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SUMMARY

Serum proteins of Bufo spinulosus: electrophoretic study and geogra-
phyc variation. — Sera of some representative populations of Bufo spirulosus
from Chile and Argentine show a remarkable homogeneity in their electro-
phoretic patterns. That is in aceord with real systematic value of this very
adaptative and polymorphic toad, in its wide Andean distribution. An albumin
like 'and some globulinie fractions of different electroforetic mobility were
demonstrated, but the first two globulinic fractions appear to unite in the
stripes in a single and streaked big spot, both in the high cordilleran popula-
tions (Antofagasta) and in the isolated populations from the rare streams
of the Atacama desert. On the other side the fastest globulinic fractions are
clearly distinguishible in the samples from the central Chile populations. The
lowest albumin like fraction was indicated for the specialized chilean po-
pulation from Huasco River, in the Atacama Desert. Suech a small albumin
porcent may be perhaps correlated with some peculiar adaptative trend of
these toads, limited to a continous, uniform life, under the stones, in the iso-
lated streams of the quite azoic Atacamean Desert.

Bufo spinulosus Wiegmann ha sido cbjeto de numerosas obser-
vaciones, aln recientes, en su extensa area de distribucién, andina
y pacifica, y se pueden ahora considerar suficientemente definidas
las formas geograficas de este sapo, en Perti y en Chile, respecti-
vamente, por los trabajos de VeELLarD (1959) y Crx (1960).

Las formas geogréificas chilenas se caracterizan por la deli-
mitacién de su habitat, que ecorresponde a bibtopos peculiares.
Grandes barreras ecolégicas separan, de Norte a Sur, las siguientes
formas reconocibles: un primer grupo de poblaciones que pertene-
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ce a los arroyos y biocenosis alto-andinos, relaciondndose con Iu
forma tipiea de Perdi, en el Cuzeo; las poblaciones aisladas, con
morfologia singular, enclavadas en los pocos rios y vertientes de
los desiertos azoicos de Atacama, y muy especializadas por su bio-
logia; las poblaciones numerosas y méis polimorfas de la regién cen-
tral, entre Coquimbo y Malleco; en fin las poblaciones poeo cono-
cidas de la selva htimeda austral valdiviana. Bufe spinulosus es eun
realidad especie politipica, que, a pesar de ser tan polimorfa y va-
riable, por sus posibilidades adaptativas notables, no parece haber
aleanzado, en su fase actual de expansién, mecanismos de aisla-
miento tan eficaces para determinar algfin taxén de rango especi-
fico en los varios conjuntos poblacionales que la componen, afin en
los méas homeomorfos o geogrificamente segregados.

Las formas geograficas que recordamos, se identifican por sus
rasgos morfolégicos, en ciertos casos de significado estadistico, los
que se expresan en diferencias de las medidas o indices corpéreas,
cseguramentie relacionadas econ modificaciones funcionales de estas
anuros, en relacién con el ambiente en que viven, de acunerdo con
su metabolismo, reproduccién y sistema de correlacién endéerina ca-
racteristico.

Observaciones preliminares de RosemMaNN, HoEcKER y CAPURRO
(1960) tuvieron por objeto las relaciones serolégicas entre algunas
de las formas chilenas mencionadas, en particular los sistemas de
antigenos peculiares y comunes, a través de la reaccién de preei-
pitacién en gel seglin la téenica de Outcherlony. A pesar de no re-
velar diferencias cualitativas evidentes, los autores sefialan dife-
rencias de orden cuantitativo entre las muestras de la zona central
(Zapallar, Concepcién) y las de Atacama (Copiapd).

Considerando las proteinas especificas, como un cardcter sis-
tematico representativo en el caso de las seroproteinas [abricadas
por el mismo organismo, segGn sus propios “patterns” gemnéticos, he
mos intentado ahora un estudio comparativo de las diversas pobla-
ciunes de Bufo spinulosus, utilizando la téenica de la electruforesis
cn papel. Ya desde casi dos décadas este tipo de observaciones signe
adelantdndose continuamente en la préetica y en la bibliografia bic-
légica, como se puede ver por las abundantes contribuciones, atin de
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caricter zooldgico, las més significativas de las cuales hemos indicado
en unas notas informativas previas (Cgr, 1961; BerTini, 1961). Era
interesante comprobar si la separacién de las principales fracciones
albtiminas-globulinicas, por movilidad y carga eléctrica, se mantenia
constaate en la especie, en condiciones fisico-quimicas de anilisis es-
tandardizadas, y si eventuales diferencias cuali-cuantitativas en los
ferogramas se pudieran interpretar como un aspecto de la dife-
renciacion adaptativa de las formas geogrificas indicadas, siendo
expresién de uno de los mltiples estados posibles de equilibrio fi-
siolégico de su medium interno.

