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INTRODUCCTION

La variacibn ceoqgréfica de caracteres utilizados
en la identificacibén y diagnosis taxondmica de los anuros
chilenos solo ha sido estudiada en unas pocas especies
(Cei 1960-61, Duellmann y Veloso, 1978).

Si estos caracteres quieren ser utilizados como
criterios evolutivos, resulta importante conocer la cali
dad y extensibén de su variabilidad intraespecifica e in-
terespecifica.

Una primera aproximacidn para establecer semejan
zas o diferencias entre poblaciones, consiste en estable
cer comparaciones en las que se utilizen caracteres de
la morfologia externa. Se asume que los andlisis compa-
rativos del fenotipo, y en general los andlisis fenéticos,
son estimadores de las relaciones genéticas entre indivi
duos (Lidicker, 1962).

Tanto en las comparaciones poblacionales intraes
pecificas como entre especies bioldgicamente relacionadas,
es importante considerar la distribucibdn geogréfica. En
el caso de comparaciones entre poblaciones de una misma
especie, de un amplio rango distribucional, la distancia
geogré&fica orienta a la explicacidn de diferencias entre
poblaciones mediante hipdtesis de restriccidn de flujo
génico, y desarrollo de diferencias adaptativas como res

puesta a presiones selectivas locales (Mayr, 1969).
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Cuando el analisis estéd referido a poblaciones
de especies alopatricas, resulta Gtil la determinacién
de caracteres en poblaciones contiguas, donde puede haber
sobreposiciédn ocasional de sus &reas de distribucidn.

Es en la condicién de simpatria, en zonas de contacto se-
cundario, donde puede existir un riesgo potencial de hi-
bridizacibén, donde resulta més evidente la magnitud de

la divergencia alcanzada. (Blair, 1972, 1973).

A. Breve resefia de las especies estudiadas:

Los ejemplares estudiados son anuros de la fami-
lia Bufonidae, del género Bufo. Caracteres diagndsticos
del género son la ausencia de dientes vomerianos y maxi-
lares, glé&ndula mrétida evidente, la cintura escapular
arcifera, y los procesos vertebrales sacrales dilatados
(Cei 1962). Las observaciones corresponden a cuatro es-

pecies de dos grupos del género: grupo spinulosus vy

grupo marinus. El término grupo esta utilizado aqui para

indicar un conjunto de especies filogenéticamente rela-
cionadas (Martin, 1972).

1) Algunos problemas de la distribucidn geoqréfica y

breves consideraciones ecolbaicas.

El género Bufo es cosmopolita, se encuentra en
América del Norte, América del Sur, Eurasia y Africa,
con excepcibédn de Australia (Blair, 1972).

En Chile, (fig. 1) el grupo spinulosus esti re-

presentado por cuatro especies. Estas son Bufo spinulosus,
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B. chilensis, B. atacamensis y B. rubropunctatus, cuya

distribucibén no ha sido precisada pero que muestra simpa

trfa con B. spinulosus, en las riberas del lago Todos

los Santos (Silva et al, 1968), especie que no es consi-

derada en este trabajo. Las restantes especies son alo-
pétricas.

El &rea de distribucidn geogré&fica de B. spinulo-
sus es la Cordillera de los Andes. Sus poblaciones se
extienden desde el Altiplano PerU-Boliviano (Vellard 1959),
hasta la regién del Chubut en la Patagonia Argentina
(Cei, 1972). Hacia el Sur, esta especie es simpdtrica en
algunas localidades de la vertiente atlédntica de los

Andes, con Bufo arenarum, del grupo marinus (fig. 14).

En la vertiente pacifica, B. spinulosus, presenta una dis

tribucidén disjunta, encontréndose poblaciones en las que
bradas y Altiplano del Norte Grande (Lat. 189-202S), se-
paradas por regiones desérticas, a partir del valle del
Rio Elqui (Lat. 309S), de las poblaciones de la Zona Cen
tral. Desde esta latitud y hasta el paralelo 41°S, esta
especie (Veloso, com. personal) tiene una cadena de pobla
ciones que terminan en la Zona Sur, con la diferenciacidn

de B. sp. papillosus (Gallardo, 1965).

En la Zona Central de Chile, B. spinulosus no

desciende por debajo de los 1.000 mts. y se continlla en
ausencia de una barrera geografica manifiesta con B. chi-

lensis. El &rea de distribucidn geografica de esta
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Gltima, se ve interrumpida hacia el Norte por zonas de
desierto, no compatibles con la existencia de anfibios.
Para las poblaciones de B. chilensis la barrera desértica
determinaria que no haya sobreposicién en la distribucidn

geogréfica con B. atacamensis, la que esta restringida a

los valles del Rio Copiapd y del Rfio Huasco (Lat. 279-299S).

Desde el punto de vista ecoldbgico, estas especies
muestran diversos grados de dependencia del ambiente acud

tico. Con la excepcibén de B. atacamensis, que puede ser

observado durante gran parte del ano (Primavera, Verano,
Otofic) en las proximidades de cursos de aguas, parcial-
mente sumergido. Las restantes especies concurren a

rios, esteros y vegas solo durante el periodo reproducti
vo, formando agregaciones de varics cientos de individuos.

El comportamiento a la captura de B. atacamensis es el

escape por inmersién. (Veloso, 1973). Esta caracteris-
tica es compartida por B. chilensis y en menor grado por

B. spinulosus. Este Gltimo, concurre a ovipositar a po-

zas de poca profundidad, con vegetacidn abundante, al
abrigo de corrientes.

2) Osteologfa del Créneo.

La osteologia del créneo de estas especies ofrece
caracteres de utilidad taxonémica que dan base para la
sistemdtica de los anuros. Las diferencias que se obser-
van estan determinadas principalmente por la forma y ta-

mafio de los huesos del créneo. El valor taxondmico de
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los caracteres osteoldgicos del créneo es gue presentan
estabilidad intraespecifica, (Trueb, 1973) lo que los
hace mis Gtiles para las comparaciones entre especies que
otros caracteres esqueléticos.

€in pretender un estudio exhaustivo de la osteo-
logia craneang,a continuacidn se hace una redescripciédn
de algunos detalles osteoldgicos importantes del créneo
de estas especies. En la figura 2 se muestran en forma
esquemdtica los caracteres considerados. Para estas des
cripciones se complem=ntaron las observaciones de la li=-
teratura (Martin, 1972) con observaciones en material de
nuestra coleccidn.
B. chilensis. Lamina Ia

El créneo es ornamentado y tiene mayor osifica-

cidn gue en las restantes especies del grupo spinulosus.

Los nasales se encuentran completamente fusionados en 1la
linea media, ubicados por atrads de los premxilares. Los
frontoparietales son moderadamente anchos, tienen la for-
ma de una pirdmide truncada de vértice anterior y estén
completamente fusionados a los nasales. En la zona orbi-
taria y en las suturas con los nasales y otooccipitales
se observan engrosamientos discretos (crestas &seas).

El canal occipital parece cubierto en la mitad anterior
de su trayecto. En vista dorsal, la l&mina Otica del
escamoso se observa de gran tamano y osificada. En vista
posterior, la ventana suprapterigoidea es abierta y esta

atravesada por la columela, En vista ventral se observa
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a la rama medial del pterigoideo que se sobrepone en un
tercio con el paraesfenoldes. Lateralmente, la rama des
cendente del escamoso llega hasta el borde inferior de
la mandibula.

B. spinulosus. Lémina Ib.

En esta especie, el créneo es liso, sin crestas.
Los nasales estén fusionados en la linea media hasta la
mitad, en vista lateral se ubican ligeramente por atrés
de los premaxilares. Los frontoparietales son moderada-
mente anchos, tienen forma rectangular y estén solo en
contacto parcial con los nasales. El canal occipital apa
rece cerrado solo en la parte posterior. En vista dorsal,
se observa que la ldmina 8tica del escamoso es reducida
Yy poco osificada. En vista posterior la ventana suprap-
terigoidea esta abierta, la columela es més delgada que

en B. chilensis. En vista ventral se observa la rama

medial del pterigoides sobrepuesto en menos de un tercio
con el paraesfenoides. En vista lateral la rama descen-
dente del escamoso alcanza al borde inferior de la mandi
bula.

B. atacamensis. Léamina Ic.

La osificacibén y ornamentacidn del créneo de
esta especie, representan una condicidn intermedia res-

pecto a B. chilensis y B. spinulosus. Los nasales se en-

cuentran parcialmente fusionados. En vista lateral, se

ubican ligeramente por atré&s de los premaxilares. Los
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frontoparietzles son moderadamente anchos, de forma rec-
tangular y estan solo parcialmente en contacto ccn los
nasales. En estz especie, solo se observan crestas su-
praorbitales. E1 canal occipital aparece completamente
cubierto en el caso de los machos. En vista dorsal, se
observa que la ldmina &6tica estd reducida. En vista la-
teral, la rama descendente del escamoso nc se prolonga
mas abajo del borde inferidér de la mandibula. El quadra
tojugal se proyecta posteriormente al escamoso. En vista
posterior, la ventana suprapterigoidea no esta ocluida vy
su ubicacidn es por debajo de la columela.

