
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conservacién establece que Fst < 0.05 representa diferenciacion baja, 0.05-0.15
diferenciacion moderada, y Fst > 0.15 diferenciacion alta, indicativa de flujo génico muy
reducido o nulo (Wright, 1978; Hartl & Clark, 1997). La distancia genética de Nei (D)
complementa este analisis al cuantificar cuanto han divergido las frecuencias alélicas de dos
poblaciones en términos absolutos; valores de D > 0.15-0.20 se asocian generalmente a

divergencia de subespecie o especie incipiente (Nei, 1972).
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Figura 8. Mapa de calor de la diferenciacién genética entre pares de localidades de muestreo
de Oophaga lehmanni estimada mediante el estadistico Fst de Weir & Cockerham (1984).
Cada celda muestra el valor de Fst entre dos localidades: cuanto mas intenso el azul, mayor
la diferencia genética entre ese par. Los valores cercanos a cero (celdas claras) indican que
las dos localidades intercambian individuos y se reproducen entre si con frecuencia; los
valores superiores a 0.15 (celdas oscuras) indican aislamiento reproductivo. Las localidades
del mismo morfo muestran valores bajos entre si (Fst < 0.03), mientras que cualquier par
formado por una localidad de morfo amarillo y una de morfo rojo presenta valores altos (Fst
=~ 0.20), evidenciando que los dos morfos constituyen grupos reproductivamente
independientes.
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Los resultados muestran que el Fst entre el morfo amarillo y el morfo rojo es de
aproximadamente 0.20-0.22, con una distancia de Nei D = 0.18-0.22. Ambos valores superan
los umbrales de diferenciacion alta y son comparables a los reportados entre subespecies
reconocidas en otros anfibios (Crawford, 2003). En contraste, el Fst entre las localidades
dentro de cada morfo es inferiora 0.03, lo que indica que Choza, CascadaEasty CascadaWest

son genéticamente homogéneas entre si, y lo mismo ocurre con las localidades del redMorph.

La conclusion es directa: existe intercambio de genes entre las localidades de un mismo
morfo, pero no entre morfos. Los dos grupos han evolucionado de forma independiente

durante un tiempo suficiente como para acumular diferencias genéticas sustanciales.

5.2 Informe técnico sobre el manejo de individuos bajo cuidado profesional

El manejo ex situ de O. lehmanni se implementoé con el propdsito de garantizar la viabilidad
biolégica, sanitaria y reproductiva de los individuos bajo cuidado profesional, en
concordancia con los lineamientos técnicos establecidos para la conservacion de especies
altamente sensibles y con alto grado de amenaza. Este componente constituye un eje
estratégico dentro de los programas de conservacidén, ya que el mantenimiento de
poblaciones viables bajo condiciones controladas permite fortalecer las acciones de
recuperacion poblacional, apoyar procesos de investigacion y generar individuos aptos para
estrategias futuras de reintroduccion o reforzamiento poblacional. En este sentido, el
conocimiento generado en el manejo ex situ ha sido reconocido como un factor clave para
incrementar la efectividad de las acciones de conservacion y la implementacion de

programas de recuperacion de la especie.

El sistema de manejo se orientd a reproducir condiciones ambientales funcionalmente
equivalentes al microhabitat natural de la especie, reconociendo que el bienestar y la
estabilidad fisiolégica de los anfibios dependen de la regulaciéon precisa de variables

ambientales criticas. En consecuencia, los recintos utilizados en el programa fueron
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disefados y ajustados para mantener parametros controlados de temperatura, humedad,
iluminacion, ventilacién y calidad del agua, los cuales deben ser monitoreados de manera
permanente para evitar efectos adversos sobre la salud y el comportamiento de los
individuos. La regulacion de estos factores es considerada esencial para asegurar un cuidado

efectivoy el desarrollo adecuado de los ejemplares en condiciones controladas.

La infraestructura de manejo incluy6 la instalacion de sistemas de control ambiental y
dispositivos de medicion que permitieron la estandarizacion de las condiciones
microclimaticas dentro de los terrarios, generando gradientes ambientales que facilitan la
termorregulaciéon y la expresion de comportamientos naturales. La simulacion del
fotoperiodo natural y la provision de radiacién ultravioleta constituyeron elementos
fundamentales para el metabolismo y la reproduccion de la especie, ya que la exposicion
adecuada a radiacion UVB favorece la sintesis de vitamina D3 y la absorcién de calcio,

procesos fisioldgicos esenciales para el crecimiento, la salud éseay la reproduccion.

