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SUMMARY

Serum-immunological analysis of different speciation levels in 
Bufo of the spinulosus group. — Speciation of tlie Bufo spinulosus 
complex is strikingly demonstrated on its wide area of distribution by 
means of the antigenic properties of the serum proteins. Serological re
lationships between different populational groups from Peru, Chile and 
were studied. Precipitin tests were measured by means of the Libby’s 
Photroner. Percentages above 90 % concern with populational and geo
graphical variation; but under 90 % a real inter-specific relationship can 
be claimed. The following specific units were stressed: limensis Werner, 
flavilineatiis (Vellard), trifolium Tschudi, aiacamensis (Cei), chilensis 
Dum. Bib., spinulosus Wiegmann, rubropunctatus Guiclienot. The remar
kable serological isolation of the so called “spinulosus” form from Pam
pa de Achala, Córdoba, is especially emphasized.

Con la profundización de los métodos de investigación sis
temática, por la creciente aplicación de criterios estadísticos 
taxi-genéticos y por el empleo de técnicas comparativas no mor
fológicas, la definición ya clásica de la especie se ha ido ha
ciendo cada vez más difícil e incierta. En presencia de una 
verdadera “impasse semántica”, se ha llegado hasta la propo
sición de una disociación conceptual entre “especies taxinómi- 
cas”,y “especies biológicas” (Grant, 1963). Numerosas y con
trastantes han sido y son las discusiones sobre los aspectos 
fundamentales de una delimitación real, en el tiempo y en el 
espacio, de los conjuntos apreciables de individuos relacionados
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inter-se: o por determinados grados de semejanza, o por deter
minados niveles de intercambio reproductivo debido a flujo 
génico entre los sistemas integrados alélicos de las así llamadas 
poblaciones mendelianas. Una tendencia compartida por varios 
evolucionistas o sistemáticos modernos insiste sobre una crítica 
demoledora del significado y hasta de la utilidad práctica del 
11 tipo”, y sus variantes, en la clasificación. Otros taxónomos 
sustentan todavía la eficacia del mismo (Blackwelder, 1964), 
o por lo menos aceptan su necesaria función nomenclatural 
(Simpson, 1961). Otros en fin (Reig, 1968), aun negando todo 
valor lógico intrínseco a las prácticas tipológicas en todas sus 
derivaciones, admiten la posibilidad de su empleo en el solo 
caso de materiales de estudio fragmentarios e incompletos, sub
rayando la conveniencia de enunciar claramente el carácter 
provisional e hipotético de cada definición, en cada diagnosis.

Es interesante observar en este trabajo algunos resultados 
de nuestras investigaciones recientes no morfológicas sobre con
juntos poblacionales y subespecíficos de especies politípicas de 
Anuros neotropicales con amplia dispersión geográfica. Hemos 
podido comprobar (pie a través del análisis bio-estadístico y 
fisiológico de las muestras poblacionales de un conjunto, se 
llega a veces a una conclusión casi paradójica. En efecto, varias 
antiguas entidades taxinómicas, creadas por sucesivos autores 
con procedimientos morfotípicos, y pasadas luego a sinonimia 
de la especie politípica, parecen reivindicar su primitiva cate
goría de especie, en el sentido de sistemas genéticos diferen
ciados y aislados, gracias al mismo criterio biológico de la 
evaluación de los niveles de intercambio génico como en las ex
periencias de compatibilidad genética o gracias a la apreciación 
cuantitativa de la información genética común, como en los 
tests de precipitinas que permiten avaluar la cantidad de anti
genos comunes en las seroproteínas específicas. Resulta enton
ces sorpresivo que métodos que atienden directamente a la ob
jetividad de la especie en su materialización dinámica, espacio- 
temporal, puedan aplicarse fielmente en ciertos casos a una 
expresión descriptiva, tildada con los más severos atributos de 
imprecisión y subjetividad, como la especie morfotípica.

