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INTRODUCCIO¡I

La vari ación ceográf i.ca de carac teres u ti 1i zados

en 1a ldentif icación y diagnosis taxonómica Ce 1os (-tnur os

chilenos solo ha sido estudiada en unas pocas especies

(Cei 1960-61, Duellmann y Veloso, t97B).

Si estos caracteres quier-en ser utilizaCos corno

crite¡'ios evolutivos, resulta irrportante conocer 1a cal!
dad y extensión de su variabilidad intraespecÍfica e in-
terespecífica.

Una primera aproximación para establecer senrejan

zas o diferencias entre poblaciones, consiste en estable

cer comparaciones en 1as que se utilizen caracteres de

la morfologÍa externa. Se asume que los análisis compa-

ratirros de1 fenotipo, y en general 1os análisis fenéticos,

son estimadores de las relaciones genét-icas entre indivi

duos (Lidicker, 7962).

fanto en las comparaciones poblacionales intraes
peclficas como entre especies biológicamente relacionadas,

es importante considerar 1a distribución geográfica. En

el caso de comparaciones entre poblacj"ones de una misrna

especie, de un amplio rango distribucional, 1a distancia
geográfica orienta a 1a explicación de dlferencias entre

poblaciones mediante hipótesis de restricclón de flujo
génlco, y desarrollo de diferencias adaptativas como res

puesta a presiones selectivas locales (ttayr, 1969).
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Cuando el análisis está referido a poblaciones

de especies alopátricas, resulta útif 1a determinación

de caracteres en poblaciones contiguas, donde puede haber

sobreposición ocasionat de sus áreas de distribución.
Es en la condición de simpatríar éñ zonas de contacLo se-

cundario, donde puede existir un riesgo potencial de hi-
bridización, donde resulta más evidente 1a magnitud de

1a divergencia alcanzada" (BIair, 7972, 7973).

A. Breve reseña de las especies estudiadas:

Los ejemplares estudiados son anuros de 1a fami-

lia Bufonidae, de1 género Bufq. Caracteres diagnósticos

del género son la ausencia de dientes vomerianos y maxi-

lares, g1ándu1a parótida evidente, 1a cintura escapular

arcffera, y 1os procesos vertebrales sacrales dilatados
(Cei 7962). Las observaciones corresponden a cuatro es-

pecies de dos grupos del género: grupo spi¡glgsus y

q.¡:Upg. mq=Lnuq" E1 término grupo esta utilizado aqui para

indlcar un conjunto de especies filogenéticamente rela-
cionadas (Martln , 7972).

1) Algunos proEleryrag dg. le §islribució-n geo-qréf¡Sg y
breff:e colsidqraciones ecolóqiqas.

El género Bu{g es cosmopollta, se encuentra en

América del Norte, Amérlca del Sur, Eurasia y Africa,
con excepción de Australla (s1air, 7972).

En ChiIe¡ (f ig. 1) el grupo spi$lgqls_ está re-

§gi 'tglsgllq ,presentado por cuatro especies" Estas son Bufo

3/.
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E. chlletslq, B. atacamensig y E. fubro_punctaLus, cuya

dlstribución no ha sldo precisada pero que muestra slmpa

trf a con B. splnulgsl.:s r €ñ las riberas del lago Todos

los Santos (Si1va et aI, 1968), especle que no es consi-
derada en este trabajo. Las restantes especies son alo-
pátr:1cas.

EI área de distribución geográfica de B. spinulo-

§!s_ es la Cordillera de los Andes. Sus poblaciones se

extienden desde e1 Alt,iplano perú-Bollvlano (Ve1lard 1959),

hasta Ia región del Chubut en 1a Patagonia Argentina

(cel, 7972). Hacia e1 Sur, esta especie es simpátrica en

algunas localldades de 1a vertiente atlántica de Ios

Andes, con Btl]rj]- qr_e,qi_rUg, del grupo ma{Ín_y-s (fiq. 14).

En la vertiente pacf f ica, E. -s-p,iLu-l-oq.g5.r pr€senta una dig

tribución disjunta, encontrándose poblaciones en las que

bradas y AItiplano de1 Norte Grande (i,at. 18o-26aS)r se-

paradas pCIr regiones desérticas, a partir del. valle de1

Rfo E1qui (t at. 30o5¡, de las poblaciones de Ia Zona Cen

tral" Desde esta latitud y hasta el paralelo 41oS, esta

especie (Veloso, com. personal) tiene una cadena de pobla

cLones que terminan en la Zona Sur, con la dlferenciación

<ie B. sp. p_apiLlosrl-s (Ga11ardo, 1965).