El diseno estructural de los recintos incorporo elementos que replican funciones ecoldgicas
del habitat natural, tales como refugios, sustratos y vegetacion viva, con el fin de proporcionar
condiciones adecuadas para el comportamiento territorial, la reproducciény la reduccién del
estrés. La recreacion del hdbitat natural dentro del terrario constituye una préctica
fundamental en el manejo de fauna silvestre bajo cuidado profesional, dado que los
individuos permanecen la mayor parte del tiempo en estos recintos y su calidad ambiental

incide directamente sobre su estado de salud y comportamiento.

Un componente esencial del manejo fue la provision de estructuras vegetales funcionales,
particularmente bromelias, que actian como microhabitats reproductivos y permiten la
deposicion y desarrollo de renacuajos en condiciones similares a las del entorno natural.

Estas estructuras son fundamentales para el ciclo reproductivo de la especie, ya que las

hembras transportan sus larvas hacia fitotelmas donde completan su desarrollo, lo que
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evidencia la necesidad de replicar estos elementos en el manejo bajo cuidado profesional

para garantizar el éxito reproductivo.

El componente sanitario se estructuré mediante la implementacion de protocolos estrictos
de bioseguridad y medicina preventiva, orientados a reducir el riesgo de enfermedades
infecciosas y a prolongar la vida util de los individuos. La medicina preventiva tiene como
objetivo evitar la aparicion y propagacion de enfermedades, mejorar el estado fisico de los
ejemplaresy asegurar que los individuos mantenidos bajo cuidado profesional se encuentren

en condiciones adecuadas para su eventual liberacion.

Como parte de estos protocolos, todos los individuos ingresados al sistema de manejo fueron
sometidos a procesos de cuarentena, con una duracién minima de 30 dias, durante los cuales
se realizaron evaluaciones clinicas, examenes parasitologicos y pruebas diagndsticas
especificas para patégenos de importancia en anfibios, como Batrachochytrium
dendrobatidis y ranavirus. Este procedimiento constituye una medida critica para prevenir la
transmision de enfermedades dentro de la poblacion y reducir el riesgo sanitario asociado al

manejo de individuos silvestres o procedentes de diferentes origenes.

El monitoreo sanitario incluyo la evaluacién periddica de la condicion corporal, el seguimiento
del comportamiento alimentario y la observaciéon de signos clinicos asociados a
enfermedades metabdlicas, infecciosas o parasitarias. Se reconoce que el estrés derivado de
un manejo inadecuado constituye una de las principales causas de enfermedad en anfibios
bajo cuidado profesional, por lo que la supervision constante y la aplicacién de medidas
correctivas oportunas resultan indispensables para garantizar la estabilidad del sistema de

manejo.
El manejo nutricional se orientd a garantizar un aporte balanceado de nutrientes mediante la

oferta diversificada de alimento vivo y la suplementacion controlada de minerales y vitaminas,

reconociendo que las deficiencias nutricionales pueden generar alteraciones metabdlicas y
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afectar el crecimiento y la supervivencia de los individuos. La alimentacion adecuada desde
etapas tempranas de desarrollo constituye un factor determinante para el éxito reproductivo

y la viabilidad poblacional en programas de conservacion ex situ.

De manera complementaria, se implementaron estrategias de enriquecimiento conductual
orientadas a estimular la expresion de comportamientos naturales y reducir el estrés
asociado al confinamiento. Estas acciones incluyeron la simulacion de estimulos
ambientales y la oferta de alimento vivo en condiciones que promueven la busqueda activa
de presas, lo que favorece la adaptacion de los individuos y su preparacion para procesos
futuros de liberacién. El enriquecimiento conductual es reconocido como un componente
esencial para mantener la salud y el bienestar de los animales bajo cuidado profesional y para

asegurar su desempefio funcional en escenarios de conservacion.

Finalmente, el sistema de manejo incluyd el registro sistematico de informacién biolégica y
sanitaria de cada individuo, permitiendo documentar cambios en su comportamiento,
crecimiento y estado de salud. La generacion de estos registros constituye una herramienta
fundamental para la toma de decisiones técnicas, la deteccidon temprana de problemas
sanitarios y la evaluacion del desempeno del programa de conservacién, asegurando la
trazabilidad y el control de los procesos implementados. Las acciones mencionadas
evidencian que el mantenimiento de la especie bajo cuidado profesional requiere
infraestructura especializada, monitoreo permanente, personal capacitado y protocolos

técnicos rigurosos.
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Figura 9. Evaluacion periddica del estado de salud de los individuos de Oophaga lehmanni en el
programa de reproduccion bajo cuidado profesional.
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5.3 Informe de actividades sobre evento de liberacion y toma de muestras