MATERIAL Y METODOS

I.a sangre, obtenida por puncién eardiaca en animales adnltos
¥ aparentemente sanos, se dejaba coagular y el suero extraido sin
hemolisis y centrifugado se utilizaba en los méas breves liinites de
tiepo posibles, para evitar el riesgo de eventuales procesos de des-
naturalizacién. Se usé un aparato CIEN-CU (Ind. Afgentina), con
lag sigvientes caracteristicas téenicas para el proceso eleetreforético
seguido: papel Whatman 3 MM; Buffer (Veronal-Veronal Sédico)
pH 8.6, n 0.05; 850 v, o 1.5; eorrimiento (run) 6 h.; 18 tiras
en cada operacién. Se trabajé con suero tomado de muestras indivi-
duales, para considerar luego el significado estadistico de la mues.
tra poblacional representativa. Para cada espécimen se prepararon
tres tiras, colocadas en serie, y tratadas sucesivamente con la tée-
nica de azul de bromofenol, evaludndose por elucién fotocolorimé-
trica. Los valores consignados para cada espécimen son entonces el
promedio de los valores de sus tres tiras.

Las muestras utilizadas en nuestras observaciones se reun<n
en el siguiente euadro:

Grupo 1 — Poblacién de San Pedro de
Atacama (Antofagasta) 3.500
mtrs. Arroyo Vilana
(corresponde a Bufo spinulosus
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spinulosus) 3 machos, 5 hembras
15-X1-1959

f3rupo 2 — Poblacién de Paposo, Cuesta
del Peral, Atacama, 300 mtrs.
{eorresponde a Bufo spinulosus
atacamensis) 11 machos
12-X1-1959.

Grupo 3 — Poblacién de Rio Huasco, Va-
Henar, {Desierto de Atacama
‘(corresponde a Bufo spinulosus
atacamensis) 10 machos
11-XT-1959.

Grupo 4 — Poblacién de Chile Central
(Santiago)
(corresponde a Bufo spinulosus
aruUnco) 6 machos
1-1X-1960.

Todos los ejemplares se encontraban en actividad sexual, ali-
mentados; practicamente en las mismas condiciones fisiolégicas nu-
turales, tratdndose de especie de ciclo sexual continuo.

Por control afladimos algunos ejemplares de poblaciones argen-
tinas que consignamos en el siguiente elenco, habiendo sido tratados
con la misma técnica de las muestras anteriores chilenas:

Tafi del Valle (Tucumén) 3.000 mts. 1 macho, 1 hembra
15-XT1-1959.

Puente del Ineca, Mendoza, 3.000 1ints. 2 machos, 1 hembra
1-X1-1959.

Guayquerias del Tunuyin, Mdza., 1.000 mts. 1 macho
15-V-1960.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las seroproteinas de Bufo spinulosus constituyen electroforéti-
camente un sistema que presenta ciertas analogias con el de Bufo
arenarum de Argentina. Fundamentalmente se compone de cuatro
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grandes fracciones: la de mayor movilidad, seguramente alblimina,
que indicamos con el simbolo A (albumin-like), y las de menor car-
ga, referibles a globulinas, que denominaremos con el simbolo ge-
neral Q.

No hay diferencias apreciables en el corrimiento relativo de es-
tas fraceiones en todas las muestras de los grupos 1, 2 y 3, como se
puede observar en algunos de los ferogramas reproducidos (fig. 1).
El grupo 4 y Bufo spimulosus de Guayquerias, que poseen cuatro
fracciones bien visibles, presentan variaciones peculiares de movili-
dad relativa.

Lios porcentajes relativos de elucién de las fraceiones menciona-
das dan una expresién indicativa de la composicién del suero en la
especie y se representaridn a continuacidn, en una tabla que resume
los resultados de las observaciones electroforéticas.