En la Zona Central de Chlle, g. .spinulosus_ no

desclende por debajo de los 1.000 mts. y se contlnúa en

ausencla de una barrera geográfica manifiesta con B. S¡¡.-

lensis. E1 área de distribuclón geográflca de esta

4/.
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últlmar s@ ve interrumpida hacia el Norte por zonas de

desierLo, no compatibles con 1a existencia de anfibios.

Para 1as poblaciones de B. qfri_lglsi_s 1a barrera desértica

determlnarla que no haya sobreposición en 1a distribución

geográfica con B. atacamensis, 1a que esta restringida a

Ios valles del Rlo Copiapó y del Rlo Huasco (¡,at. 27a-29es).

Desde el punto de vlsta ecológico, estas especies

muestran diversos grados de dependencia de1 ambiente acuá

ttco. Con la excepcién de B. atacamensiq-r que puede ser

observado durante gran par:te deI año (Primavera, Verano,

Otoño) en las proximidades de cursos de aguas, oarcial-

mente sumergido" Las restantes especies concurren a

rios r €steros y vegas solo durante el- perí.oCo reproduct-i

vor formando agregaciones de varios cientos de individuos.

El comportamiento a la captura de B. atacamens.is es eI

escape por inmersión. (veloso, 7973). Esta caracterís-

tica es cornpartida por E. cllilenslg V en menor grado por

B. sp.Lqutslr¿e. Este rlltimo, concurre a ovipositar a po-

zas de poca profundidad, con vegetación abundante, al

abrigo de corrientes.

2) Ostegloqtg de.L Cránqc.

La osteologfa del cráneo de estas especies ofrece

caracteres de utilidad taxonómlca que dan base para 1a

sisternática de los anuros. Las diferenclas que se obser-

van estan determinadas principalmente por Ia forma y ta-

maño de los huesos del cráneo. EL valor taxonómico de

5/.
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los caracteres osteológicos de1 cráneo es que presentan

estabilidad intraespecífica, (Trueb, 7973) 1o que los

hace más úti1es para las comparaciones entre especies que

otros caracteres esqueléticos.

Si.n pretender un es tudio exhaustivo de Ia osteo-

logla crañ€añer6, continuación se hace una redescripción

de algunos detalles osteológicos importantes de1 cráneo

de estas especies. En 1a figura 2 se muestran en forma

esquemática 1os carácteres considerados. Para estas des

cripciones se complernentaron las observaciones cie 1a 1i-

teratura (l"larLin, 1,972) con observaciones en material de

nuestra colección.

B. chi lensis. Lámina 1a

E1 cráneo es ornamentado y tiene mayor osifica-

cj.ón que en Ias resLantes especi-es de1 grupo so_inulosqe.

Los nasales se encuentran completamente fusionados en 1a

}ínea media, ubicados por atrás de los premxilares. Los

frontoparietales son moderadamente anchos, tienen Ia for-

ma de una pirámide truncada de vértice anterior y están

completamente fusionados a los nasales. En Ia zona orbi-

taria y en las suturas con los nasales y otooccipitales

se observan engrosamientos discretos (crestas óseas).

E1 canal occipj.tal parece cubierto en 1a mitad anterior

de su trayecto. En vista dorsal, la Iámina ótica del

escamoso se observa de gran tamaño y osificada. En vista

posterior, Ia ventana suprarrterigoidea es abierta y esta

atraveSada por Ia columela. Bn vista ventral se observa

6/.
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a Ia rama medlal ciel pterigoideo que se sobrepone en un

tercio con e1 paraesfenoldes. Lateralmente, 1a rama des

cendente de1 escamoso llega hasta eI borde inferior de

1a mandfbula.

B. spi!r-!llosus. Lámina Ib.

En esta especie, eI cráneo es liso, sin crestas.

Los nasales están fusionados en 1a línea media hasta la
mitadr €ñ vista lateral se ubican ligeramente por atrás

de los premaxil.ares" Los frontoparietales son moderada-

mente anchos , tienen f or-ma rectangu 1ar y es tán solo en

contacto parcial con los nasales" E1 canal occipital ap-l

rece cerrado solo en la parte posterior. En vista dcrsal,

se observa que 1a lámina ótica deI escamoso es reducida

y poco osificada. En vista posterior la ventana suprap-

terigoldea esta abierta, 1a columela es más delgada que

en B. glilslq-is. En vista ventral se observa 1a rama

medial deI pterigoides sobrepuesto en lnenos de un tercio

con e1 paraesfencides. En vista lateral 1a rama descen-

dente del escamoso alcanza al borde inferior de la mandí

buIa.