En el marco del programa de reproduccién y reintroduccién de O. lehmanni, se ejecuto el
evento de liberacion el 8 de octubre de 2025 en el predio Rio Blanco, dentro del area de
distribucion natural de la especie (Figura 10). Esta actividad se integré a la estrategia de
recuperacion poblacional que ha venido consolidandose desde el afio 2022 mediante la
liberacién progresiva de individuos producidos bajo cuidado profesional y su posterior
seguimiento en campo. El proceso de liberacion se desarrollé siguiendo los lineamientos
técnicos establecidos para la seleccién, aclimatacién y liberacion de individuos, priorizando
criterios de condicién sanitaria, desarrollo morfolégico y comportamiento adecuado para su

integracion al medio natural.

En esta jornada se dispuso un total de siete (7) individuos en fase de acoplamiento, de los
cuales tres (3) fueron liberados definitivamente. Durante el proceso se presenté un evento
natural asociado a la actividad de un armadillo que, al escarbar en el area, genero la apertura
permanente del recinto de aclimatacion, lo que derivo en la no deteccidn posterior de cuatro
(4) individuos del total inicialmente dispuesto. De igual forma, la reduccién en el nimero de
individuos disponibles para liberacion respecto a eventos anteriores se asocid a un descenso
en el reclutamiento dentro del programa de reproduccién, fenémeno esperado en sistemas
de reproduccién bajo cuidado humano, donde la supervivenciay el éxito reproductivo pueden
fluctuar debido a la alta susceptibilidad de los individuos a variaciones ambientales,

sanitarias y fisiologicas.

El evento de liberacion se enmarcd en un proceso acumulativo de reintroducciones
ejecutadas en diferentes fases del programa, lo que ha permitido establecer un modelo
adaptativo de manejo y seguimiento. Desde el ano 2022 hasta octubre de 2025 se han
desarrollado nueve eventos de liberacion, con un total de 201 individuos en fase de
acoplamiento y 183 individuos liberados definitivamente en areas priorizadas para la

recuperacion de la especie (Tabla 3Tabla 3). Este balance evidencia la continuidad del
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programa y la consolidacién progresiva de las acciones de conservacion en el territorio, asi

como la articulacion entre instituciones, equipo técnico y comunidades locales.

Durante la fase de aclimatacion previa a la liberacion definitiva, los individuos fueron
mantenidos en un recinto temporal disefnado para facilitar la transiciéon gradual hacia
condiciones naturales. En este espacio se evaluaron indicadores comportamentales y
fisiolégicos, incluyendo la seleccion de sitios de percha, la actividad acustica, la respuesta a
estimulos ambientales y el mantenimiento de una adecuada condicién corporal. El
seguimiento fue realizado por el equipo técnico con el apoyo de miembros de la comunidad
local, quienes participaron en el monitoreo del recinto y en la provision de condiciones
basicas de humedad y alimentacion, fortaleciendo el componente participativo del programa

de conservacion (Figura 11Figura 11).

Una vez verificada la aptitud de los individuos mediante evaluacion veterinaria y revision del
comité técnico, se procedid6 a su liberacién definitiva en el area seleccionada.
Posteriormente, se efectué el seguimiento de los individuos liberados mediante
observaciones directas y registro fotografico, permitiendo documentar su permanencia en el

areay generar informacion sobre su adaptacién inicial al entorno natural.
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Figura 10. Evento de liberacién de Oophaga lehmanni en marco del Convenio interadministrativo 095
de 2025 FZ-CVC.

Tabla 3. Registro de liberaciones en marco del programa de reproduccion y reintroduccion con fines
de conservacion de oophaga lehmanni

#de P
Localidad de individuosen r de.; Bavduns
Fecha Convenio : liberados
liberacién fase de -~
: definitivamente
acoplamiento
2 junio 2022 050 de 2021, Fzc-cve | rediosSanta 29 29
Marta
9diciembre 2022  059de 2021, FzC-cvc @ redioSanta 28 28
Marta
29 Julio 2023 054 de 2023, Fzc-cvc | redioSanta 28 28
Marta
6 octubre 2023 054 de 2023, Fzc-cvc | redioSanta 12 3
Marta
6 diciembre 2023 054 de 2023, FZC-CVC Preﬂz::”ta 20 15
28 mayo 2024 FZC PEEIO- R 21 21
Blanco
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#de