B. arenarum. Lémina Id

Esta especie tiene un créaneo corto y ancho, fuer
temente ornamentado y osificado. La sutura de los nasa-
les en la linea media es completa y su ubicacién estd ror
sobre los premaxilares en una vista lateral. Los fronto-
parietales son anchos, y estan, como en B. chilensis com
pletamente fusionados a los nasales. Presentan crestas
bseas continuas, que abarcan a los frontoparietales y a
los nasales. El créneo tiene ademds crestas preorbitales
postorbitales, timpénicas y supratimpénicas. E1 canal oc-
cipital estd completamente cerrado. En vista dorsal, 1la
ladmina 6tica del escamoso es de gran tamafo. El occipital
es extenso y tiene forma trapezoidal. En vista posterior,
la ventana suprapterigoidea esta completamente ocluida. En

vista ventral, la rama medial del pterigoideo se sobrepone
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ampliamente con el paraesfenoides.

B. Componentes del andlisis poblacional.

1) Variables morfométricas.

Las mediciones fueron realizadas en ejemplares de
poblaciones de las cuatro especies. Las variables selec
cionadas dan cuenta de la talla de los ejemplares, la
forma de la cabeza y proporciones relativas de drganos de
la piel (parotoides) y las extremidades.

Cei (1961) en estudios previos de los carécteres
morfoldégicos de estas especies, define para el grupo spi-
nulosus, la existencia de 5 subgrupos poblacionales.
Estos estudios muestran también la existencia de tenden-
cias clinales latitudinales respecto a la talla. Hay
ademds resultados cualitativos respecto a la variaciédn
de los patrones de coloracidén y modificaciones en la for-
ma de la pardtida. La conclusibén fué definir sub-especies

de Bufo spinulosus (Cei, 1960). En trabajos posteriores

Cei (1971, 1972) complementd estos antecedentes con otras
evidencias, tales como sustancias secretadas por la piel

y andlisis serolégico (precipitinas) y le asignd el esta

do de especie a estos grupos poblacionales.

2) Cromosomas.

La determinacién del cariotipo es Gtil en las com
paraciones entre poblaciones. Las variables consideradas
son, el nimero diploide, la morfologia cromosdmica y la

localizacidn de la constriccidn secundaria. Tanto el
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nimero diploide como la morfologia cromosdmica son carac-
teres estables en Bufo (Bogart, 1972). La constriccidn
secundaria es variable en el cariotipo de las especies
del género y ha permitido establecer relaciones filogené-
ticas que definen para los grupos Sud-américancs, una po=-
sicibn ancestral (Bogart op. Cit.)

3) Compatibilidad Genética.

Las variables consideradas son los porcentajes
de sobrevida alcanzados en cruzamientos experimentales
(in vitro) respecto a controles homoespecificos. Estos
valores corresponden a sobrevida en la etapa de desarro-
llo embrionario y a la metamorfosis. Los valores de com
patibilidad genética son Gtiles en la demostracidn de las
relaciones evolutivas en Bufo. El desarrollo de hibridos
hasta ciertas etapas proporciona la evidencia que las es-
pecies consideradas son lo suficientemente similares gené

ticamente, para producir descendencia viable. (Blair 1972).
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II Método de observacibén. Criterios en
la seleccidédn de variables. Experimentos:
1) Osteologfa del Créaneo

Para hacer las observaciones osteolbgicas, se di-
secaron esqueletos de las especies y se tiferon las sutu-=
ras &seas con alizarina. Detalles de la técnica utili-
zada estan incluidas en el Anexo 1.

2) Mediciones morfométricas.

Solo los ejemplares machos fueron medidos vivos,
mediante un pie de metro, con precisidn 0.05 mm. Tenien-
do en cuenta el acentuado dimorfismo sexual de estas es-
pecies se omitieron las hembras.

Las variables morfométricas consideradas fueron:

2.1) Longitud hocico-cloaca (largo total). 2.2) Longitud
extremidad posterior. 2.3) Distancia intertimpénica.‘

2.4) Diédmetro del Timpano. 2.5) Distancia Narina-hocico.
2.6) Distancia ojo-narina. 2.7) Ancho gléndula parotoides.
2.8) Largo gléndula parotoides. (Anexo 1)

Los criterios en la seleccidn de los caracteres
de la morfologia externa (Variables) fueron:

1) Variables flciles de medir que representan dimensio-
nes longitudinales y transversales del cuerpo de los ejem-
plares.

2) Caracteres que muestran variacidn segin la especie
considerada (Forma de la parotoides, distancia narina-hoci

co).
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3) Caracteres que muestren variacidn posiblemente asocia
da a condiciones ecoldbgicas del habitat de las especies
(longitud de la extremidad posterior, diémetro del timpa-
no)d.

Usando los criterios precedentes, se analizaron
8 poblaciones con un total de 156 ejemplares, de las 4
especies analizadas.

Los datos se analizaron mediante pruebas estadis-
ticas simples y multivariadas, estos Gltimos con prueba
discriminante para datos agrupados. Estas pruebas esta-
disticas se detallan en el Anexo 1.

3) Cariotioos,.

Se determind el cariotipo de estas especies a
partir de la obtencidn de placas metafédsicas de diversos
tejidos de animales previamente inyectados con colchici-
na.

El procedimiento seguido y las técnicas aplicadas
estan en el Anexo 2.

Las observaciones de los cromosomas se realizaron.
en un microscopio Leitz, Orthoplan con contraste de fase
O en preparaciones tefiidas. Las placas metafasicas fue-
ron fotografiadas y los cariotipos se montaron de repro-
ducciones fotogré&ficas.

Los cromosomas fueron medidos y apareados y se
construyeron los idiogramas con propdsitos comparativos.

El cariotipo se ha considerado como un rasgo mas del fe-
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notipo de estas especies. En el género, este es un carac-
ter conservador (Bogart, 1972) que contrasta con la varia
bilidad fenotipica externa. Se ha identificado a la cons-
triccidén secundaria como la portadora de la regidén orga-
nizadora del nucleolo (NOR), marcador cromosdmico que
resulta particularmente Gtil en el diagndstico de hibri-
dos naturales y experimentales.

4) Compatibilidad Genética. Cruzamiento "invitro"- Hi-
bridos Naturales.

Se determind mediante cruzamientos experimentales
la compatibilidad genética intraespecifica en B. chilen-
sis hasta la etapa de la eclosidén de la larva y la com-
patibilidad interespecifica hasta alcanzar la metamorfo-
sis y etapas postmetambérficas.

Estos cruzamientos son comtroles y reciprocos,
alternando la proveniencia de los progenitores (Un resu-
men de los cruzamientos realizados se incluye en el
Anexo 3)

Las hembras fueron inducidas a ovular, mediante
la implantacidén intraperitoneal de hipdéfisis homdblogas.
Los huevos fueron fecundados con una suspensién de esper-
mios, obtenidos por maceracidn de testiculos. Se deter-
mind actividad de los espermatozoides mediante examen al
fresco en microscopio de contraste de fase.

El proceso de segmentacidén, la acastrulacidén y de-

sarrollo larvario fue sequido a la lupa. Las etapas al-
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canzadas se determinaron segin Valencia (1962), anotandose
la sobrevida de los embriones y larvas en los distintos
estados.

La hibridizacidén experimental y la determinacidn
de la sobrevida de los hibridos, es un criterio para es-
timar la compatibilidad gendmica de las especies parenta-
les hasta el particular estado cel desarrollo alcanzado.

Los ejemplares de Bufo considerados en los expe-
rimentos de Hibridizacidén "in vitro" se reproducen durante
los meses de primavera y verano. Como indicadores del pro-
ceso reproductivo en condiciones naturales, se utilizaron
diversos parametros de la actividad reproductiva de estas
especies. Entre otros: canto de rechazo sexual (release

call) de los machos del grupo spinulosus, canto nupcial

de B. arenarum, amplexos, ovipostura y/o presencia de larvas.
Durante los @os 1977 y 1978 estas observaciones
fueron realizadas en forma sistemédtica en poblaciones de

B. chilersis y B. sprinulosus y en forma esporddica para

B. atacamensis y 3. arenarum. La actividad reproductora

—

de esta se extenderia desde mediados de Septiembre hasta

fines de Octubre. B. spinulosus empezd a reproducirse a

fines de Octubre. Por lo tanto parte del periodo repro-
ductor de ambas especies se sobrepuse. Otro tanto ocurre

entre B. chilensis y B. atacamensis. Las poblaciones

Argentinas de B. spinulosus y B. arenarum también super-

ponen parte de su periodo reproductor.
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RESULTADOS

A) Andlisis Biométrico

- Variabilidad de caracteres

El andlisis estadistico de la variabilidad de caracteres

de la morfologia externa permite determinar:

a) La variabilidad intra-poblacional.

b) La variabilidad entre poblaciones de las especies del
grupo spinulosus.

c) Comparar la variabilidad poblacional de BE. arenarum

de Mendoza, con las especies del grupo spinulosus.

Los resultados de la Tabla 1 muestran distintos
grados de variacidn intrapoblacional. Al determinar los
coeficientes de variacidn se observa que en general la
variabilidad intrapoblacional de los caracteres considera
dos es mayor en las poblaciones de B. chilensis y E. ata-
camensis que en las otras 2 especies (Tablas 1 vy 2). Los
caracteres que muestran mayor variabilidad intrapoblacio
nal son el didmetro del timpano excepto en B. arenarum y
el largo y ancho de la glandula parotoides en todas las
poblaciones analizadas.

- Comparacidén de poblaciones.

La comparacidén entre poblaciones se muestra gra-
ficamente en los diagramas de Dice de las figuras 3 al 6,
construidas con los valores contenidos en la tabla 1. E1l

valor discriminante de cada una de las 8 variables
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consideradas, esta en las tablas 3a y 3b que muestra los
resultados de la aplicacidn de la prueba de Scheffé.