B. atacamensis. Lámina Ic.

La osificación y ornamentación del cráneo de

esta especie, representan una condición intermedia res-

pecto a E. chilensis y g. spinulosus. Los nasales se €ñ-

cuentran parcialmente fusionados. En vista lateral, se

ubican llgeramente por atrás de los premáxilares. Los

7/.



f rontopariet,rles son moderadamente anchos, de f orma rec-

tanqular y estan solo parcialmente en cont.acto con 1os

nasales. En esta esDecie, solo se observan crestas su-

praorbitales. E1 canal occipital aoarece completanente

cubierto en el caso Ce los machos. Ein visla dorsal, se

observa que 1a 1ámina ótica está reduci.da. En vista 1a-

teral, la rama descendente del escamoso no se prolonga

más abajo del borcie inferiór de 1a mandíbu1a. EI quaCra

tojugal se proyecLa posterio¡'mente a1 escamoso. En vista
posterior, 1a ventana suprapterigoidea no esta ocluída y

su ubicación es por debajo de 1a co1umela.

B. arenarum. Lámina Id

Esta especie tiene un cráneo co¡-to y ancho, fuer

temente ornamentado y osificc-tdo. La sutura de 1os nasa-

1es en Ia Iínea meciia es completa y su ubicación está por

sobre los premaxilares en una vista 1aLera1. Los íronto-
parietales son anchos, y estan, como en B. chilensis com

pletamente fusionados a los nasaLes. presentan crestas

óseas continuasr eue abarcan a los frontoparietales y a

los nasales. EI cráneo tiene además crestas preorbitales
postorbitales, timpánicas y supratimpánicas. E1 canal oc-

cipital est.á completamente cerracjo. En ',,ista dorsal, 1a

1ámina ótica de1 escamoso es de gran tamaño. E1 occipit.al
es extenso y tiene forma trapezoidal. En vista posterior,
la ventana suprapterigoidea esta completamente ocluida. En

vi"sta ventral, la rama medial del pterigoideo se sobrepone

g/.
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ampliamente con el paraesfenoides.

B. Componentes del análisis pol:lacional.

1 ) Varlables morfométricas.

Las mediciones fueron realizadas en ejemplares de

poblaciones de las cuatro especies. Las variables selec

cionadas dan cuenta de 1a tal1a de los ejemplares, 1a

forma de la cabeza y proporciones relativas de órganos de:

1a piel (parotoides) y Ias extremidades.

Cel (1961) en estudios previos cle 1os carácteres

morfológicos de estas especies, define para el grupo §!i-
nu1os"ul, 1a exi"stencia de 5 subgrupos poblacionales.

Estos estudios muestran también 1a exisLencia de tenden-

cias clinales latitudinales respecto a la ta11a. Hay

además resultaclos cuaLitativos respecto a 1a variación

de los patrones de coloración ), modificaciones en Ia for-

ma de La parótida. La conclusión fué definir sub-especies

de Bulo spinl-rlosus_ (Cei , 1960 ) . En traba jos posteriores

Cei (7977, 7972) complement6 estos antecedentes con otras

evidencias, tales como sustanci-as secretadas por 1a piel
y análisis serológico (precipitinas) y 1e asignó eI esta

do de especie a estos grupos poblacionales.

2) Crornosomas.

La determinación de1 cariotipo es úti1 en las com

paraciones entre poblaciones" Las variables conslderadas

son, eI número diploide, la morfología cromosómica y Ia

localizaclón de Ia constricci6n secundaria. Tanto el

g/.
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número diploide como 1a morfoloqía cromosómica son carac-

Leres estables en Buf o ( Bo<;art, 1972) . La constricción
secundarla es variable en el cariotipo de 1as especies

del género y ha permiLido establecer relaciones filogené-

bicas que definen para los grupos Sud-américancs, una po-

sicién ancestral (eogart op. Cit.)
3 ) Comlgtibi l idad cené ti.§s.