- Localidad de individuos en # de individuos
Fecha Convenio < o liberados
liberacion fase de ¥
definitivamente
acoplamiento
27 septiembre 2024 037 de 2024, FZC,cve | redioRio 21 21
Blanco
03 abril 2025 FzC Pradio Rio 35 35
Blanco
Predio Rio
08 octubre 2025 095 de 2025, FZC, CVC 7 3
Blanco
Total 201 183

Figura 11. Monitoreo comunitario y provision de condiciones bésicas de humedad y alimentacion en
el recinto de acoplamiento de Oophaga lehmanni.
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A partir de los monitoreos postliberacion realizados en el predio Rio Blanco, se ha logrado
documentar la permanencia de individuos liberados en el area, lo que constituye unindicador
relevante sobre la respuesta inicial de la especie a las condiciones del sitio receptor. En
particular, ha sido posible observar en repetidas ocasiones, y hasta el mes de febrero de 2026,
al individuo identificado con el cédigo 24092, el cual fue liberado durante el mes de abril de
2025 (Figura 12, Figura 13). De manera complementaria, el 11 de marzo de 2026 se registro la
presencia de un individuo correspondiente a la liberacién realizada en octubre de 2025 en el
marco del presente convenio. No obstante, no fue posible determinar su nimero de
identificacion individual, debido a que el registro fotografico obtenido por miembros de la
comunidad no presentd la resolucién necesaria para su reconocimiento mediante los

protocolos de foto-identificacion establecidos.

Estos registros resultan alentadores desde el punto de vista ecolégico y operativo, en la
medida en que evidencian la permanencia y deteccidn recurrente de individuos liberados en
el area de reintroduccion, lo que permite inferir la existencia de condiciones ambientales y
microhabitats funcionales que favorecen su establecimiento inicial. Asimismo, la
participacion activa de la comunidad en la generacion de registros fortalece el componente
de monitoreo participativo y contribuye a la consolidacién de un sistema de seguimiento
continuo, elemento clave para la evaluacion adaptativa de las estrategias de liberacion y

manejo de la especie en el territorio.
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Figura 12. Monitoreo comunitario de Oophaga lehmanni postliberacion.
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Figura 13. Identificacion de individuo de Oophaga lehmanni registrado postliberacion.

Por otro lado, durante la primera semana de octubre se llevo a cabo la salida de campo con
el objetivo obtener muestras genéticas de las poblaciones nativas establecidas al interior de
la Reserva Forestal Protectora Nacional Rio Anchicaya (Figura 14). Esta actividad fue
gjecutada por un equipo técnico de bidlogos, quienes emplearon técnicas de muestreo no
invasivas, especificamente hisopados bucales, destinadas a su inclusion en el analisis de

genética poblacional.

Durante la jornada se visitaron las localidades de Rio Blanco, La Cascada y La Choza,
consideradas representativas dentro del rango de distribucién conocido de la especie. Como
resultado, se obtuvo un total de dieciocho (18) muestras, las cuales se integraron a las

muestras previamente depositadas en la Coleccion de Practicas Zool6gicas de la Universidad
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del Valle, derivadas de convenios anteriores. Esta base genética sirvié como insumo para el

respectivo analisis.

Figura 14. Salida de campo para colecta de muestras genéticas de Oophaga lehmanni.

6 CONCLUSIONES

» El anélisis genético realizado mediante el uso de marcadores SNPs y la metodologia
RADseq permitio generar informacion de alta resolucion sobre la estructura genéticay
el estado poblacional de O. lehmanni, constituyéndose en una herramienta
fundamental para orientar las decisiones de manejo y conservacion de la especie. La
densidad de informacién gendmica obtenida proporciona un nivel de confiabilidad
superior al de metodologias tradicionales y permite evaluar con precision los patrones
de diversidad genética, flujo génico y diferenciacion poblacional, elementos
esenciales para la planificacion de estrategias de conservaciéon a mediano y largo

plazo.
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* Los resultados evidencian un contraste significativo en los niveles de diversidad
genética entre los morfos evaluados. El morfo amarillo presenta valores de
heterocigosidad observada y esperada similares, lo que indica una condicion genética
estable y compatible con poblaciones funcionales desde el punto de vista
reproductivo. En contraste, el morfo rojo muestra senales consistentes de
consanguinidad y desviaciones sistematicas del equilibrio Hardy-Weinberg, lo que
sugiere un escenario de reduccién poblacional o aislamiento reproductivo y constituye
un indicador de riesgo genético que requiere atencion prioritaria dentro de las

estrategias de manejo de la especie.