Poblaciones: fracciones sero-proteinicas
A G’ + G” G’
S. Pedro de
Atacama
3 machos 30.72-+3.39S.E)) 42.09 +1.23 27.16 +-3.75

(24.66 — 36.36)

(40.73 — 44.55)

(22.63 — 34.60)

5 hembras 26.88 + 2.20 42.52 4+-0.73 30.59 +~2.44
(21.05—32.30) (40.33—44.35) (23.35—35.60)

Paposo

11 machos 30.10 =~ 1.18 40.64 + 1.42 29.26 + 2.14
(23.80 — 35.65) (32.85-—47.00) (19.05—41.20)

Rio Huasco

10 machos 20.56 +1.13 40.66. + 1.16 38.73 - 1.67
(15.80 —26.60) (33.13 —45.43) (31.53—45.93)

A & G G

Chile Central

Santiago

6 machos

23.97 +-1.14 22.39 +1.20 25.30 + 0.67 28.24 + 2.47

(20.60 — 28.50) (18.33—25.95) (22.91 —27.29) (21.98 —36.95)
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A G + G” G
Tafi del Valle
1 macho 30.90 48.80Q 20.30
1 hembra 23.05 56.20 20.75
Puente del Inca
2 machos 17.50 44 .67 38.02
1 hembra 20.40 32.55 47.05
A (e 4 G’ G
Guyquerias de
Tunuyin
1 macho 34.30 23.90 16.90 24.40

La ‘“unidad’ general del sistema se mantiene fundamental-
mente en todas las formas chilenas. Es csto un caracter més, fisio-
l6gico, a favor de la validez especifica del conjunto de spinulosus,
no obstante el polimorfismo, la adaptacién, y el gran aislamiento
geografico de algunas de sus formas.

Analizamos ahora ciertas variaciones interesantes en el com-
portamiento eleetroforético de las fracclones protefnicas, que se
pueden seiialar en las poblaciones consideradas. Se evidencia una
serie de muestras cuyas tiras se caracterizan por un “pattern” par-
tieular en las globulinas de mayor movilidad y carga. La tenemcs
en la forma de alta Cordillera (representada aqui por San Pedro
de Atacama, pero acompaifiada por su comportamiento por los ejem-
plares alto-cordilleranos de la ladera argentina, de Tafi del Valle ¥
Puente del Inca), y asimismo en las poblaciones fuertemente ais-
ladas de los escasos biotopos utilizables del desierto de Atacama,
en gran parte azoico (Paposo, Vallenar). En todas estas muestras
las bandas de corrimiento correspondientes a las fracciones que de-
nominamos G’ y G” no se pueden resolver en fracciones bien sepa-
radas, lo que nos ha obligado a considerarlas junto atn en el pro-
ceso de elucién, Las dos fracciones se separan y se evidencian me-
jor en la muestra de Chile Central; en la Argentina ecurre lo
mismo en la poblacién aislada, relativamente lejos de la Cordillera,
de los relicves erosionados y Aridos, denominados Guayquerias del
Tunuyidn (Mendoza, 1.000 mts.).
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Se sabe que las macromoléculas, tipo a-macroglobulinas, tienen
tendencia, euando separadas, a formar cadenas. Considerando el
corrimiento relativo en los ferogramas de las globulinas homélogas
de nuestro bufénidos chilenos, se puede pensar en una fuerte inter-
relacién entre los dos grupes (G y G), que probablemente podrian
aqui disociarse con otro pH, pero que se separan bien en estas mis-
mas condiciones electroforéticas —como hemos visto— en muestras
poblacionales de otra procedencia. Presumiblemente podria tratarse
de interaccién entre macromoléculas, en este caso debida a algfim
factor peculiar de cardcter especifico.

En otros trabajos, otros autores recuerdan {WiEME, 1958) que
en electroforesis en gel se notaban agregaciones de fibras macromo-
leculares (p. e. en proteinas tiroideas aisladas, o en las proteinas del
cristalino), debidas a proteinas ecuyas bandas demostraban una
disposicién ‘‘veteada’’ caracteristica, como de hebras. Hemos podido
también comprobarlo en la fraceién “confusa” o “conglobada” de
las tiras del material donde sefialamos este aspecto macrosedpico del
sistema sero-proteinico de Bufo spinulosus. Probablemente deberia
ger atribuido a la tendencia a la disposicién en “cadena” de las ma-
cromoléeulas, la que puede haberse acentuado en las poblaciones
cordilleranas, pero méas todavia en las muy aisladas de Paposo o
Rio Huasco. Cuando existe la mencionada tendencia a la probahle
interaceién macromolecular el ferograma se hace mas corto y es po-
sible que la citada propiedad pueda aGn modificar las caracteristi-
cas y movilidad de la albtmina.