Las variables consideradas son 1os porcentajes

de sobrevida alcanzados en eruzamientos €xperj.mentales

(in vitro) respecto a controles homoespecíficos. Estos

valores corresponden a sobrevida en 1a etapa de desarro-

11o embrionario y a la metamorfosis, Los valores de com

patibilidad genética son útiles en 1a demostración de 1as

relaciones evolutivas en Bfg. E1 desarrollo de híbridos

hasta ciertas etapas proporciona 1a evidencia que las es-

pecies consi-deradas son Io suficientemente similares gené

ticamente, para producir descendencia viable. (a1air 19'72)

70/.
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If ¡¡étodo de observación. Criterios en

1a selección de variables. Experimentos:

1) Osteologfa de1 Cránec

Para hacer 1as observaciorres osteolégicas, se di-

secaron esqueletos de las especies y se tiñeron 1as sutu-

ras óseas con alizarina. Detalles de 1a técnica utili-

zada estan incluidas en eI Anexo 7.

2) Mediciones morfométricas.

Solo losejemplares machos fueron medidos vivos,

mediante un pie de metro, con precisión 0.05 mm. Tenien-

do en cuenta e1 acentuado dimorfisrno sexual de estas es-

pecies se omitieron las hembras.

Las variables morfométricas consideradas fueron:

2.7) Lonqitud hocico-cloaca (largo total)" 2.2) Lonqitud

extremidad posterior. 2.3) Distancia intertimpánica.

2"4) Diámetro de1 Tímpano" 2.5) Distancia Narina-hocico.

2.6) Distancia ojo-narina. 2"7) Ancho g1ándula parot.oides.

2.8) Larqo g1ándu1a parotoides. (Anexo 1)

Los criterios en 1a selección de los caracteres

de la morfología externa (Variables) fueron:

1) Variables fáci1es de medir que representan dimensio-

nes lonqitudinales y transversales del cuerpo de los ejem-

p} ares.

2) Caraeteres que muestran variación según 1a especie

considerada (Forma de 1a parotoides, distancia narina-hoci

co).

77/.
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3) Caracteres que muestren variación posiblemente asocia

da a condiclonr:s ecológicas del habitat de 1as especies

(longitud de ta extremidad posterior, diámetro del tímpa-

no).

Usando los criterios precedentesr s€ analizaron

8 poblaciones con un total de 156 ejemplares, de las 4

especies analizadas.

Los datos se analizaron mediante pruebas estadís-

ticas simples y multivaricrdas, estos últirnos con prueba

discriminante para datos agrupados. Estas pruebas esta-

dísticas se detallan en el Anexo 1.

3 ) Cariotioos.

Se deternrinó el cariotipo de estas especies a

partir de 1a obtención de placas mel-afásicas de diversos

tejidos de animales previamente inyectados con colchici-

na.

E1 procedimiento seguicio y Ias 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 teñidas. Las placas metafásicas fue-

ron fotografladas y los cariotipos se montaron de repro-

duccíones f otográf j.cas.

Los cromosomas fueron medidos y apareacios y se

construyeron Ios idiogramas con propósitos comparativos.

EI cariotipo se ha considerado como un rasgo mas del fe-

72/.
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notipo de estas esDecies. En e1 género, este es un carac-

ter conservador (Bogart, 7972) que contrasta con 1a varia

bilidad fenotípica externa. Se ha identificado a Ia ccns-

tricción secundaria como 1a portaciora de 1a región orga-

nizadora del nucleolo (NOR), marcador cromosórnico que

resulta particularmente útif en el diagnóstico de híbri-
dos naturales y experimentales.

4) Compatibilidad Genética. Cruzamiento "invitrc,'- Hí-

bridos Naturales.

Se de terminó medi an t.e cruzamientos experirnentales

1a compatibilidad genética intraespecífica en B. chilen-

sis hasta la etapa de la eclosión de la larva y la com-

patibilidad interespecífica hasta alcanzar 1a rnet¿,morfo-

sis y etapas postmetamórficas.

Estos cruzamientos son comtroles y recíprocos,

alternando 1a proveniencia de 1os progenitores (Un resu-

men de 1os cruzamientos realizados se incluye en e1

Anexo 3 )

Las hembras fueron inducidas a ovular, medianre

la implantación intraperitoneat de hipófisis homóIogas.

Los huevos fueron fecundados con una suspensión de esDer-

mios, obtenidos por maceración de testículos. Se deter-
.aminó actividad de 1os espermatozoides mediante examen aI

fresco en microscopio de contraste de fase.

E1 proceso de segmentación, 1a eastrulación y de-

sarrollo larvario fue -qeguido a la lupa. Las etapas al-

73/.
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canzadas se determinaron según Valencia (7962), anotándose

1a sobrevida de los ernbriones y larvas en 1os distintos

estados.