Las poblaciones de B. chilensis de La Dehesa y
Quilimari se diferencian estadisticamente solo en el lar
go de la extremidad posterior (p< 0.05) (fig. 3-6 y ta-
bla 3a).

La comparacidén de las poblaciones de B. chilensis

con B. atacamensis, muestra que la variabilidad en 5 de

las variables morfométricas se incrementa en esta Gltima.
(Tabla 2).
Las diferencias entre B. chilensis La Dehesa y

B. atacamensis (Tabla 3a) se dan en 7 variables (p< 0.05),

exepto la distancia ojo-narina. Las diferencias entre

B. atacamensis y la poblacibédn de Quilimari de B. chilen-

sis som menos y se dan en el largo total (hocico-cloaca)

y en el didmetro timpénico (p< 0.05).

Para el largo de la extremidad posterior, B. ata-

camensis se asemeja a B. chilensis de Quilimari y a la

poblacién de Putre de B. &§pinulosus. Entre este Gltimo

y B. atacamensis no hay diferencias significativas en el

didmetro del timpano, siendo este menor en B. atacamensis

que en las restantes poblaciones. (p< 0.05).

La poblacibén de Putre (Lat. 1892S) esté& represen-
tada por individuos de talla pequefia. Los rangos y los
promedios de otras cuatro de las 8 variables consideradas,

que son, extremidad posterior, distancia intertimpanica,
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dist. ojo-narina, y dist. narina-hocico (fig. 3-6) siguen
la misma tendencia que la disminucidén de tamafo.

Al comparar las especies del grupo spinulosus

con B. arenarum del grupo marinus, con la prueba de
Scheffé (Tabla 3b) se observa que las variables largo to-

tal, extremidad posterior (con excepcién de B. spinulosus

de Bafios Morales), Didmetro timpénico, Narina-hocico y
largo de la gl&ndula parotoides se diferencian (p< 0.01),

de todas las poblaciones de especies del grupo spinulosus.

Finalmente, para las poblaciones del grupo spinu-
losus se aplicd el andlisis de T2(Hotteling) cuyos valores
de F se incluyen en la tabla 4. Los resultados de esta
prueba estadistica muestran diferencias significativas
entre todas las poblaciones analizadas.

El grado de afinidad entre poblaciones, se esta-
blecid mediante D2(Distancia de Mahalanobis) (Tabla 5).

A partir de la cual se hizo un andlisis jerérquico de si-
militud expresado graficamente en la fig. 7. En que se
observa que la variacidén entre poblaciones de B. chilen-

sis es menor que en B. spinulosus. B. atacamensis en este

andlisis resulta mas préximo a B. chilensis.
B. Cromosomas.

Las 3 especies de Bufo del grupo spinulosus y B.

arenarum del grupo marinus, tienen el mismo nimero diploi-
de 2n = 22 (fig. 8). En el cariotipo ordenado segin tama

flo decreciente se observan 5 pares de cromosomas grandes,
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1 mediano y 5 pares pequefios. No hay diferencias entre
machos y hembras.

La comparacidn de los a@omosomas muestra pequefias
diferencias de morfologia. Los cromosomas son metacén-
tricos excepto el par 4 submetacéntrico en B. chilensis,

B. spinulosus y B. arenarum. En B. atacamensis, todos

son metacéntricos. (Tabla 6 e Idiograma Fig. 9).

B. chilensls, B. atzcamensis y B. arenarum mues-

tran en el par 7, una constriccidn secundaria intercalar

en el brazo corto de ambos hombélogos. En B. spinulosus,

la constriccidn secundaria se localiza proximal al centré-
mero del par 11. La longitud de esta constriccidn secun-
daria es variable. Ambos hombélogos del par portados, mu-
estran una condicibén homomérfica y/o heterombérfica. La
morfologia del par portados de la onstriccidn secundaria
es una caracteristica individual constante, de todas las
placas metafésicas, que define distintos fenotipos en las
poblaciones. (fig. 8 y 9).

La regidn organizadora del nucleolo (NOR) esté
localizada en correspondencia con la constriccibén secun-
daria (fig. 10). La identificacidén funcional de esta re-
gidén cromosdémica, es un marcador citogenético Gtil en las
comparaciones intra e interespecifica y también en 1la

identificacidén de hibridos naturales y experimentales como

se sefala més adelante.

18/.



- 18 -

C. Hibridizacidn Experimentos "In Vitro"

Las hibridizaciones experimentales incluyendo los
cruzamientos reciprocos se muestran en las Tablas 7 y 8.
En estos resultados se muestran los porcentajes de sobre
vida alcanzados durante la etapa larvaria y llegan hasta
terminada la metamorfosis.

Las comparaciones de sobrevida de los hibridos
experimentales, se hicieron segln el criterio de "mejor
bandeja'". Es decir, de los diversos cruzamientos, que se
llevan en réplicas se escoje aquella que muestra los por-
centajes de sobrevida mas elevados. El1 diagndstico de
los hibridos experimentales tcnto en su etapa larvaria
como postmtamérfica, se realizd mediante determinacidn del
cariotipo e identificacién de cromosomas marcadores (fig.11).

En todos los cruzamientos se alcanzd la metamorfo
sis y etapas postmetambérficas. La etapa critica en el
desarrollo tanto de los cruzamientos controles como hi-
bridos, es la eclosidén de la larva (Tabla 7). Una situa

cidén de excepcidén se muestra en el cruzamiento @ B. arena-

rum x o' B. atacamensis donde hay una ligera disminucidn
en el porcentaje de sobrevida de la gastrula.

En la etapa de eclosidén de la larva, que inicia
el paso a la etapa larvaria, en el cruzamiento Q B. spi-
nulosus x ¢ B. arenarum hay una disminucidn considerable
de la sobrevida que alcanza a menos del 40%. (Tabla 7).

En el cruzamiento ¢ B. chilensis x ¢ B. spinulosus
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esta disminucibén de sobrevida también es considerable
(70%). Los demds cruzamientos tienen porcentajes de so-
brevida semejantes a los controles. En el cruzamiento

o B. spinulosus x ¢ B. arenarum hay una marcada disminu-

cidén en el porcentaje de sobrevida hasta la metamorfosis,

(Tabla 8). E1 cruzamiento.@ Bufo arenarum x & B. ataca-

mensis produjo larvas anormales en la implantacibn y for-
ma de la cola y también ejemplares metamorfoseados ciegos,
tuertos y con malformaciones en la cintura pélvica. En

la fig. 12 se esquematizan los resultados de cruzamientos

en el grupo spinulosus y B. arenarum.

Una vez concluida la etapa larvaria y emergido
el primer metamorfoseado de cada uno de los cruzamientos,
se hicieron estimaciones del tiempo al que el 50% de los
e jemplares sobrevivientes comroletaron la metamorfosis.
Estos resultados se muestran en la fig. 13. Con la& excep
cidén de los F1 provenientes de los cuzamientos en que la
hembra fué B. arenarum y que demoran el tiempo de metamor
fosis, los restantes cruzamientos controles e hiktridos

alcanzan el 50% cde metamorfosis antes de los 20 dias de

iniciado el proceso. En el cruzamiento @ B. spinulosus x

o"B. chilensis los F, alcanzaron el 50% de metamorfosis

1
antes que los controles. En el reci{proco a este cruza-
miento, la velocidad de metamorfosis es intermedia res-

pecto a los parentales.
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D. Hibridos Naturales.
Con el conocimiento de la distribucidn geogréfi-
ca y las observaciones de sobrerosicibn del periodo re-

productor de B. sprinulosus tanto con B. chilensis como

con B. arenarum se hicieron algunas salidas a terreno a
localidades geogradficas intermedias a las poblaciones en
estudio, donde se encontrarcn hibridos adultos B. spinu-
losus x B. chilensis (Cajén del Maipo, 1.200m snm) y B.

spinulosus x B. arenarum (San Isidro, Mendoza, 1.20Cm snm)

(fig. 14). Estos individuos son escasos, solo en 2 ejem=-
plares adultos machos se demostrd la hibridizacidédn natural.
La diagnosis de los hibridos se hizo mediante de-
terminaciones de variables cualitativas y cuantitativas
de la morfologia externa, que en los hibridos muestran
variacién en relacidn a las especies parentales (Tabla 9).
Otro elemento Gtil en la diagnosis,es la determinacidn
del cariotipo. Si bien las especies parentales tienen un
mismo nimero cromosdmico (2n = 22), la localizacidn de
la constriccidén secundaria (NOR) es en distintos pares de
cromosomas hombélogos. (fig. 15).
El estado reproductivo de estos ejemplares se de-
terminé mediante histologia de la gon=ada.