Hemos estudiado un conjunto de formas del género Bufo, 
del grupo spinulosus, al cual con buena razón algunos autores 



J. M. Cei, Análisis sero-inmunoJógico de... 93

podrían asignar el término, otras veces usado, de super-especie. 
Estos sapos son prevalentemente cordilleranos y llegan a gran
des alturas (hasta 4.500 metros y más), pero en la ladera del 
Pacífico tocan las orillas del océano (Perú, Chile) no descen
diendo más abajo de 1.000 metros hacia el este. Se encuentran 
desde el sur de Ecuador (Coja) hasta la Patagonia, y su his
toria taxinómica se desarrolla desde el siglo xvm, cuando Mo
lina, en Chile (1782) describió muy imperfectamente su Bufo 
arunco, el “Señor de las aguas” de los araucanos. Las entida
des específicas del grupo, sucesivamente reconocidas, fueron 
spinulosus Wiegmann (1835), chilensis Diun. y Bib. (1841), 
trifolium Tschudi (1845), rubropunctatus Guichenot (1848), 
limensis Werner (1897), eophotis Boulenger (1900). A nivel 
subespecífico fueron descriptos flavilineatus Vellard (1959), 
arequipensis Vellard (1959), orientalis Vellard (1959), ataca- 
mensis Cei (1961), altiperuvianus Gallardo (1961), papillosus 
Philippi (in Gallardo!) (1965). Hasta la fecha el status de 
spinulosus ha sido corrientemente considerado como el de una 
especie politípica, referida a spinulosus Werner, con chilensis 
(sinónimo de arunco Molina), trifolium, limensis, flavilin&atus, 
arequipensis, orientalis, atacamensis, altiperuvianus, papillosus, 
todos en calidad de subespecies o formas geográficas. La posi
ción específica de rubropunctatus en Chubut y sur de Chile, 
ha sido aclarada por Gallardo (1962).

Hemos estudiado serológicamente muestras poblacionales 
significativas de ese grupo, utilizando como en otros casos las 
técnicas de las reacciones precipitínicas y su evaluación fotron- 
reflectométriea, que permite inferir distancias o afinidades 
taxigenéticas en base a la existencia de mayor o menor canti
dad de antígenos comunes en las proteínas séricas, albúmino- 
globulinas, específicas. Oportunamente se ha tenido en cuenta 
los ajustes técnicos más recientes, en especial la sincronicidad 
de extracción de las muestras de sueros utilizadas en los tests 
(Cei, Castro, 1969). Para otros detalles sobre obtención de 
sueros, preparación de sueros inmunes de conejos, y medición 
galvanométrica de los precipitados nos referimos a trabajos 
anteriores (cfr. Cei, 1969).

Las poblaciones examinadas fueron las siguientes:
Forma spinulosus: Perú - Cuzco, 3.400 m; Chile - Volcán, 
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Cordillera de Santiago, 2.100 m; Argentina - Cordillera de San 
Juan, 2.500 m; en la provincia de Mendoza: San Isidro y Puesto 
Lima, 1.200 m; Paramillo, 2.100 m; Valle Hermoso, 3.000 m; 
arroyo a 20 km SE de Bardas Blancas, 1.200 m; Co-hueco, 
cerca de planicie del Payún, 1.800 m; Río Chico, Alto Río 
Chubut, Río Negro, 1.200 m.

Forma chilensis: Chile - Zapallar, Valparaíso, Til-Til y 
Las Condes, cerca de Santiago.

Forma limensis: Huacho, costa al norte de Lima.
Forma atacamensis: río Huasco, desierto de Atacama.
Forma flavilineatus: lago Junín, Perú, 4.200 m.

' Forma trifolium: Cumbres de Tarma, Perú, 3.500 m. ■ ■ .
Forma rubropunctatus: Chile, bosque valdiviano.

También se pudo disponer de muestras de la población 
aislada de Pampa de Achala, Córdoba (2.100 m) y de la espe: 
cié dada como afín ál grupo, variegatus del bosque antartán- 
dieo. Se prepararon 15 sueros inmunes en conejo con antígenos 
de spinulosus, chilensis, atacamensis, limensis, flavilineatus, y 
de la forma aislada de Pampa de Achala. En total, las reaccio
nes precipitínicas realizadas y evaluadas fueron 87.