La comparacién de los porcentajes de elucién proporciona otros
datos dignos de relieve, prestindose para algunas consideraciones
de cierto interés. L.a “ratio” Albtimina/Globulina representa siem-
pre un valor de notable importancia fisiolégica, y alGn ecolégica,
cuando se tenga presente que la existencia de una elevada concen-
tracién de moléculas de albtimina puede intervenir en la regulacién
onecédtica y osmética de los liguidos vitales del ambiente interno de
un organismo, interfiriendo por ende en los mecanismos adaptati-
vos de su balance hidrico y de su relativa independencia del am-
biente acuitico. En efecto —alin por lo que se conoce a través de
estudios electroforéticos— organismos exclusivamente acuéticos se
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acompaflan con la ausencia o la gran reduccién de la albtimina, au-
mentando ésta de manera considerable en animales con actividad
prevalentemente terrestre.

Por experiencia personal podemos afirmar que en este sentida
Bufo spinulosus se ubica entre los anfibios no estrictamente vincu-
lados a un habitat limnico. Esta condicién fue subrayada por tra-
bajos experimentales de Vargas y Espina (1959) quienes demos-
traron la méixima sensibilidad de este sapo a las hormonas neuro-
hipofisariay, en relacién con los demés anuros chilenos.

En todas nuestras muestras, menos Rio Huasco, los limites in-
dividuales para los porcentajes de albimina (A) estin entre 20.60
— 36.36 %, con términos medios entre 23.97 — 30.72 %. Ahora
bien, en los ejemplares capturados en el Rio Huasco, stempre en el
agua, bajo las piedras en el lecho del rio, estos porcentajes bajan
entre limites de 15.80 — 26.60 %, con un término medio de 20.56 %.
La diferencia entre la poblacién de Rio HMuasco y las de Paposo v
de San Pedro de Atacama tiene, p.e., evidente significado estadis-
tico (P de Fischer entre 0.01 — 0.001).

La disminucién relativa de alblunina en los sapos xantodermos
de Rio Huasco, cuya piel sumamente lisa y suave parece relacio-
narse con una vida constantemente acuitica, no resulta pues en des-
acuerdo con su adaptacion y especializacién ecolégica. Presentan
ciclo sexual continuo, reproduciéndose durante todo el afio o en su
mayor parte; encuentran en el rio una biocenosis limitada, pero en
optimo equilibrio para sus necesidades alimenticias; esencialmente
aparecen vinculados al medio acuitico, del cual diffcilmente po
drian desprenderse, debido a que los rios enclavados en la regidn
erémica atacamefia resultan rodeados por desiertos absolutos, pedre-
gosos, absolutamente hostiles. El régimen de precipitaciones es alli
casi nulo, por lo menos por enormes periodos, y la HR (humedad
relativa) aleanza normalmente el 0 % o muy cerca del 0 %.

La poblacién de Paposo, con un porcentaje mayor de albmina
sérica, vive al contrario casi siempre fuera del agua, representada
por muy limitadas vertientes eristalinas, que utilizan para sms re-
petidos desoves. Constituyen su ambiente de eleeccién los pedregales
y las rocas con hierbas y arbustos a lo largo de la quebrada costera.
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Sagtin datos personalmente recolectados y observaciones perscnales
dircetas la HR aparece alli suficientemente elevada (frecuentemen-
te el 24 — 50 %), llueve con lluvia fina durante varios dias en el
afio, el cieio es a menudo nublado, ¥ sobre todo, tratindose de urva
cuesta costera con régimen peculiar climitico, se verifica una con-
tinu: condensacion de la neblina maritima (camanchaca). Claro
cstd que todos estos factores pueden concurrir facilitanao la ten-
deneia edaptativa de los sapos locales hacia una vida prevalente-
mente terrestre.