Hibrido B. spinulosus x B. chilensis (DBG UCH 269)

Ejemplar macho adulto (L&mina II), en la Tabla 9
se presentan las variables morfométricas consideradas en

este hibrido y se comparan estadisticamente mediante
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prueba de Student para el caso especial de un ejemplar
comparado con la muestra (Sokal y Rohlf, 1969). Las po-
blaciones con los que se compararon los hibridos son B.

chilensis de La Dehesa, B. spinulosus de Farellones y de

San Isidro (Mendoza) y B. arenarum de Mendoza. (Tabla 1).
El hibrido no muestra diferencias significativas
de la talla respecto a las especies parentales. La extre
midad posterior es significativamente més larga en el hi-
brido en la comparacién con B. chilensis. (p< 0.05). Con

B. spinulosus, las diferencias son mayores (p< 0.02). El

diametro timpdnico es significativamente mayor en el hi-
brido que en B. chilensis (p <0.05) y no muestra diferen-

cias con B. spinulosus. El sector anterior de la cabeza

que corresponde a la distancia narina-hocico es menor

(p<0.05) que en B. spinulosus. La distancia ojo-narina

es mayor en el hibrido (p < 0.001) que en las especies pa-
rentales. El ancho de la pardtida, es significativamente
menor en las especies parentales. (p< 0.05). Exteriormen
te, el hibrido se puede identificar por la condicidn in-
termedia del color, cornificacidén de la piel, comparado

con las especies parentales. B. spinulosus tiene una piel

muy granulosa con formaciones glandulares cbénicas muy den
sas y fuertemente cornificadas. (fig. 16). El patrdn de
coloracidén presenta manchas pequefias, redondeadas. B.

chilensis presenta piel &spera, con formaciones glandula-

res cbénicas poco numerosas y la coloracidn de manchas
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irrequlares.

El cariotipo del hibrido muestra también la com-
binacidén de los genomas de las especies parentales. Este
hecho queda evidenciado por la localizacién de la cons-
triccidén secundaria de un cromosoma homdélogo de los pares
7 y 11, en correspondencia con la localizacidén de esta
estructura cromosdémica en los cariotipos de las especies
parentales. Los pares 7 y 11 son en consecuencia hetero-
mérficos en la combinacidn hibrida respecto a la locali-
cidén de la onstriccidn secundaria (fig. 15).

Hibrido B. spinulosus x B. arenarum (DBG UCH 197).

Ejemplar macho adulto (Lamina III y IV) para este
hibrido también se muestran en la tabla 9 las variables
morfométricas y se comparan con los valores promedio de
estos caracteres de las especies parentales.

La talla del hibrido es mayor que B. spinulosus

(p<0.01) y estd comprendida en el rango de B. arenarum.
La extremidad posterior es significativamente mé&s larga
en el hibrido que en ambas especies parentales, p< 0.02

con B. arenarum y p «0.,001 con B. spinulosus. E1l didme=-

tro timpénico es menor en el hibrido que en B. arenarum

(p<0.01) pero no muestra diferencias con B. spinulosus.
La longitud de la pardtida del hibrido es intermedia en-
tre las especies parentales, tiene forma alargada como
en B. arenarum pero es la mitad de su tamafo.

El desarrollo de las crestas Oseas del créneo es
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intermedio en el hibrido, entre B. arenarum que es muy

ornamentado y B. spinulosus que carece de ellas.

Otro caracter que tiene una condicibén intermedia
es la piel, tanto en gléndulas como en su grado de corni-
ficacién. (fig. 16). Este hibrido al igual que el de B.

chilensis x B. spinulosus tiene en su cariotipo (fig. 15)

la combinacidén de los genomas de las especies parentales.
La localizacidn de la constriccidn secundaria, en un cro-
mosoma homdlogo de los pares 7 y 11 corresponde a la lo=
calizacibén de esta diferenciacidn de la estructura cro-
mosdémica en los cariotipos de las especies parentales.

La existencia de hibridos naturales adultos, su-
giere un intercambio genético potencial entre estos y las
especies parentales. Para verificar el estado reproduc-
tivo de los hibridos, se realizaron controles histolégi-
cos de la actividad espermatogenética, comparanto la his-
tologia de las gbnadas, de los hibridos (fig. 18) con
ejemplares parentales adultos (fig. 17) provenientes de
los mismos lugares de captura.

Los resultados de un andlisis en que se contabi-
lizan las células de 10 tdbulos seminiferos tanto en ejem
plares hibridos como en las especies parentales, se mues
tran en la tabla 10. E1 hibrido B. arenarum x B. spinu-
losus tiene un bajo N2 de espermatogonios primarios res-
pecto a las especies parentales. Sin embargo, los niume-

ros de células de los compartimientos de espermatogonios II
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y espermatocitos esté&n incrementados. La espermiohisto-
génesis no muestra diferencias con las especies parentales.

En cambio en el hibrido B. spinulosus x B. chilen-

sis, si bien los recuentos celulares son comparables a las
especies parentales en cuanto a espermatogonios I y II vy
espermatocitos, los quistes celulares son asincrébnicos,
existe una mezcla de estados celulares diversos. Ademas,
la espermiohistogénesis también estd alterada, observéan-

dose ausencia de gavillas (espermatidas tardizs). En el

lumen de los tubulos seminiferos no hay espermios libres.
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DISCUSTION

Las especies del grupo spinulosus en Chile, pue-

den reconocerse por caracteres morfoldgicos y no morfold
gicos. Entre estos Ultimos son Gtiles evidencias serold
gicas (Cei, 1971) y también productos terminales del me-
tabolismo de aminas bidgenas de la piel. (Cei, et al.1968).

Al ser analizadas ocho variables de la morfologia
externa de muestras de machos provenientes de diversos
puntos de la distribucidn geocré&fica, se observan dife-
rencias entre poblaciones las que al ser jerarquizadas
permiten establecer la correspondencia entre la diferen-
ciacién morfoldgica alcanzada y aspectos de la taxonomia
evolutiva de estas especies.

El analisis poblacional de variables morfométri-

cas entre B. chilensis, B. atacamensis y B. spinulosus,

permite verificar que la variabilidad intraespecifica en

poblaciones de B. chilensis es menor que en B. spinulosus.

Ademés B. atacamensis se encuentra més proxima a B. chi-

lensis que a B. spinulosus en su diferenciacidén morfold-

gica. &n B. spinulosus de Putre, poblacidén representanda

por ejemplares de talla pequena, se observa una disminu-
cién proporcional de medidas de la cabeza, tales como dis
tancia intertimpénica, distancia ojo-narina y narina-ho-
cico. Sin embargo, los ejemplares muestran extremidades

posteriores mas largas, lo que no esta en relacidn con el
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tamario del cuerpo. Tanto el ancho como el larco de la
glédndula pardtida y el diametro del timpano estan com-
prendidos en el rango determinado en poblaciones de ma-
yor talla de las restantes localidades. La observzcidn
de la disminucidén de la talla en los ejemplares de Putre,
fue sefalada por Cei (1961). Vellard (1959) indica para

las poblaciones de B. srinulosus del Perd, una disminuzidn

latitudinal de la twlla, que en las formas del Alti~lano
PerU-Boliviano alcanza valores prcmedio semejantes a los
de Putre. Las diferencias de tamafio y variacién de pa-
rémetro de la morfologia externa de la poblacibdn de Putre

respecto a las poblaciones del centro de Chile y San Isi-

dro, pueden ser interpretadas como producto de la discon-
tinuidad actual del poblamiento de esta esvecie entre las
localidades de la Alta Puna y las de Chile Centreal y
Argentina.

Al establecer la distancia fenética entre las es-

pecies del grupo spinulosus, se observa que hay una mayor

similitud entre B. chilensis y B. atacamensis que entre

estos y B. spinulosus, lo que ecstaria de acuerdo con el

planteamiento de Cei (1971, 1972), respecto a una separa

cidén precoz de B. spinulosus de B. chilensis y B. ataca-

mensis y la derivacidén de este Gltimo de las poblaciones
de B. chilensis de la estepa central de Chile.

Bufo arenarum segun Gallardo (1965) es una espe-

cie que a pesar de su amplia distribucibén, no tiene
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grandes variaciones morfoldgicas externas al comparar sus
distintas poblaciones. Para Cei (1971b), B. arenarum
tiene una notable uniformidad taxogenética. Mediante
andlisis seroinmunolbgicos, este autor demuestra, al com-
parar diversas poblaciones, la existencia de tendencias
clinales para las relaciones antigénicas y enfatiza en

la dificultad de establecer conjuntos subespecificos.
Esta especie, al ser comparada con las del grupo spinulo-
sus, muestra una mayor divergencia morfolbgica, la que se
expresa en diferencias significativas en 5 de las 8 varia
bles consideradas. Otras diferencias morfoldgicas entre

esta especie y las del grupo spinulosus se refieren a ca-

racteres cualitativos tales como la forma de la gl&ndula
parotoides y la ornamentacidén del créaneo.

En conjunto con los caracteres morfoldgicos ano-
tados, que son habitualmente los utilizados en la diagno-
sis de estas especies y que proporcionan informacién rela
tiva a afinidad taxondmica, hemos considerado los cromo-
somas, dado que a nivel del género Bufo hay una amplia
muestra de su utilizacidédn (Bogart, 1972). Las especies
sudamericanas del género muestran una gran estabilidad
del nimero diploide 2n = 22 con cromosomas bibraquidos,
especialmente metacéntricos vy submetacéntricos. Cuando
la estabilidad del nuUmero diploide no permite su utiliza-

cibén como caracter diferenciador entre especies, las mo-

dificaciones estructurales de determindos pares cromosdmicos
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pueden ser utilizados a nivel genérico como marcadores
citogenéticos relevantes (Veloso, 1977). Una modificacidn
estructural importante del cariotipo son las constriccio-
nes secundarias (C.S.). En los cariotipos de diversas
especies, estas muestran una localizacibdn que define dis-
tintos pares o brazos cromosbmicos marcadores.