La hibridización experimental y 1a determinación

de 1a sobrevida de los hll¡ridosr €s un criterio para es-

timar 1a compatibilidad genómica de las especl.es parenta-

Ies hasta el particular estado Cel desarrollo alcanzado.

Los ejemplares de Bufo considerados en los expe-

rimentos de Hibridización I'in vitro" se reproducen durante

los meses de primavera y verano. Como indicadores del pro-

ceso reproductivo en condiciones naturales, se utilizaron

diversos parámetros de 1a actividad reproductiva de estas

especies. Entre otros: canto de rechazo sexual (release

call) cte 1os machos del gruco sp.inuLost¡s, canto nrrpcial

de B. arenarumr dFplexos, ovipostura y/o presencia de larvas.

Durante los dos 7977 y 1978 estas observaciones

fueron realizadas en forrna sistemática en poblaciones de

B. chilensis y B. s!-.j.hu1os!rs y en forma esporádica para

B. at,acarnensis y E. arenErL¡m. La actividad reproouctora

de esta se extendería desde mediados de Septiembre hasta

fines de Octubre. B. spinulosus empezó a reproducirse a

f ines de Octubre. Por 1o tanto parte clel períocio repro-

ductor de ambas especies se sobrepusQ. Otro tanto ocurre

entre B. chilensis y B. atacarnensis. Las poblaciones

Argentinas de B. soinulosus y B. ggrrlg t.¡mb1én supor-

ponen parte de su perlodo reproductor.
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RESULTADOS

Análisis Biornétrico

Variabilidad de caracteres

El análisis estadíst.ico de 1a variabilidad de caracteres

de 1a morf ología externa perrni te determinar :

a) La variabilidad intra-poblacional.

b) La variabilidad entre poblaciones de 1as especies del

grupo spinulosus.

Comparar 1a variabilidad poblacional de !. qlengluIl

de Mendoza, con las especies Cel grupo spinulosus.

Los resultados de Ia Tabla 1 muestran Cistintos

grados de variación intrapoblacional. A1 deterrninar 1os

coeficientes de variación se observa que en general 1a

variabilidad intrapoblacional de los caracteres considera

dos es mayor en las poblaciones de B. chilensi-s y E. ata-

csrygnsrs que en 1as otras 2 esoecies (rablas 1 y 2). Lcs

caracteres que muestran mayor variabilidad intrapoblacio

nal son eI diámetro de1 tímpano excepLo en B. arsnsrgll y

el largo y ancho de la glándula parotoides en todas las

poblaciones analizadas "

Comparaclón de poblaciones.

La comparación entre poblaciones se muestra gra-

fj.camente en los diagramas de Dice de las figuras 3 al 5,

construidas con los valores contenidos en la tabla 1. E1

valor discriminante de cada una de las B variables

c)
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consideradas, esta en 1as tablas 3a y 3b que muestra los

resultados de Ia apllcación de Ia prueba de Scheffé.

Las pobl aciones du 9. ch.L Lerrs.Lq de La Dehesa y

Quilimarf se diferencian estadÍsticamente solo en eI Lar

go de Ia extremidad posterior (p< 0.05) (fig. 3-6 y ta-

bla 3a ).

La comparación de 1 as poblaciones de ts.

que 1a variabilidadcon B. atacamensis, muestra

las variables morfométricas se incrementa en est.a última.
(tanla 2).

Las diferencias entre B. chilensis La Dehesa y

B. atacanensis (fa¡la 3a) se dan en 7 variables (p< 0.05),

exepto 1a distancia ojo-narina" Las diferencias entre

B. atacamerysis y la coblación de Quilimarí de B. chilen-

sj.: som menos y se dan en e1 largo total (hocico-cloaca)

y en eI diámetro timpánico (p < 0.05).

Para el largo de 1a extremidad posterior

chilensis

en5de

. ata-

Iacamensis se asemeja a B. chilens.Le de Quilimarí

,9
ya

poblacj.ón de Putre de B. 6pinu]-esgx. Entre este ú1timo

y B. atacamensis no hay diferencias significativas en e1

diámetro de1 tlmpano, siendo este menor en E. atacamensis

que en 1as restantes poblaciones. (p¿ 0.05).

La población de Putre (Lat. 18o5) está represen-

tada por individuos de talla pequeña. Los rangos y Ios

promedlos de otras cuaLro de las I variables consideradas,

que son, extremidad posterior, distancia intertimpánica,
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dist. ojo-narLna, y dist. narj-na-hocico (fi9.3-6) slguen

1a misma tendencia que 1a dlsmlnución de tamaño.