Los resultados de las reacciones cruzadas, analizados tam
bién en otras notas (Cei, 1969), permiten reconocer cuatro ni
veles fundamentales en las distancias serológicas de las mues
tras experimentadas, como se desprende por las Tablas I, II, 
III y fig. 1-6.

Porcentajes de índices precipitínicos homo-heterólogos arri
ba dél 90 % pueden considerarse a un nivel poblacional intra- 
específico: simples manifestaciones de fluctuaciones génicas, 
traducidas en recombinaciones cuantitativas de antígenos co
munes. Cae en aquellos toda la cadena poblacional de la forma 
spinulosus de Wiegmann, a pesar de su enorme dispersión geo
gráfica, desde el Cuzco, “térra typica”, a las orillas del río 
Barrancas, sur de Mendoza, casi en Patagonia. Lo mismo ocu
rre entre las poblaciones centro-chilenas de la forma chilensis 
de Dum. y Bib., desde Valparaíso a Santiago.

Porcentajes entre el 70 % y 80 % corresponden a distan
cias que pueden ser ya de rango específico,. luego de un pro-
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Figura 1. — Curvas fotronreflectoniétricas de las reacciones homo-het ecólogas de pre- 
cipitinas entre un suero anti-spínulosus y sueros de diferentes poblaciones de la mis

ma especie, y de chilensis.

Figura 2. — A. y B, Curvas fotronreflectométricas de las reacciones homo-lieterólogas 
de precipitinas entre sueros anti-c/iilensis (I) y (TI) y sueros de diferentes pobla

ciones de siñnulosus, y Bufo variegatus. 
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ceso pretérito de especiación. Esto se verifica entre todas las 
poblaciones de spinulosus por un lado y las de chile nsis por 
otro, con un número significativo de combinaciones geográficas 
y de reacciones cruzadas. El hallazgo resulta en claro contraste 
con la afirmación de Gallardo (1965) que las poblaciones ar
gentinas de spinulosus de San Juan y Mendoza pertenecerían 
a una supuesta y confusamente definida forma subespecífiea

Figura 3. — A, curvas fotronreflectométricas de las reacciones liomo-hetrólogas de 
precipitinas entre un suero anti-c7u7easí,s> y sueros atactlHieniiis y limenxis. B, ídem, 

entre un suero unti-afaeaniensís y sueros de chile,unís y liniengis.

chilcnsis I). y B. Dicha tesis tiene en contra la presente evi
dencia y no está sustentada por la evidencia morfológica, ha
biendo encontrado Bogart (com. pers.: trabajo en prensa) di
ferencias cariotípicas y Martín (com. pers.: en prensa) dife
rencias osteológicas constantes y características entre los ver
daderos chilensis de Chile central y spinulosus de Mendoza, 
Argentina.
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Los índices precipitínicos subrayan también el grado de 
aislamiento fisiológico entre atacamensis y respectivamente 
spinulosus, chilensis y limensis. Los curiosos sapos acuáticos 
de Vallenar y Copiapó pueden haber sufrido un período sufi
cientemente largo de interrupción de intercambios génicos con 
las poblaciones limítrofes, quizás por razones paleoclimáticas 
(pie llegaron a establecer las actuales poderosas barreras ecoló
gicas circundantes. Trabajos en curso de Blair y colaboradores 
y de Veloso (no publicados) parecen refrendar esta compati
bilidad mediante tests cruzados de compatibilidad genética y 
supervivencia larval y de metamorfosados, relativamente bajas. 
Diferencias bioquímicas existen en las secreciones de la piel 
entre todas las formas arriba mencionadas y acentúan su dife
renciación sistemática (Cei, Erspamer y Roseghini, 1968). Blair 
(datos no publicados) observa en fin diferencias significativas 
en la morfología del testículo de atacamensis en comparación 
con spinulosus y chilensis.