En el cariotipo de las especies del grupo spinu-

losus, una lectura cuidadosa de la literatura, permite

aportar las siguientes observaciones: En Bufo spinulosus

de Mendoza-Argentina (Bogart, op. Cit.) sin localidad
precisada, se reconocen 3 pares de cromosomas marcadores,
portadores de C.S. Par 2 con C.S. submetacéntrica ubica-
da en el brazo corto, par 7 con C.S. subtelocéntrica o
submetacéntrica en el brazo corto y par 3 con 2 C.S. lo-
calizadas ambas en el brazo largo. B. chilensis de Zapa-
llar en la zona central de Chile, vecino a Valparaiso,
tiene una sola C.S., localizada en el brazo largo del par

11. Por su parte B. atacamensis tiene la C.S. localiza-

da en el brazo corto del par 7. Trabajando en estas mis
mas especies pero con ejemplares provenientes de otros
lugares de la distribucidn, Formas (1978) encuentra algu

nas diferencias que sefialamos a continuacidén. En B. chi-

lensis de Santiago y Los Angeles (Bio-Bio) el par 7 en

el brazo corto, es el portador de la C.S. Ademés, B. spi-

nulosus de Malarcue (al sur de Mendoza) tendria una sola

C.S. localizada en el brazo corto del par 10, a diferencia
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de loé sefialado por Bogart para sus ejemplares provenien-
tes dé Mendoza.

En B. arenarum (Bianchi 1964), muestra en ejem-
plares, sin indicacidén de proveniencia, que la C.S. seria
Gnica y localizada en el brazo corto de ambos homdlogos
del par 7. En esta especie Bogart (op. Cit.) sefiala ade-
méds de la C.S. del par 7, una segunda constriccidén en el
brazo largo del par 1.

Nuestros resultados muestran algunas diferencias

con las observaciones precedentes: B. spinulosus de Putre,

Bafios Morales, Farellones en Chile y San Isidro (Mendoza)
en Argentina, tiene un solo par portador de C.S. y este
corresponde al 11. Respecto a B. chilensis, en muestras
de 5 localidades de Chile Central se encontrd solo una
C.S., localizada en el brazo del par 7. Una C.S. presu-
miblemente homdloga de la anterior estd también presente

en B. atacamensis.

En B. arenarum de Mendoza (Argentina), solo se
distingue una C.S. localizada en el par 7, no diferenciaﬂA
dose el cariotipo estudiado por nosotros del determinado
por Bianchi (op. Cit).

De las observaciones precedentes, se desprende que
la localizacidén de la C.S. en estas especies es un carac-
ter que puede variar segin las poblaciones analizadas.

Sin embargo, constricciones secundarias presumiblemente

homologas se repiten en algunas de estas especies, es el
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caso de la constriccién secundaria del par 7 presente tan

to en B. chilensis como en B, atacamensis y que se encuen
tra también en B. arenarum del grupo marinus. Ademés,
las C.S. en los cromosomas marcadores se localizan tanto
en brazos largos como brazos cortos. El hecho de que la
C.S. se encuentre ubicada en distintos cromosomas y que
su localizacidn en los cromosomas sea tanto en los bra-
zos largos como cortos, en estas especies congenéricas,
permite especular respecto a los posibles mecanismos de
reordenamiento que den cuenta de esta variacidn. Entre
estos y para el caso particular de la localizacidn de la
C.S. en diferentes pares cromosdmicos, pueden sefialarse
traslocaciones, mientras que la localizacidn, ya sea en
brazos largos como cortos apunta a Inversiones paracéntri
cas o traslocaciones que han modificado la estructura cro-
mosdmica de estas especies.

Estudios que utilizan la hibridizacidén "in situ"
DNA/RNA han demostrado en plantas y animales que la C.S.
corresponde a la regidén organizadora del nucleolo o NOR,
Y que es la ubicacidén en los cromosomas, de los genes que
codifican para el RNA ribosomal (DNA r) 18 s + 28 s (Par-
due y Hsu, 1975). Esta correspondencia no se cumple siem-
pre. En anuros se ha sefalado que no todas las C.S. co-
rresponden a la zona NOR. Pardue (1973) demostrd median-

te hibridizacidén "in situ" en Xenopus mulleri, especie que

tiene 2 pares de cromosomas con C.S., que saolo una de ellas
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Goodpasture y Bloom (1975) han demostrado que la
técnica del Ag - As permite conocer las mismas &reas cro-
mosdémicas (NOR) gue pueden ser puestos en evidencia con
la técnica de hibridizacidn "in situ". Esta identifica-
cidén de la constriccidén secundaria como la zona organiza-
dora del nucleolo, permite usar este sector (NOR) como
marcador cromosdémico importante, por su actividad funcio-
nal conocida.

En las especies del qupo spinulosus hemos encon-

trado que la C.S. se tifie preferentemente con la tincidn
de Ag - As, lo que estaria de acuerdo con lo.  sefialado por
los autores antes mencionados. En estas especies se ob-
serva la zona NOR sdlo en un par de cromosomas homdlogos,

en correspondencia con la C.S. B. spinulosus presenta una

regién NOR en el par 11, B. chilensis y B. atacamensis,

la tiene en el par 7. La identificacidn de la zona NOR
en B. arenarun fue recientemente sefialada por Shmid (1978)
en el par NQ7. También Beck y Mahan (1979) encontraron
correspondencia entre la C.S. y la zona NOR en otras 4
especies de Bufo para un solo par de cromosdédmas homblogos.
Estas observaciones tomadas en conjunto, sugieren
que en Bufo la condicidén generalizada es un solo par cro-
mosémico portador de C.S. y en este se localiza el NOR.
En estas especies se ha observado variacidn en

el tamafno del Ag - As. NOR, lo que esta relacionado con
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heteromorfismo de la C.S. Este heteromorfismo, que con-
siste en una desiqualdad entre homdlogos de este sector
cromosdédmico, podria estar en relacibén con variacion en
el contenido de DNA r, hecho que ha sido sefialado por
Miller y Brown (196%) en otras especies de Bufo.

Resultados preliminares de Hibridizacidén "in situ"
en especies de leptodactilidos, con RNAr 18 s y 28 s tri-
tiado revelan diferencias en el tamano de la marca auto-
radiografica en uno de los cromosomas hombélogos. La di-
ferencia en el tamafio del Ag - As NOR, indicaria la pre-
sencia de distinta cantidad de DNA r en las C.S. de estas
especies. Sin embargo, no puede descartarse que la dife-
rencia del tamafo revelada por Ag - As, sea también expre-
sidén de una mayor actividad funcional de alguncs de los
NOR (Iturra y Veloso, en prensa).

El andlisis fenotipico de las especies de Bufo,
aqui estudiadas pone en evidencia la variabilidad de la
morfologia externa y de los cariotipos. Si se jerarquiza
la variabilidad encontrada entre poblaciones, se observa‘
que esta fundamenta un esquema de relaciones taxogenéticas
estableciendose gradualmente una similitud, que va desde
diferencias menores entre poblaciones de una misma espe-

cie a diferencias mayores que separan el grupo spinulosus

de B. arenarum del grupo marinus.

La afinidad taxondmica demostrada en el andlisis

fenotipico precedente, se puso a prueba con los experimentos
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de compatibilidad genética. Los resultados encontrados
son una estimacidén de afinidad gendmica entre especies
parentales. Blair (1973) después de un extenso trabajo
de compatibilidad genética en Bufo, concluye que las es-
pecies de reciente divergencia evolutiva o cuyas afinida-
des hayan sido demostradas por similitud morfoldgica, son
generalmente estériles. No obstante, nuestros resultados
muestran que la compatibilidad genética en el grupo spi-
nulosus es elevada, demostrada por el 70% de sobrevida
hasta la etapa de larva y por el alto nimero de hibridos
metamorfoseados. Esta evidencia solo puede interpretarse
como un alto grado de similitud genética preservada en

el grupo. Por otra parte en los cruzamientos de B. are-
narum (grupo marinus) con las especies del grupo spinulo-
sus, el porcentaje de sobrevida desciende al 40% cuando

el sentido del cruzamiento corresponde a ? B. spinulosus x

o*B. arenarum. Este Gltimo a su vez puede interpretarse
como una distancia genética mayor entre especies parenta-
les. Sin embargo, en el reciproco entre estas especies,
el porcentaje sube a un 80%, lo gque indica la importancia
de considerar en estas estimaciones el sexo de los proge-
nitores. A la disminucidn de porcentajes de sobrevida se-
nalada, se agregan 1los resultados de los cruzamientos en-

tre B. arenarum y B. atacamensis, donde se observan hi-

bridos malformados, lo que refuerza la hipdtesis de una

distancia mayor de arenarum con las especies del grupo
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spinulosus,

El método de la hibridizacidn experimental tiene
limitaciones. Ademés de la dificultad sefalada de que se
presentan diferencias en sobrevida entre cruzamientos re-
ciprocos, para cuya explicacidén se ha recurrido a sefalar

diferencias citoplasmiticas en los huevos de las hembras

parentales (Blair, 1973), deja también fuera de accidn los

mecanismos de aislamiento reproductor precopulatorios (Mayr,

1969) que puedan existir entre estas especies en condicio-
nes naturales y que en (ltimo término son los responsa-
bles de la mantencidén de las respectivas identidades gend-
micas. Ademé&s, las estimaciones de la compatibilidad ge-
nbémica al ser realizadas considerando sblo hasta la eta-
pa de metamorfosis, sbdlo constituyen una evidencia par-
cial ya que es posible que la divergencia gendmica pueda
surgir en etapas posteriores, ya sea deteniendo el desa-
rrollo de los hibridos antes que estos alcancen la edad
adulta o bien produciendo combinaciones estériles.