Los sapos de San Pedro de Atacama, que son muy distintos
de los d2 las poblaciones del desierto atacamefio, por el aspeeto,
estructura y gran corneificaciéon de la piel, ete., viven en un am-
biente de altura, drido (frecuente HR de 1—7 %), pero mucho
més frio, en amplias quebradas andinas (como el arroyvo Vilama)
con pastizales y vegetacién arbustiva. Se trata de otra forma, ri-
siolégicamente distinta, probablemente con distintos rasgos adapta-
tivos, atn de naturaleza endéerina y metab6lica (erf. estructura y
muda de la piel). Es interesante notar que los pocos ejemplares es-
tudiados de Tafi del Valle (Norte Argentino) que viven en condi-
ciones similares, manifestaron valores poreentuales de albtimina
anélogos a los de la muestra de San Pedro de Atacama.

CONCLUSIONES

1 — Estudiando por electroforesis en papel' (850 V; pH 8.6;
p 0.05; papel Whatman 3 MM; run, 6 h,) muestras de sueros de
distintas poblaciones de Bufo spinulosus Wiegmann de Chile y de
Argentina, se comprueba la unidad general de su sistema sero-pro-
{einieo, eon cunatro fraceciones fundamentales, una homdloga a la
Albtimina, las otras a Qlobulinas, de distinta carga eléetrica.

2 — Un grupo de poblaciones (Alta Cordillera, desierto de
Atacama) presenta una peecualiar condensacién en las dos prime-
ras bandas de globulinas, con disposicién “veteada” (probable in-
teraceidn macromolecular). Esto obliga a considerarlas junto como
valores poreentuales de elucién, y ademis todo el corrimiento elec-
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troforético se hace algo méas corto. Al contrario en las poblaciones
de Chile Central (Santiago) las dos primeras bandas se hacen reco-
nocibles y bien definidas.

3 — Existen diferencias poblacionales en los valores poreen-
tuales de la fraceién “albumin-like”: los valores més bajos, estadis-
ticamente significativos, se observan en los animales de vida cons-
tantemente acuética, confinados en los rios del desierto de Ataca-
ma (Rio Huasco).

4 — Se presentan algunas consideraciones sobre el probable
valor adaptativo y el sentido ecolégico de estas variaciones de la
“ratio” Albaimina/Globulina, que parece ser més elevada en las
formas més independientes del ambiente acuético.

RESUMEN

Las caracteristicas electroforéticas del suero de poblaciones re-
presentativas de varias de las formas geograficas chilenas de Bufo
spinulosus Wiegmann revelan una notable homogeneidad general en
acterdo con la posicién sistemética de esta especie politipiea, pero
con evidente polimorfismo a lo largo de su amplia area de distri-
bucién eordillerana. Las fracciones proteinicas reconocibles son fun-
damentalmente cuatro, una referible a albimina, las otras proba-
blemente a globulinas. Las poblaciones del Norte, de la puna de An-
tofagasta, y de los eseasos rios y vertientes del desierto de Ataca-
ma, no permiten reconocer en los ferogramas las dos primeras frac
ciones globulinicas, presentando en aquellos una sola mancha con
un aspecto “veteado” (“streaked”) ecaracteristico, probablemente
por interacciones macromoleculares peculiares. Las dos fraeciones
globulinicas se haecen bien reconocibles en las muestras de Chile
central, donde el ferograma presenta ciertas analogias con el de
Bufo arenarum. La fraccién referida a albimina presenta la con-
centracién relativa mis baja en la poblacién de Rio Huasco (Ata-
cama). Probablemente esa baja concentracién de albiimina puede
estar en cierta correlacién ~—por razones ecolégicas— con otros pe-
culiares caracteres adaptativos de estos sapos aislados de los esca-
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sos ambientes limnicos de los grandes desicrtos del Norte, de vida
permanentemente acuitica, bajo las piedras en las aguas corrientes
del rio.
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Ferogramas caracteristicos cn: 1-Bufo spinulosus spinulosus, San Pedro de Ata-
cama, y 2- Bufo spinulosus atacamensis, Rio Huasco, Vallenar (corrimiento 8
horas; nétese la imbricacién de las curvas correspondientes a las bandas in-
termedias, G' v G”), 3- Bufo spinulosus arunco, Santiago de Chile (corrimiento
8 horas), vy 4- Bufo spinulosus, Guayaquerias de Tunuyan (corrimiento 6 horas).
Noétese en los dos Gltimos la distinta movilidad relativa de las bandas inter-
medias, Las flechas indican el punto en que se cortaron las bandas en las tiras
para la elucién. A — albuminas; G, G” y G'”, globulinas —