Otras formas que por su distancia serológica parecen em
pujadas o devueltas a una categoría taxinómica muy probable
mente superior a la de subespecies son flavilincatus, trifolium 
y limensis de Perú. Bufo flavilincatus endémico en el altiplano 
de Junín acusa fuerte aislamiento con spinulosus (75,5 % - 
78,2 %), con chilensis (62,0 % - 61,2 %), menos con limensis 
(82,3 % - 84,0 %), forma gigante limítrofe, cuya diferencia 
de tamaño y coloración con el pequeño sapo del altiplano son 
sorprendentes. La historia evolutiva del grupo en las regiones 
tropicales andinas es prácticamente desconocida y la misma 
distribución geográfica puede considerarse imperfectamente 
trazada, sobre la base de una supuesta alopatría de las formas. 
Indices ligeramente superiores a 80 (/l, como se ve por la Tabla 
1, pueden señalar una mayor cantidad de antígenos comunes, 
quizá por procesos de especiación más recientes o por reduci
dos intercambios génicos debidos a extrema vecindad, o simpa- 
tría, de poblaciones limítrofes, lo que parece ser el caso de 
spinulosus y chilensis en la región precordillerana frente a San
tiago de Chile (El Volcán y Las Condes: 83,2 %). El carácter 
transicional de las poblaciones cordilleranas de spinulosus de 
El Volcán parece confirmarse por sus índices precipitínicos 
versus spinulosus de Mendoza, relativamente más bajos (89,6 %
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90,2 % - 90,3 %). La pertinencia al conjunto específico spi- 
nulosus Wiegmann de las poblaciones de El Volcán se destaca 
por otro lado por su decidida reacción cruzada con la forma 
típica del Cuzco (92,1 % - 94,5 %).

Figura 4. — A, curvas fotronreflectométricas de las reacciones liomo-heterólogas de 
precipitinas entre un suero anti-atanwwen.s'í.s- y sueros de ehilenxix y diferentes po
blaciones de spinulosus. B, ídem, entre un suero anti-chilenxis y sueros de Bufo 

rubropunctatus, flarilineatus y vurieyatim.

Es interesante notar (pie las distancias serológicas recor
dadas entre limcnsis y chilcnsis, por ejemplo, o spinulosus y 
limcnsis, son del nivel de la revelada por el test chilcnsis X 
bropunctatus (68,2 %), especies simpátridas en el bosque an- 
tartandico (Gallardo, 1965). Distancias mayores son solamente 
demostradas por reacciones entre elementos de grupos filáticos 
diferentes, como se desprende por los valores encontrados con 
Bufo marinas poeppigi (57,1 % con limcnsis-, 53,0 % con fia- 
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vilincatus). A este propósito cabe poner énfasis sobre el índice 
preeipitínico sumamente bajo hallado entre chilensis y Bufo 
varicgatus (43,1 %). La posición de Bufo varicgatus ha sido 
recientemente discutida por Gallardo (1962), quien ha postu
lado el origen independiente de aquel stock de bufónidos, con
trapuesto a los demás elementos neotropicales. No es aquí el 
lugar para analizar o criticar esa tesis extrema, pero sin duda

FlGt'RA 5. — A, curvas fotronreflectométricas de las reacciones homo-heterólogas de 
entre un suero anti-íí»if7i.s'ís y sueros de flavilineatus, trifoliiim, eliileii-si-s y Bufo 
poeppiyi. B, ídem, entre un suero ¡inti-fla-filinentug y sueros de limen-sis, chilensis y 

Bufo poeppiyi.

el único dato serológico en nuestro poder no conforta de nin
guna manera la posibilidad de una estrecha vinculación filática 
de varicgatus con las demás formas del conjunto super-especí- 
fico de spinulosus.