A1 comparar las especies del grupo sglnul-osus

con B. qrenarum deI grupo marinu§., con 1a prueba de

Scheffé (tabla 3b) se observa que Ias variables largo to-

tal, extremidad posterior (con excepción de B. spinulosus

de Baños Morales), Diámetro timpánico, Narina-hocico y

largo de 1a g1ándula parotoides se diferencian (p< 0.01),

de todas las poblaciones de especies del grupo spinulosus.

Fj.nalmente, para 1as pobLaciones del grupo spinu-

losyp- se aplicó e1 aná1isis de r'2(tlottelinr¡) clryos valores

de F se incluyen en Ia tabla 4. Los resultados de esta

prueba estadística muestran diferencias significativas

entre todas 1as poblaci-ones anallzadas.

El grado de afinidad entre poblaci.onesr s€ esta-

b1ec16 mediante o2(oistancia de Mahalanobis) (Tab1a 5).

A par:tir de la cual se hizo un análisis jer:árquico de si-

mllitud expresado graficamente en la fig. 7. En que se

observa que Ia varj.ación entre poblaciones de B. chilen-

gl: "" menor que en B. spinulosu§. 9. atacame__!1s:Lq en este

análisis resulta mas próxlmo a 9" chllensis.

B. Cromosomas.

Las 3 especies de Bufo de1 grupo gpinulosus y g.

arenarum deI grupo marl¡us, tienen el mismo número diploi-

de 2n a 22 (fig. 8). En eI cariotlpo ordenado según tamg

ño decreclente se observan 5 pares de cromosomas grandes,
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1 mediano y 5 pares pequeños.

machos y hembras.

No hay diferencias entre

La comparación de los aomosomas muestra pequeñas

diferencias de morfologla. Los cromosomas son metacén-

tricos excepto el par 4 submetacéntrico en B. chilensis,

B. spinulostls y ts. g!g_!e!_U!q. En B. atacamensis, todos

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

g. -qhifglglg, B" atacamensis y g. arenarum mues-

tran en e1 par '7, una constricción secundaria in'.ercalar

en el brazo corto de ambos homóIogos. En B. spinulostis_,

la constricción secundaria se localiza proximal aI centró-

mero de1 par 77. La longitud de esta constricción secun-

darla es variable. Ambos homólogos de1 par portadosr ñu-

estran una condición homomórfica y/o heteromórfica. La

morfologla de1 par portados de 1a <nnstricción secundaria

es una caracteristica individual constante, de todas las

placas metafásicasr eue define distintos fenotipos en 1as

poblaciones. (fig. I y 9).

La región organizadora del nucleolo (xOn) está

localizada en correspondencia con 1a constricción secun-

daria (ffg. 10). La identiflcación funcional de esta re-

gión cromosómica, es un marcador citogenético úti1 en las

comparaciones intra e interespeclfica y también en 1a

identificación de frf¡ridos naturales y experimentales como

ase señaIa más adelante.
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Hibridizaclón Experimentos "fn Vitrorr

Las hibridizaclones experimentales incluyendo los

cruzamlentos recíprocos se muestran en las Tablas 7 y 8.

En estos resultados se muestran los porcentajes de sobre

vida alcanzados durante 1a etapa larvaria y llegan hasta

terminada 1a metamorfosis.

Las comparaciones de sobrevida de Ios nfbridos

experimentalesr s€ hicieron según e1 criterio de "mejor

bandeja". Es decir, de los diversos cruzamientosr eue se

llevan en réplicas se escoje aquella que muestra los por-

centajes de sobrevida mas elevados. E1 diagnóstico de

los níbridos experimentales t.:nto en su etapa larvaria

como postrntamórfica, se realizó mediante determinación del

cariotipo e identificación de cromosomas marcadores (fig.11)

En todos los cruzamientos se alcanzó 1a metamorfo

sis y etapas postmetamórficas. La etapa crítica en e1

desarrollo tanto de Ios cruzamientos controles como hí-

bridosr €s la eclosión de 1a larva (ta¡la 7). Una situa

ción de excepción se muestr a en eI cruzamien r.o g B. arena-

rum x cf B. atac_gmensis donde hay una ligera disminución

en el porcentaje de scbrevida de 1a gástrula.

En la etapa de eclosión de 1a larvar eue inicia

el paso a la etapa larvaria, en el cruzami.ento g E. §-Ei-

nuLosus x d B. arenarum hay una dlsminución considerable

de la sobrevida que alcanza a menos del 40%. (?abla 7).

