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SUMMARY : Precipitin tests and serological relationships among species of the genus 
Lepidobatrachus Budgett (Anura, Ceratophrynidae)

Striking differences between seroproteins of Lepidobatrachus asper, L. laevis 
and L. llanensis are stressed by disc electrophoresis, and the albumin-globulin 
patterns show specific features both in individual and pooled samples of the 
above mentioned species. Also crossed homo-heterologous precipitin tests point 
out the specific serological relationships between these forms. Moreover the 
serological distances between L. asper, L. laeris and L. llanensis are of the 
same magnitude, but all Lepidobatrachus species lie at the same serological dis­
tance from Ceratophrys. The results support the recent taxonomic revision of the 
genus Lepidobatrachus by Barrio (1968) and may suggest a very early branching 
of this Ceratophrydid group.

INTRODUCCION, MATERIALES Y METODOS

Las vicisitudes taxonómicas del género Lepidobatrachus Budgett reflejan 
fpor sí mismas los cambios metodológicos de la herpetología en los últimos 
setenta años. A la primera descripción de Budgett (1899) que corresponde 
a criterios puramente tipológicos, siguen a distancia de medio siglo, las consi­
deraciones de Vellard (1948) evidentemente dictadas por una nueva tendencia 
hacia la evaluación fisiológica de las especies y de su polimorfismo, hasta el 
punto de confundir, como ha subrayado recientemente Barrio (1968), carac­
teres morfológicos diferenciales de taxa congenéricos simpátridas. Las argu­
mentaciones de Vellard, en su sugestivo planteo dialéctico, no dejaron de in­
fluir en las conclusiones de Reig y Cei (1963) quienes, en su análisis de ese 
género originariamente monotípico, al lado de una exacta definición de Lepi­
dobatrachus llanensis, de los Llanos de La Rioja, no alcanzaron un real reco­
nocimiento de Lepidobatrachus asper, en el cual siguieron incluyendo además
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de poblaciones marginales de L. llanensis, los verdaderos L. asper, y L. laevist 
simpátridas del chaco formoseño, ya descritos, si bien someramente, por Bud­
gett. En la definición de Lepidobatrachus salinicola de aquellos autores se com­
prendió por otro lado una población algo particular pero homogénea de L. 
asper, caracterizada por su enanismo y distribuida en las regiones salitrosas, 
del chaco austral.

La revisión de Barrio (1968), en pleno acuerdo con los más modernos con­
ceptos taxo-genéticos, y utilizando técnicas bio-acústicas de importancia fun­
damental para el estudio de los mecanismos de aislamiento interespecífico en 
Anfibios, ha puesto en claro con crítica objetiva el status verdadero del grupo, 
revalidando las especies originarias, L. asper Budgett y L. laevis Budgett, 
confirmando L. llanensis Reig y Cei y asignando a la forma salinicola Reig y 
Cei una posición conspecífica con L. asper.

Hemos considerado entonces digna de interés una contribución adicional, 
de carácter no morfológico, para una ulterior elucidación de este interesante 
problema. Se han realizado tests inmunológicos cruzados, con la técnica de las 
precipitinas, medidas por vía Photron-reflectométrica, entre las tres especies 
aceptadas por Barrio: L. asper, L. laevis y L. llanensis. En efecto, en X1I-1963 
se recolectaron por el autor y el Ing. V. G. Roig en Santa Fe (Abrieu: Chaco 
santafecino), muestras de Lepidobatrachus referidos en aquel entonces a L. 
asper y a L. salinicola los que, luego de la revisión y puesta al día de Barrio, 
resultan ser sin discusión L. laevis y L. asper, simpátridas en aquella área me­
ridional chaqueña. Contemporáneamente se habían recolectado en los Llanos 
de La Rioja muestras de L. llanensis. Se ha podido luego disponer de mues­
tras de sueros de los mencionados especímenes de las tres especies, todos cap­
turados y sangrados por punción cardíaca en el mismo período. Estos sueros, 
libres de hemolisis y conservados constantemente en “deep freezer”, se han 
utilizado en nuestros tests, inmunizando conejos mediante antígenos reforzados 
con coadyuvante de Freund. Los sueros inmunes así obtenidos se hicieron reac­
cionar con los antígenos respectivos y con los antígenos heterólogos, según 
diluciones progresivas y de acuerdo con la técnica citada en trabajos ante­
riores (Cei, 1965). Los resultados de los tests recíprocos se analizan en la 
discusión siguiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La posición serológica relativa de las tres formas de Lepidobatrachus exa­
minadas, aparece bien indicada por los gráficos de las áreas totales integradas 
de los valores turbidimétricos medidos, homo-heterólogos (fig. 1. 2, 3). Es 
evidente que la distancia serológica entre L. laevis, L. asper y L. llanensis es 
del mismo orden de magnitud, comprobando que aquellas especies revelan 
en los tests cruzados, recíprocamente, los mismos valores homo-heterólogos de 
porcentajes de precipitinas comunes.