Otro aporte novedoso de nuestras investigaciones se debe 
considerar el inequivocable aislamiento genético que se eviden
cia en todos los tests serológicos donde figura la forma de la 
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Pampa de Achala, cuya posible separación taxinómica lia sido 
sospechada por Ilellmicli (1936) y por Gallardo (1965). La 
distancia entre la forma de la Pampa de Achala y las pobla
ciones mendocinas y rionegrenses de spinulosus es del mismo 
nivel de al reinante entre spinulosus y atacamensis, o spinulosus 
y chilensis; con chilensis los índices bajan aún más, entre 
64,7 % y 67,5 %. En base a un criterio comparativo deductivo 
según nuestra discusión anterior, la forma de la Pampa de 
Achala alcanzaría pues serológicamente una categoría especí
fica, y las condiciones de verdadera segregación topográfica

Figura 6. —■ Curvas fotronreflectométricas de las reacciones homo-heterólogas de pre- 
cipitinas entre un suero anti-Bufo del grupo spinulosus, de Pampa de Achala, Cór
doba y sueros de diferentes poblaciones de spinulosus (Mendoza) y chilensis (Chile).

de ese bufónido en las cumbres cordobesas deben haber actuado 
durante un período muy largo para llegar a consecuencias fi
siológicas de tal envergadura..

En resumen: Sobre la base del cuadro aquí trazado de las 
afinidades serológicas poblacionales de la superespecie spinu
losus aparece como un conjunto de formas de antiguo abolengo / 
filétieo, seguramente anterior al movimiento orogenético an
dino y sometidas a diferentes etapas de especiación, sugeridas 
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por los niveles de diferenciación antigénica actuales. Una pri
mera etapa puede considerarse la de rubropunctatus, de limen- 
sis y respectivamente chile nsis-atacamensis y spinulosus. Una 
segunda etapa puede haber marcado la separación de spinulosus 
y chilcnsis y el aislamiento de la forma de la Pampa de Achala; 
luego la separación de atacamensis, y en el norte de flavilinea- 
fus y trifolium. Como el mítico Ouroboros de los antiguos grie
gos, la serpiente mística (pie se muerde la cola, los morfo-tipos 
originarios de Tschudi, Duméril, Bibron y Werner podrían 
volver curiosamente a su primitivo rango, esta vez con la dig
nidad de especies biológicas, junto con las subespecies de Vel- 
lard y Cei. Por otra parte, a pesar del interés (pie opinamos 
pueda merecer esta contribución no morfológica a la elucida
ción de una entidad herpetológica regional y al planteo dia
léctico del concepto de especie, es indispensable obtener datos 
más completos sobre la distribución, ecología y fisiología de 
varias de las formas citadas y de otras (pie todavía escaparon 
a nuestro tamiz sistemático, antes de dar por concluido el pro
blema taxigenético del conjunto spinulosus.
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Tabla I. — Reacciones cruzadas de precipitinas, medidas en u.p. 
(porcentajes homo-heterólogos, de áreas totales integradas).

, Grupo spinulosus

Alih’IBA DEL 90%
Forma, spinulosus: poblaciones Perú, Cuzco, versus Men-

¿loza y recíprocas: 90,2-91,5
>> Perú Cuzco, versus Volcán,

Chile y recíprocas: 92,1-94,5
}) Mendoza, San Isidro, ver

sus Volcán, Chile: 90,2
• ; » Mendoza, Paramillo, versus

Volcán, Chile: 90,3
Mendoza, San Isidro, ver
sus Mendoza, Puesto Lima: 93,2
Mendoza, Paramillo, versus 
San Juan, Cordillera: 91,4

99 Mendoza, Bardas Blancas, 
vs. San Juan Cordillera: 94,7

99 Mendoza, Paramillo, versus
Mendoza, Co-liuecó: 94,4

99 Mendoza, Bardas Blancas, 
versus Mendoza, Co-liuecó: 98,1

Forma chilensis: poblaciones Valparaíso versus Til-Til, 
Santiago: 96,7
Las Condes, Santiago, ver
sus Valparaíso: 97,7

AliJUBA DEL 80 %

Poblaciones spinulosus Volcán,, Chile, versus spinulosus,
Mendoza, San Isidro: 89,6

„ chilensis Las Condes, Santiago, versus spinu
losus, Volcan, Chile: 83,2

„ spinulosus Volcán, Chile, versus chilensis, Za-
pallar y recíproca : 81,1-80,0

„ forma Pampa de Acliala, versus spinulosus,
Mendoza, Paramillo: 82,1

„ atacamensis Vallenar, versus spinulosus, Perú,
Cuzco: 81,6
limensis Perú, versus flavilineatiis, Perú y re
cíproca : 84,0-82,3
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Tabla 2. Reacciones cruzadas de precipitinas, medidas en u.p. (por
centajes HOMO-HETJSRÓLOGOS, DE ÁREAS TOTALES INTEGRADAS).