En eI cruzamiento g E. clrlIenq§ x cF B. spinulosus
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esta disminución cle sobrevida también es considerable

(70%). Los demás cruzamientos tienen porcentajes de so-

brevida semejantes a los controles. En e1 cruzamiento

? g. spú_U_l_e-sus x d B. a!ens!i{1 hay una marcada disminu-

ción en el porcentaje de sobrevida hasta 1a metamorfosist

(Tabla I ) . El cruzamiento -g tsuf o arentrL¡I1 x d e. ataca-

mensis produjo larvas anormales en 1a implant.ación y for-

ma de 1a cola y también ejemolares metamorfoseadcs ciegos,

tuertos y con malformaciones en 1a cintura pé1vica. En

1a fig. 72 se esouematizan los resultados de cruzamientos

en eI grupo spinulosus y B. arenarum"

Una vez concluida 1a etapa larvaria y emergido

e1 primer metamorfoseadc Ce cada uno de 1os cruzamientos,

se hicieron estimaciones del tiempo a1 que el 50% de los

ejemplares sobrevivientes com:letaron 1a metamorfosis.

Estos resultados se mueslran en 1a fig. 13. Con la exceg

ción Ce los Ft provenientes de los cuzamientos en que Ia

hembra fué B. arelarum y que demoran el tiempo de metamor

fosis, los restantes cruzamientos controles e híbridos

alcanzan el 50% Ce netamorfosis antes de 1os 20 días de

iniciado el proceso. En e1 cruzamiento ? B. spinulosus x

cf B. chilensis los Ft alcanzaron e1 50% de metamorfosis

antes que los controles. En el recfproco a este cruza-

miento, Ia velocidad de metamorfosis es intermedia res-
pecto a los parentales.
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xíbridos Naturales.

Con el conocimiento de 1a d istribución geoEráfi-

ca y las observaciones de sobre;:osici6n de1 período re-

productor de B. sJ:inulosus tanto con B. chilensis como

con B. arenarum se hicieron algunas salidas a terreno a

localidades geográficas intermedias a las poblaciones en

estudio, donde se encontrarcn níbridos adultos B. spinu-

losus x B. glrilensis (Ca jón de1 Maipo, 1.200m snm) y 3.

spinulosus x B. arenar-qIl (San f siCro, Mendoza, 1.20Cm snm)

(fiq. 14). Estos individuos son escasos, solo en 2 ejem-

plares adultos machos se demostró 1a hibridización natural.
La diagnosis de los híbrj.dos se hizo mediante de-

terminaciones de variables cualitativas y cuantitativas
de la morfología externar eu€ en 1os níbridos muestran

variación en relación a 1as especies parentales (tabla 9).
Otro elemento úti1 en 1a iSlagnosis,es 1a determinación

del cariotipo. S:L bien las especies parentales tienen un

mismo número cromosómico (2n = 22), 1a localización de

Ia constricción st¡cundaria (ruOn) es en disLintos pares de

cromosomas homó1ogos. ( fig. 15 ) .

terminó

Hfbrido

El estado reproductivo de estos ejemplares se de-

mediante histología de 1a gon,.da.

g. spinulosus x 9. chilensis (DBG UCH 269)

Ejemplar macho adulto (Lámina II), en la TabIa 9

se presentan las variables morfométricas consideradas en

este f¡fbriOo y se comparan estadlsticamente mediante
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prueba de Student para eI caso especial cie un ejernplar

comparado con la muestra (SoXal y Rohlfr 1969). Las po-

blaciones con los que se compararon los híbridos son B.

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

San Isidro (Mendoza) y B. arenarum de Mendoza. (TabLa 1).

EI nfbriAo no muestra diferencias significativas

de la talla respecto a las especies parentales. La extre

midad posterior es significativamente más larga en e1 hf-

brido en la comparación con B. chilensis. (p" 0.05). Con

B. spinulosusl las diferencias son mayores (p< 0.02). E1

diametro timpánico es significativamente mayor en e1 hí-

brido que en B. chilensis (p <o.05) y no muestra diferen-

cias con B. spinulosr.rs. E1 sector anterior de la cabeza

que corresponde a Ia distancia narina-hocico es menor

(p < 0"05) que en B. spinulosus. La distancia ojo-narina

es mayor en el híbrido (p.0.001) que en 1as especies pa-

rentales. S1 ancho de 1a parótidar €s significativamente

menor en Ias especies parentales. (p < 0.05). Exteriormen

te, el hlbrido se puede identificar por la condición in-

termedia del co1or, cornÍficación de 1a pie1, comparado

con 1as especies parentales. §. spi_nuloqus tiene una piel

muy granulosa con formaciones glandulares cónicas muy den

sas y fuertemente cornif lcadas. (f ig. 16). El pat,rón de

coloraclón presenta manchas pequeñas, redondeadas. B.

chj_l§-!§ls presenta piet áspera, con formaciones glandula-

res cónicas poco numerosas y la coloración de manchas
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irregulares.