Tomando en consideracidén, los altos porcentajes
de fecundacibén y metamorfosis obtenidos de los cruzamien-
tos, puede suponerse que la hibridizacibén en condiciones
naturales es un riesgo potencial en las zonas de pobla-
miento donde estas especies sobreponen su distribucidn
geogréfica..

La hibridizacidn natural ocurre pero los hibridos

son extraordinariamente escasos. S&lo en dos ejemplares
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adultos machos se ha detectado la condicidén hibrida, 1la
que fue puesta en evidencia mediante un andlisis de 1la
morfologia externa, los cromosomas y observaciones de las
carecterf{sticas de las vocalizaciones emitidas. (Veloso
et al, 1978).

Estos hibridos naturales, permiten extender en
forma preliminar el estudio de la compatibilidad genéti-
ca hasta la etapa adulta.

El cuadro histoldgico de la gdnada de los ejempla-

res hibridos adultos de B. spinulosus x B. chilensis com-

parado con la gametogénesis en las especies parentales,
muestra alteraciones de la espermiohistogénesis, con asin-
cronia de estados celulares en los quistes y ausencia de
espermdtidas en fases finales de maduracibén. Esto signi-
fica una barrera importante en su fertilidad y da cuenta
de un posible mecanismo de aislamiento reproductor por
esterilidad de la combinacidn hibrida. La histologia de

la gonada del hibrido B. spinulosus x B. arenarum, mues-

tra en cambio caracteristicss normales, reconociendose
todos los estados celulares de la gametogénesis. Desde
el punto de vista histoldgico, este ejemplar hibrido es
potencialmente fértil. Observaciones de terreno (Velo-
so, datos no publicados), permitirian deferenciar esta
situacidédn de la precedente: B. arenarum a diferencia de

B. spinulosus emite durante la actividad reproductiva vo-

calizaciones cuyo significado funcional es la atraccidn de
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pareja homoespecifica. (Brown y Guttman, 1970). De eczta
forma, la hibridizacién en condiciones naturales de B.

spinulosus x B. arenarum demostraria la ruptura de un me-

canismo de aislamiento reproductor primario.

Estas observaciones relacionadas con aspectos de
la reproduccidbén y fertilidad de ejemplares hibridos se
deben considerar, preliminares. La extensidén del fendme-
no de hibridizacidn natural y su posible papel en la va-
riabilidad genética de las especies parentales requiere
de mé&s informacidn tanto de observacion=s de terreno como
de laboratorio.

Otro: aspecto importante del hallazco de estos hi-
bridos intragenéricos naturales es que el estudio de su
fenotipo proporciona informacidn respecto a los mecanis-
mos genéticos de la reparticidén de los carécteres paren-
tales en la forma hibrida. En el fenotipo de los hibri-
dos se observan caracteres que estan presentes en las es-
pecies parentales y otros que son propios de la combina-
cidén hibrida. Estos caracteres de la morfologia externa
se refieren tanto a proporciones, como a detalles de la
osteologia y/u 8rganos de la piel (parotoides) y los
cromosomas.

La variacidén fenotipica de los hibridos, muestra
que la expresidn de los diversos caracteres cuantitativos
se superpone en diverso grado con proporciones observadas

en e rango de variacidén poblacional de las especies
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parentales. Caracteres tales como la talla, ancho de 1la
gléndula pardtida, distancia intertimpénica, didmetro del
timpano y distancia narina-hocico, permiten discriminar
entre la combinacidén hibrida y solo una de las especies
parentales. Estos caracteres los llamaremos de tipo A.
Otros caracteres, tales como el largo de la glandula paro
toides,la cornificacidén y detalles glandulares de la piel
en ambas combinaciones hibridas y la distancia ojo-nari-

na, en la combinacidén spinulosus x arenarum (tipo B), pre

sentan una condicidn claramente intermedia. E1 Gltimo
grupo de caracteres (tipo C) son caracteres propios de
la combinacidén hibrida en el sentido de que permiten se-
parar los hibridos de ambas especies parentales. Estos

son, B. spinulosus x B. chilensis la forma de la parotoi-

des y la distancia ojo-narina y para spinulosus x arenarum

la longitud de la extremidad posterior.

La variabilidad de los caracteres morfométricos
estudiados sugiere que son el resultado de modificaciones
de un sistema de miltiples cenes. Los caracteres tipo A
y B en el hibrido son posiblemente el resultado de un sis
tema de poligenes con cantidades diversas de alelos en
ambas especies parentales. Los caracteres tipo C en tan-
to, requieren para ser interpretados una hipdtesis dife-
rente. Esta consistiria en suponer la regulacidén de su
expresidén por un mecanismo cenético complejo que posible-

mente induzca alauna forma de interaccidn génica entre
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ambas especies parentales.

Finalmente, el andlisis de estos hibridos, desde
el punto de vista de los cromosomas, y en particular de
la regién NOR es una evidencia de la actividad funcional
de los cistrones de DONAr en ambas especies parentales, 1lo
que agrega nueva evidencia al problema de la relacidbén ge-
ndmica entre estas especies.

En forma independiente a los caracteres fenotipi-
cos externos, las observaciones cromosdmicas en especial
la que se refiere al marcador cromosbédmico que es la zona
NOR, aportan nuevos antecedentes que demuestran interaccidn
genética en el hibrido, entre especies parentales. En las
combinaciones hibridas, los cistrones de DNAr de ambas
especies parentales mostrarian actividad transcripcional.
Sin embargo, la falta de estudios moleculares que permi-
tan identificar resultados de la transcripcibdn, nos hace
ser extremadamente cautos. Honjo y Reeder (1973), han

observado que los genes ribosonales de Xenopus mulleri,

en un cruzamiento interespecifico X. mulleri x X. leevis,'
estédn reprimidos. Un comportamiento similar en la acti-
vidad de estos cistrones, fué observado en hibridos de
cultivos celulares ratén-humano. (Miller et. al. 1976).
La condicidén observada en nuestras combinaciones hibridas
estaria sin embargo de acuerdo con lo observado en hibri-

dos de subespecies de la planta Phlox pilosa (Levin, 1973),

y también en cultivos celulares rata-ratdén (Kuter y Rodgers,
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1975) donde en las celulas hibridas se producen ribosomas
a partir de amdios gendmas parentales.

No obstante las limitaciones del presente estudio
derivadas principalmente del escaso nUmero de hibridos ana-
lizados y la falta de evidencias moleculares para produc-
tos de la transcripcibn de cistrones de DNAr, la conclu-
sidén general que puede obtenerse, es que mediante el ana-
lisis de caracteres fenotipicos externos y cromosdmicos
de los hibridos, se establece una gran afinidad entre es-
tas especies del género Bufo, situacidn que queda eviden-
ciada por las mGltiples interacciones génicas que las

observaciones realizadas sugieren.
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CONCLUSIONES
El andlisis de variables morfométricas muestra una

I3 s & 3 ' 4 . 3 0
menor variacion intraespecifica en B. chilensis que

en B. spinulosus.

El estudio biométrico, conjuntamente con variables
cualitativas de la piel, osteologia y los cromosomas,
muestra un grado de diferenciacidn menor entre B. chi-

lensis y B. atacamensis que entre estos y B. spinulo-

sus.

Las caracteristicas precedentes a las que se agregan
la forma de la glé&ndula parotoides y la ornamentacidn
del créneo, diferencian a B. arenarum del gupo marinus

de las especies del gupo spinulosus.

En los ejemplares estudiados solo hay un par cromosé-

mico portador de la constriccibdn secundaria (C.S.).

La particular localizacibén de la C.S. en los carioti-

pos de las especies del cupo spinulosus podria ser el

resultado de reordenamientos cromoSdmicos.

La regibén organizadora del nucleolo (NOR) esta loca-
lizada en correspondencia con la C.S.

La hibridizacidén experimental muestra altos niveles

de compatibilidad gendmica entre las diversas especies
parentales.

La compatibilidad gendmica entre especies del grupo

spinulosus refuerza el esquema de similitud fenética

encontrado.
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Una diferencia gendémica mayor separa a B. arenarum

de las especies del grupo spinulosus.

La hibridizacidén en condiciones naturales se produce

entre B. spinulosus y B. chilensis o B. arenarum como

consecuencia de la sobreposicidn ocasional de sus freas
de distribuciédn.

La circunstancia que permite la hibridizacibén en con-
diciones naturales es la sobreposicidén del perfodo

reproductor.