Lepidobatrachus asper presenta en sus tests heterólogos un 57,5 % de uni­
dades turbidimétricas totales frente a L. laevis, y un 60,9 % frente a L. llanen­
sis. L. laevis a su vez presenta un 61,9 % frente a L. asper y un 64.2 % frente 
a L. llanensis. L. llanensis,t en fin, presenta un 62,5 % frente a L. laevis y un 
62,1 % frente a L. asper. Todos revelaron una distancia serológica común con 
Ceratophrys órnala (Bell) (Chaco), expresada por porcentajes de unidades 
turbidimétricas totales de 49-50 % en los tests heterólogos.

Se demuestra con toda claridad por estos ensayos, que el criterio de espe­
cificidad sustentado en la reciente revisión de Barrio se mantiene perfecta­
mente en las relaciones serológicas relativas a las tres formas reconocidas, 
cuyo significado biológico se confirma definitivamente por esta vía. El orden
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Dlluclones progresivas antígenos

fig. 1 — Reacción de precipitinas, utilizando suero anti-n.sper por antígenos homólogos y de 
Lepidobatrachus laevis, L. llanensis, y Ceratophrys ornata. Porcentajes homo-lieterólogos. 
de unidades Pliotron-reflectométricas.

Diluciones progresivas antígenos

Fig. 2. — Reacción de precipitinas, utilizando suero anti-Zaerís por antígenos homólogos y de* 
Lepidobatrachus asper, L. llanensis y Ceratophrys ornata. Porcentajes liomo-heterólogos. 
de unidades Photron-retlectométricas.
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de magnitud de la distancia serológica casi constante, recíprocamente, entre 
L. asper, L. laevis y L. llanensis, además de subrayar una posición equivalente 
de las tres entidades como jerarquía taxonómica actual, puede hacer pensar 
en un proceso relativamente antiguo de especiación. En otras palabras pueden

Diluciones progresivas antigenos

Fig. 3. — Reacción de precipitólas, utilizando suero anti-ZZanen.sís por antigenos homólogos 
y de Lepidobatrachus aspee. L. laevis y Ceratophrys órnala. Porcentajes homo-heterólogos 
de unidades Photron-reilectométrieas.

interpretarse como formas biológicamente aisladas desde un período muy largo, 
y la similitud de su relación serológica con Ceratophrys también pone énfasis 
en una fase pretérita muy lejana de especiación del grupo. La distribución 
presente alo-simpátrida de Lepidobatrachus (Barrio, 1968), puede entenderse 
mejor si se considera por un amplio espacio de tiempo la historia de sus 

LEPIDOBATRACHUS ASPER

LEPIDOBATRACHUS LLANENSIS

Fig. 4. — Sistemas específicos de fracciones seroproteínieas comparados en corrimientos elec- 
troforótieos (gel de poliaerilamida) de sueros de Lepidobatrachus. La flecha indica la 
dirección de corrimiento desde el punto de aplicación de las muestras. Las fracciones 
1-9 corresponden a las globulinas, las fracciones 10 y 11 corresponden a las albúminas 
y pre-albúminas.

especies, los rasgos fundamentales de su adaptación y el dinamismo de las 
poblaciones, a la par de las vicisitudes geológicas y paleoclimáticas de las 
regiones de su habitat.

Además de los ensayos cruzados de precipitinas, se realizaron con las mues­
tras serológicas mencionadas, corridas electroforéticas, en gel de poliacrila- 
mida, individuales y con pools de varios especímenes de L. asper, L. laevis y 
L. llanensis. Los resultados del fraccionamiento seroproteínico por este método, 
se indican en la figura 4. Comparando los tres sistemas de fracciones albúmino- 
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;globulínicas, se observa fácilmente su notable diversificación en las tres espe­
cies consideradas. Es este un argumento más, de carácter bioquímico, a favor 
de una diferenciación profunda y probablemente antigua de la constitución 
genética de estos Anuros. Es indudable una relación de los patrones electro- 
foréticos con las familias de antígenos que intervienen en las reacciones sero­
lógicas interespecíficas, expresadas por los valores turbidimétricos homo-hete- 
rólogos de precipitinas.

CONCLUSIONES

Los patrones seroproteínicos de Lepidobatrachus asper, L. laevis y L. Ua- 
nensis resultan fuertemente diferentes examinando por electroforesis en gel 
■de poliacrilamida los sistemas albúmino-globulínicos característicos de las tres 
especies, en individuos y en pools de más ejemplares de la misma muestra. 
Los tests de precipitinas cruzados, homo-heterólogos, indican una notable y 
uniforme distancia serológica relativa entre aquellas formas, las que también 
se ubican a una misma, y más acentuada, distancia serológica de Ceratophrys 
ornata. Estos resultados refrendan netamente, por vía inmunológica, la revi­
sión morfológica y ecológica del género Lepidobatrachus, recién realizada por 
Barrio (1968), permitiendo sustentar la posibilidad de una precoz y proba­
blemente antigua diferenciación específica de ese grupo de Ceratofrínidos.
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