= El analisis de diferenciacion genética y flujo génico demuestra que las localidades
pertenecientes a un mismo morfo mantienen conectividad genética activa,
comportandose como unidades reproductivas funcionales. Sin embargo, la ausencia
de flujo génico entre los morfos amarillo y rojo confirma la existencia de un aislamiento
reproductivo significativo entre ambos grupos, lo que respalda su reconocimiento
como unidades evolutivamente significativas (ESUs). Este hallazgo tiene
implicaciones directas para la gestion de la especie, ya que establece la necesidad de
manejar cada morfo de manera independiente desde el punto de vista genético,
evitando la mezcla indiscriminada de individuos y preservando la integridad evolutiva

de cada linaje.

* Desde el afo 2022 hasta octubre de 2025 se han realizado 9 eventos de liberacion que
han permitido la liberacion de 201 individuos en areas priorizadas, lo que demuestra la
continuidad operativa del programa y la capacidad institucional para ejecutar

acciones de conservacion sostenidas en el tiempo.

* Elfortalecimiento del manejo ex situ ha permitido mantener poblaciones bajo cuidado
profesional en condiciones sanitarias, nutricionales y ambientales adecuadas,

garantizando la disponibilidad de individuos con valor genético y reproductivo para
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apoyar los procesos de recuperacion poblacional. La implementacion de protocolos
de bioseguridad, monitoreo sanitario y manejo reproductivo ha contribuido a reducir
riesgos asociados a enfermedades y a mejorar la estabilidad del sistema de
reproduccion, consolidando este componente como un soporte técnico esencial

dentro de la estrategia integral de conservacion.

7 RECOMENDACIONES

Continuar con el monitoreo genético perioddico de las poblaciones naturales de O. ehmanni,
empleando metodologias genédmicas de alta resolucién que permitan detectar cambios en la
diversidad genética, la estructura poblacional y los niveles de consanguinidad a lo largo del
tiempo. Este seguimiento debe priorizar especialmente las poblaciones asociadas al morfo
rojo, dado su mayor nivel de vulnerabilidad genética, y debe integrarse a un sistema de manejo

adaptativo que permita ajustar oportunamente las estrategias de conservacion.

Realizar un analisis integral de parametros demograficos de la especie, que incluya la
estimacién de tamanos poblacionales efectivos, tasas de supervivencia, reclutamiento,
fecundidad y estructura por edades, considerando la totalidad de las poblaciones conocidas
dentro del rango de distribucion de la especie, incluyendo aquellas ubicadas al interior del
PNN Farallones de Cali. Este analisis permitira comprender la dindmica poblacionalrealde la
especie y fortalecer la toma de decisiones relacionadas con el manejo, la reintroduccidén y la

priorizacion de acciones de conservacion.

Desarrollar un analisis de fragmentacion del paisaje y conectividad ecoldgica que permita
evaluar el grado de aislamiento entre los parches de bosque donde se distribuyen las
poblaciones de la especie. Este estudio debe incorporar herramientas de analisis espacial y
modelamiento de conectividad, con el fin de identificar corredores funcionales y barreras

potenciales al movimiento de individuos. La comprension de la conectividad del paisaje
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permitira determinar en qué medida la fragmentacion del habitat esta limitando el flujo génico
entre poblacionesy orientar acciones de restauracion ecolégica y ordenamiento del territorio.
Continuar con la ejecucion progresiva de los ejercicios de liberacion de individuos producidos
bajo cuidado profesional en el predio Rio Blanco y en otras areas priorizadas para la
recuperacion de la especie, hasta completar el objetivo aproximado de 150 individuos
liberados en este sitio, garantizando la aplicacion de criterios técnicos rigurosos de seleccion,
aclimatacion y seguimiento postliberacion. La continuidad de estos procesos es fundamental
para consolidar poblaciones autosostenibles y fortalecer la resiliencia de la especie frente a

presiones ambientales y antropicas.

Fortalecer las investigaciones en biologia y ecologia de la especie, orientadas a comprender
aspectos criticos para su conservacion, tales como los niveles de depredacién en ambientes
naturales, la variabilidad en la composicién y concentracion de toxinas en individuos
liberados, los patrones de uso del espacio (home range) y la interaccién con otros
componentes del ecosistema. La generacion de este conocimiento permitirda optimizar las
estrategias de manejo, mejorar la eficacia de los procesos de reintroduccién y reducir la

incertidumbre asociada a la dindmica poblacional de la especie.

Mantener y consolidar el sistema de monitoreo postliberacion, integrando herramientas
novedosas, seguimiento comunitario y registro sistematico de datos biolégicos vy
ambientales, con el fin de evaluar la supervivencia, permanencia y reproduccioén de los

individuos liberados.
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