Grupo spinulosus

ARRIBA DEL 70 %

Forma spinulosus Perú, Cuzco, versus chilensis, Za-
yy yy pallar y recíproca:

Perú, Cuzco, versus ataéaviensis,
76,4-76,7

yy yy Vallenar y recíproca:
1 Mendoza, Paramillo, versus chi

77,2-77,7

yy yy lensis, Valparaíso y recíproca: 
Mendoza, Paramillo, versus forma

71,1-71,7

yy yy Pampa do Achala:
Mendoza, San Isidro-A, ■ vs. chi

79,3

yy •'í yy lensis, Zapallar y recíproca:
• (73,4 con Mza., Puerto Lima). 

Mendoza, San Isidro-B, vs. chi

74,2-71,5

yy yy lensis, Zapallar y recíproca: 
Mendoza, Bardas Blancas, versus

70,3-71,1

yy yy chilensis, Valparaíso:
Mendoza, Bardas Blancas, versus

74,1

yy yy forma Pampa de Achala y recípr.: ■ 
Mendoza, San Isidro, versus ata- 
cdmensis, Vallenar y recíproca:

76,7-73,8

73,7-71,5-72,1

9f Pampa de Achala versus spinulosus Volcán, Chile:
versus spinulosus Mendoza, Valle

78,9

ff yy yy Hermoso:
versus spinulosus Mendoza, Co-

71,0

» yy y/ liuecó: 74-7
yy » versus spinulosus Río Negro: 

Valparaíso, vs. spinulosus Men
■' ' 73,5

« cllilfiisis doza, Co-huecó:
Las Condes, Santiago, versus spi-

73,3

yy . nulosus. Mendoza, Paramillo :
Las Condes, Santiago, versus spi

75,2

n yy nulosus Mza., Bardas Blancas: 
Vallenar, versus chilensis, Zapa-

74,2

yy atacamensis llar y recíproca:
Vallenar, versus spinulosus, Vol

77,4-78,2-77,4

yy cán, Chile: 71'7
limen sis Perú, versus trifolium, Perú: 79,4

» » Perú, vs. atacamensis, Vallenar:
Perú, versus spinulosus, Perú,

70,3

yy flavilineatus CUZCO:. •. - > . 78,2
.... ■ , P^rú, versus Mendoza,

yy San. Isidro: . ■ - ... 75,5
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Tabla 3. Reacciones cruzadas de precipitinas, medidas en u.p. (por
centajes HOMO-HETERÓLOGOS, DE ÁREAS TOTALES INTEGRADAS).

Grupo spinulosus

MENOS DEL 70 %

Forma spinulosus, Mendoza, San Tsidro, versus limensis, 
Perú y recíproca:

„ Pampa de Achala versus chilensis, Til-Til, Sgo.:
„ „ „ versus chilensis, Valparaíso v

recíproca:
,, chilensis, Las Condes, Santiago, versus forma Pam

pa de Achala:
„ atacamensis, Vallenar, versus limensis, Perú:
„ limensis, Perú, versus chilensis, Zapallar y recípr.:
„ chilensis, Zapallar, vs. rlibropunctatus, Valdivia:
„ chilensis, Zapallar versus flavilineatus, Perú y re

cíproca :
„ chilensis, Valparaíso, versus spinulosus, Mendoza, 

Valle Hermoso:
„ chilensis, Valparaíso, versus spinulosus, Río Negro: 
„ limensis, Perú, versus niarinus poeppigi, Perú:
„ flavilineatus, Perú, versus niarinus poeppigi, Perú:
„ chilensis, Zapallar, versus variegatus, Valdivia:

66.1- 63,9
67.5

66,8-64,7

68,7
68.6

67.1- 66,4
68,2

62,0-61,2

69.1
68,5
57.1
53,0
43.1
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