El hibrido B. spinulosus x B. chilensis es estéril,

presenta un blogueo de la espermatogénesis que corres-

ponde a la espermiohistogénesis.
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TABLA N°® 2

. COEFICIENTE DE VARIACION (C.V.) DE LAS MEDICIONES (%)

N o o 3 3
VARIABLES y o v o O = g
< o < Z < U z z
[y o o z (@) < <
o & = = > * > )
- 8 = = C: [ O Q
o o = = = = o o
O w = | = 5 o
: s & 3 g & g 8
POBLACIONES ~ w = a o = < -
B. chilensis 5.83 5.84 4.63 15.05 7.14 6.03 12.14 14.27
Lo Dehesa
B. JCbilf?'l’SiS 6.96 5.78 6.49 12.34 11.13 13.36 16.67 13.92
Quilimari
B. atacamensis 7.68 6.36 5.81 13.95 10.37 6-79 17.07 16.49
Yallenar
B. spinulosus 3.68 4.71 4.82 12.94 7.18 7.94 8.29 8.68
Farellones
B. spinulosus 3.60 4.49 4.50 16.61 6.34 6.02 7.36 10.97
Bofios Morales
B. spinulosus 4.55 4.45 3.43 10.51 8.62 8.68 9.34 14.16
Putre
B. spinulosus 5.50 4.43 4.69 16.29 6.55 10.20 7.60 9.52
San Isidro
(Mendoza)
B. arenarum 7.06 5.4 £43 6-89 7.82 9.22 15.16 9.04
Mendoza




TABLA 3a VARIABLES DISCRIMINANTES ENTRE POBLACIONES DEL
GRUPO SPINULOSUS (TEST DE SCHEFFE)

v < <
ARIABLES ” < o 3 3
o v o O = =
- —_ z z = (@ (a]
< o < < <« U] z z
- w o a z (@] < <
o 5 0= = 2. = 2 =
- 6 = = o 1 (] (]
- - < <
o a. o z = o o
O ] = < : z T O
% X E < S I Z <
— -
POBLACION 4 w z o o z < -
La Dehesa - + = - - - - -
Quilimari
L h
a Dehesa + + o+ + -+ o+t
Yallenar
Lu-Dehesa + _ + _ _ _ + 4+
Banios Morales
La Dehesa
- - - - + s + +
Farellones
La Dehesa + " +
San lsidro, Mza. - - - - *
La Dehesa
% + 4 . + o+ o+ 4
Putre
Quilimari + _ _ + _ _ _ _
Vallenar
Quilimari +
Batios Morales - 3 - " - * *
Quilimari
Farellones - - : > % 2= %
Quilimari +
San lsidro, Mza. - - B + - * T
Quilimari T
Putre B ) - * - * *
Vallenar
Bafios Morales - * - + - - * -
VYallenar
Farellones + ¥ - * + * - -
Yallenar - + - + % = - .
San Isidro, Mza.
Vallenar + - + - + - - +
Putre
Bafios Morales - - - - 4 - + -
Farellones
Bafios Morales _ . - - + - - -
San lsidro, Mza.
Bafios Morales + + + - + - - -
Putre
Furell?nes + _ _ _ - + - -
San Isidro
FOI’e“OﬂQS + + F - + + = -
Putre
San Isidro, Mza. + + + - + _ _ _
Putre

= = NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS POBLACIONES
CONSIDERADAS PARA LAS DISTINTAS VARIABLES

4+=HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS POBLACIONES CONSI-
DERADAS p < 0.05.



TABLA N’ .3b

VARIABLES DISCRIMINANTES ENTRE POBLACIONES DEL GRUPO
SPINULOSUS Y B. arenarum (TEST DE SCHEFFE)

VARIABLE

EXT. POSTERIOR
INTERTIMPANICA

LARGO TOTAL

POBLACION

DIAM. TIMPANO
NARINA_-HOCICO
ANCHO GLANDULA

OJO-_NARINA

LARGO GLANDULA

B. arenarum

+
4
]
N
i
+
t

B. chilensis

(La Dehesa)

+

B. arenarum
B. chilensis + + - + = + =
(Quilimari)

B. arenarum
B. atacamensis + + + + - + -
(Vallenar)

B. arenarum
B. spinulosus + - + +

(Bafios Morales)

B. arenarum
B. spinulosus + +
(Farellones)

B. arenarum
B. spinulosus

(San Isidro, Mza.)

B. arenarum
B. spinulosus

(Putre)

- =NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE POBLACIONES
+ =HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE POBLACIONES p<0.01
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TABLA N 8

METAMORFOSIS DE HIBRIDOS EXPERIMENTALES ENTRE ESPECIES DEL GENERO #UFO

COMBINACION CRUZAMIENTO LARYAS METAMORFOSIS METAMORFOSIS
Ne N N’ %

Q@ B. spinulosus _
@ B. spinulosus G382 50 38 6
Q. B. chilensis
d B. chilensis 036-1 32 32 100
Q B. arenarum
d B. arenarum 031-6 40 39 97.5
HIBRIDOS
Q@ B. chilensis _ 6 545
J B. spinulosus 0282 0 6

B. chilensis
%B. atacamensts 030-1 22 16 72,72
Q B. spinulosus
d‘B- chilensis 040-2 50 34 68,00
%B. spinulosus. 015-1 57 3 -

B. atacamensts
@ B. spinulosus 0391 40 6 _—
d B. arenarum
Q. B. arenarum
d B. spinulosus 032-1 60 52 86,66
Q B. arenarum
J B. atacamensis 035-1 48 3 64,58

% DE SOBREVIDA, CRITERIO DE MEJOR BANDEJA.
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FIG. 1 MAPA PRELIMINAR DE LA DISTRIBUCION GEOGRAFICA

DE ESPECIES DEL GRUPO SPINULOSUS

EN CHILE.
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FIG. 2 ESQUEMA del CRALED dé las especies del arupo

spinulosus
VISTA DORSAL

Frontoparietales

Nasales
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FIG 10
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FIG 11 CARIOTIPOS DE HIBRIDOS EXPERIMENTALES
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FIG.

GEOGRAFICA DE Bufo spinulosus CON B.

14. AREA DE SOBREPOSICION EN LA DISTRIBUCION

B. arenarum.
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FIG 15 CARIOTIPOS DE HIBRIDOS NATURALES Y NOR
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- , FIG 16 CORNIFICACION Y GLANDULAS DE LA PIEL
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CORTES HISTOLOGICOS DE LAS GONADAS
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FIG 18 CORTES HISTOLOGICOS DE LAS GONADAS DE

HIBRIDOS DE BUFO
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MORFOLOGIA EXTERNA DE ESPECIES PARENTALES E HIBRIDO NATURAL

LAMINA 1

B.spinulosus

x B.chilensis
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® = Gl.parotoides
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ANEXO Ne 1
I) MORFOLOGIA INTERNA: OSTEOLOGIA
Para hacer las observaciones osteoldbgicas, se

procedid a preparar esqueletos de las especies. Una vez
limpios, se les sometidé a un proceso de diafanizacidn con
el fin de visualizar las suturac Oseas.
A) Método de diafanizacidén (Gloria Arratia, com. perso-

nal)

Soluciones utilizadas

1) Solucidn saturada de Alizarina en HZO destilada.

2) NaOH al 1%

3) Glicerina pura comercial

Etapas

1) Tincién en soluciédn de Alizarina en NaOH 1% - 2
dias.

2) Eliminacibn de exceso de colorante por pasajes
sucesivos de los esgueletos en recipientes de vi-
drio con glicerina y NaOH en proporciones varia-
bles.

a) NaOH - glicerina 3:1
b) NaOH - glicerina 2:2
c) NaOH - glicerina 1:3
3) Conservacidn de esqueletos en glicerina.
II) MORFOLOGIA EXTERNA:

Se colectaron ejemplares de Bufo spinulosus, B.

chilensis y B. arenarum, en las localidades indicadas,

83/.



a continuacién, durante la primavera en la época repro-
ductora, (Entreparéntesis va el NQ de la muestra).

Bufo spinulosuys: Barios Morales (10) Farellones (25)

Putre (10) San Isidro (Mendoza) (17).

B chilensis: La Dehesa (25) Quilimari (25)

3, atacamensis: Vallenar (30)

B, arenarum: Mendoza, localidad de Agrelo (14),

Los ejemplares utilizados en el estudio biométri-
co se encuentran depositados en la coleccidén herpetoldgica
del Depto. de Bisel, Cel, y Genética de la Universidad de
Chile (D B G UCH)

Las 8 variables morfométricas, consideradas fueron:
1) Longitud hocico~cloaca (Largo Total). |
2) Extremidad posterior
3) Distancia Intertimpanica
4) “Disdmetro del Timpano
5) Distancia Narina =hocico
6) Distancia ojo-narina
7) Ancho gléndula parotoides
8) Largo gléndula parotoides

Los tect estedisticos utilizados se sefialan a con-
tinuacidn:

1) Valor discriminante de los caracteres:
Test de Scheffé
Se determina si existen diferencias significativas

entre los promedios de las variables. El test de

84/,
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Scheffé permite realizar contrastes miltiples entre

promedios y pondera las diferencias de acuerdo al ni-

mero de ejemplares de la muestra (Snedecor y Cockran

1978 ) .

Comparacidn ent?e poblaciones

Test de hipbtesis de las medias, Test de T2

(Hotteling). (Morrison, 1967).

Este Test permite probar la validez de la hipétesi;

de igualdad de 2 vectores de promedios de 2 muestrag

independientes.

Método de aplicacién del Test de Hotteling.

a) Se hace una matriz de datos

b) Calculo de vector promedio ZX/N por poblacidn
fi = vector de 8 variables para la iesima

poblacidn.

c) Matriz de suma de cuadrados y productos cruzados.

N
e . - [
\\“”“v'* Xi = Valor de la iesima varia-"*
ble
A 3 -
k Xj = Valor de la jesima va-
riable
N = Tamano de la muestra de

la Kesima poblacidn
A, = Matriz de 8 x 8 para 1la

Kesima poblacidbn

85/
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d) Matriz varianza - covarianza

1

= D S — . Y . 2 . .
S N1+N.—2 (A1 + AJ) A1 Matriz de la iesima

(]

poblacidn.

>
[}

Matriz de 1a jesima
poblaciébn.
e) Se invierte 1a matriz S,
S‘l = matriz de covarianza - varianza invertida
f) Se cdlcula el valor de T?
% = N, N, (Xi- X0 5™ (%= D
Ni+Nj i
j

"

iesima poblacidn

jesima poblacidn

g) Test de significancia estadistica para el valor de T2

obtenido.
o Ni + Nj -p -1
= (N.+N,=-2
i*Ny=2)p

P = grados de libertad

Para este anélisis multivariado los datos se pro-
césaron en una computadora I.B.M. NQ 1130 de 1a Facultad
de Medicina Sede Santiago Norte. Universidad de Chile.

3) Fenograma:

Para construir un fenograma se determina la dis-
tancia entre poblaciones. Un método es:

Distancia de Mahalanobis (02) (Morrison, 1967) que es una
distancia generalizada que significa que se maximizan

las diferencias entre pares de promedios para aquellas
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combinaciones de caracteres que tienen méxima

La Distancia de Mahalanobis (D_.) esté

en el cilculo de T2 de Hotteling: D = (Yi-YJ

varianza.
incluida

y [
) S (xi-xj).
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ANEXO NQ 2
CROMOSOMASTS
I. Obtencidn de Placas metafésicas

Las placas metafdsicas en las que se hizo el
andlisis cromosémico se obtuvieron de animales previa-
mente inyectados con colchicina intraperitoneal por 18
horas o intracardiaca por 4 horas en dosis de 0.3-C.S5mgr/gr
de peso ejemplar.

Las preparaciones microscédpicas son de dos clases:
A) Preparaciones permanentes.

Se obtienen por suspensién celular de médula dsea,
bazo y testiculo y/o de cultivo de sangre de corta dura-
cidén (Bianchi 1967).

B) Preparaciones semipermanentes (Bogart 1973). Para es-
tas preparaciones se utilizd cérnea e Intestino.
Técnicas:
A) Preparaciones permanrentes:

1) E1 tejido se macera en 2 ml de solucidn de Hanks

(TC. Difco Lab.)

2) Se disgregan celulas mediante pipeteo enérgico.

3) Centrifugacién por 8 min. a 800 r.p.m. Se obtiene
pellet y se elimina el sobrenadante.

4) Hipotonia en solucibén de KCL (0.075 M) por 18 min.

a T2 ambiente.

S) Centrifugacién por 8 min. a 800 r.p.m.

88/ .
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11)
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Fijacidén de las células en solucidn metanol: &cido

acético por 30 minutos.

Resuspensidn & pellet

Lavado de células mediante nueva centrifugacidén por
8 min. a 800 r. p.m. con metanol acético.

Se gotea de la suspensidén celular sobre portaobje-

tos limpios.

Se deja secar al aire,.

Se tifie con giemsa (Merck) al 4% pH 7.2

B) Preparaciones semipermanentes (Se enuclean los ojos)

1)
2)
3)

4)

pio de

Hipotonia en HZO bidestilada por 2 - 4 horas.

Fijacidén con vapor de &cido acético glacial por 2 min.
Se desprende el epitelio de la cdrnea con escalpelo.
Se tifie el tejido con orceina acética por 8 min.

y se procede a aplastar (Squash).

Estas preparaciones se fotografian con microsco-

contraste de fase, para su posterior andlisis.

Una modificacibén de la técnica anterior, para

Intestino es la siguiente:

1)
2)
3)
4)

Hipotonia en H,0 bidestilade por 15 min.

Fijacién en écido acético al 50% por 15 min.

Se desprenden células del epitelio y se aplastan.
Las preparaciones se colocan en Hielo seco por

15 min. y se desprende el cubre.

El resultado es una preparacidn permanente por

aplastado (Squash).

89/.
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II) Determinacidén de los cariotipos e Idiogramas

La determinacidén del N2 cromosdédmico (2n) se hizo

en los ejemplares que se indican a continuacién,

Especies NC de Individuos NQ de placas
B. spinulosus fg ;: 100
B. chilensis 10 25 100
B. atacamensis 3 17 50
B. arenarum 2 1 20
TOTAL 28 75 270

Para la confeccibn del Idiograma, se midieron los
cromosomas con un pie de metro, directamente sobre repro-
ducciones fotograficas. Estas medicionos se realizaron
sobre cada crométida de ambos cromosomas homdlogos en for-
ma independiente, de modo que se completan sobre cada par
de homblogos 8 mediciones cue al ser promediados dismi-
nuyen el error de mediciones Unicas. El largo relativo
de cada cromosoma, corresponde a un valor prcmedio entre
ambos hombélogos, referido como porcentaje del mmplemento
haploide. Se determind el rado centromerico (r), estable-
ciendo la relacidn Brazo largo/Brazo corto. Los cromoso-
mas se identifican en metacéntricos (m); submetacéntricos
(sm), de acuerdo a la posicién del entrdémero, segin Levan

et. al. (1964).

90/«
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El N9 de ejemplares utilizados para la confeccidn

del Idiograma se muestra en la Tabla a continuaciédn:

Especies LOCALIDAD g o N2 de placas
B. spinulosus Farellones 3 3 12
B. chilensis La Dehesa 3 3 12
B. atacamensis Vallenar 3 3 12
B. arenarum Sn. Isidro 2 1 6
(Mendoza)

III) Determinacidn de Zona organizadora del Nacleolo

Técnica de Ag-As. NOR (Goodpasture y Bloom, 1975)
Tiene por objeto la Identificacidn de la regidn

organizadora del nucleoclo en cromosomas metaf&sicos. Las

determinaciones fueron hechas en celulas de Intestino y

de médula 6sea de adultos e hibridos adultos y recién me-

tamorfoseados. (Fl)‘

A) Soluciones utilizadas

Sol. 1 : AgNO, acuosa al 50%

3

Sol. 2 : Plata amoniacal: 4 grs. de Ag NO3 en 5 ml de
H,0
Sol. 3 : Solucidn reveladora: Formalina 3%, se neutra-

liza con cristales de acetato de sodio y se
ajusta a pH 5-6 con &acido férmico.
Tincidén Ag - As (NOR)
1) Se pipetea solucidn Ag NO, (Sol. 1) sobre el portaobje-

to y se cubre. 91/ .
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3)

4)

5)

6)

7)

8)
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Se coloca la preparacidn bajo una ampolleta de 200-250
Watts a una distancia de 25 cms. por 10 min.

Se saca el cubreobjeto, sumergiendo la preparacidn en
HZO destilada.

Se revela con solucidén de plata amonidcal (Sol. 2) vy
gotas de formalina 3% sobre el portaobjetos.

Se controla la tincidén al microscopio de contraste de
fase.

Al alcanzar la tincidn deseada se sumerge la prepara-
cidén en H,0 destilada para soltar el cubreobjetos.

Se deshidrata en una bateria de alcohol: 70%, 95%, 100%.

Se monta la preparacibdn.

9%.
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ANEXO N2 3

Experimentos de Hibridizacidén "in vitro"

Ejemplares hembras recién capturados sin ovular
detectados por palpacidn exterior de los ovarios, fueron
inducidos a ovular mediante inyeccidn intraperitoneal de
macerado de hipofisis obtenidos de ejemplares coespecifi-
cos. En general las hembras inducidas ovulan antes de
48 horas de iniciada la induccidbn si no se obtiene respues-
ta se refuerza la induccidén cada 24 horas.

Los huevos se extraen por presidén digital sobre
el abdomen de la hembra inducida. Los cordones de huevos,
son colocados en placas de vidrio con 20 ml. de HZO de
pozo. Se prepara una suspensidén de espermatozoides mace-
rando los testiculos en 10 ml. de HZO de pozo. La fecun-
dacidén se realiza por goteo de la suspensidén de espermios
sobre los huevos.
= S En cada grupo de experimentos hay cruzamientos
controles (Homoespecificos) y experimentales, (Heteroes-
pecificos). A las 2 horas de verificada la fecundacidn
por aparicidn del ler. surco, los huevos son cambiados
de las placas a bandejas de pléastico de 23 cm X 33 cm
- con 1,800 ml de HZO de pozo, con recambio c/48 horas.

Se diagnostican en cada cruzamiento los estados

de géstrula (estadio 7-8), eclosidn de larva (estadio 14)

y metamorfosis.

La alimentacién de las larvas, se efectud con

93/.
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lechuga hervida, en tanto que los recien metamorfoseados
y etapas mis avanzadas son alimentados con dipteros adul-
tos (Drosophila) y con larvas de Tenebrionidae (Tenebrio
molitor).

Los experimentos se efectuaron a t? ambiente, con
trolando 15 Temperatura del agua de las bandejas hasta la
etapa de larvas. La Temperatura oscild entre 189C y 21¢9cC.

En el anexo 3a, hay un resumen de los 40 cruzamien-
tos realizados durante los afios 1977 y 1978 hasta la eta-
pa:de eclosién de larva y presncia de metamorfosis. En
el anexo 3b, se resumen los cruzamientos que incluyen
las etapas de eclosidn de larva y porcentajes de metamor-
fosis. Los ejemplares metamorfoseados estdn depositados
en la coleccibédn Herpetoldgica del Depto. de Biologia Ce-
lular y Genética (D B G UCH).

El poecentaje de sobrevida se célcula consideran-
do como un 100% a la etapa del desarrollo inmediatamente

anterior,
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