E1 cariotlpo deI hfbrido muestra también 1a com-

binación de los genomas de las especies parentales. Este

hecho queda evidenciado por 1a localización de 1a cons-

tricción secundaria de un cromosoma homólogo Ce 1os pares

7 y 77, en correspondencia con Ia localización de esta

estructura cromosómica en los cariotipos de 1as especies

parentales. Los pares 7 y 77 son en consecuencia hetero-
mórficos en la combinación níbrida respecto a la locali-
ción de 1a ocnstricción secundaria (fig. 15).

Hlbr¡-qo B. sp_inLllgs_Us x B. qrgn,arum (DBG ucH 797).

Ejemplar macho adulto (Lámina IIf y IV) para este

hl¡riOo también se muestran en 1¿r tabla 9 las variables
morfométricas y se comparan con los valores prornedio de

estos caracteres de las especies parentales.

La talla del hfbrido es mayor que B. spinulosus

(p.0.01)yestácornprendidaeneIrangode9.@.

La extremidad posterior es significativamente más larga

en el hfbrido que en ambas especies parentalesr p< 0.02

con B. ar_enarg8 y p 4 0.001 con 3. spinulosus. El diáme-

tro timpánico es menor en el híbrido que en B. arenarum

(p.0.01) pero no muestra diferencias con B. spinulosus.
La longitud de Ia parótida del híbrido es intermedia €ñ-

tre las especies parentales, tlene forma alargada como

arenarum pero es la mltad de su tamaño.

Et desarrollo de las crestas óseas det cráneo es

B.en
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lntermedio en eI nfbrido, entre B. arenarum que es muy

ornamentado y B. spilulosus oue carece de e11as.

Otro caracter que tiene una condiclón inLermedla

es la piet, tanto en glándulas como en su grado de corni-
ficación. (flg. 15). Este hfbrido al lgual que eI d" E.
ch_il-ensis_ x 9. spinulo_s¡.lg tiene en su cariotipo (f ig. 15 )

..4la combinación de los gencmas de 1as especies parentales.

La localización de Ia constricción secundaria, en un cro-

mosoma homólogo de los pares 7 y 71 corresponde a la 1o=
.4..tcal.ización de esta diferenciación de la estructura cro-

mosómica en 1os cariotipos de las especies parentales.

La existencia de níbriOos naturales adultos, su-

giere un intercambio genético potencial entre estos y 1as

especies parentales. Para verificar e1 estado reproduc-

tivo de los ní¡ridosr s€ realizaron controles histológi-

cos de 1a actividad espermatogenética, comparanLo 1a his-

toloEfa de las gónadas, de los nlbridos (fig. 18) con

ejemplares parentales adultos (f19. 1'7 ) provenientes de

los mismos lugares de captura.

Los resultados de un aná1isis en que se contabi-

llzan las células de t0 túbulos seminíferos tanto en ejeg

plares hlbridos como en Ias especles parentales r s€ mues

tran en la tabla 10. EI híbrido B. arel.arum x 9. spinu-

losus tiene un bajo Na de espermatogonios primarios res-
pecto a las especies parentales. Sin embargo, los núme-

ros de células de los compartimientos de espermatogonios II
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y espermatocitos están incrementados. La espermiohisto-

génesis no muestra diferencias con 1as especies parental-es.

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

sis, si bien los recuentos celulares son comparables a 1as

especies parentales en cuanto a espermatogonios I y 1I y

espermatocftos, 1os quistes celulares son asincrónicos,

existe una mezcla de estados celulares diversos. Además,

la espermiohistogénesis también está alterada, observán-

dose ausencia de gavillas (espermátidas tardías). En e1

lumen de los túbu1os seminiferos no hay espermios libres.

I
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D,I S C U S I O N

Las especles de1 grupo sPlll4p¡qq en Chile, pue-

den reconocerse por caracteres morfológicos y no morfoló

gicos. Entre estos últimos son úti1es evidencias seroló

gicas (Cei, 7977) y también productos terminales de1 me-

tabolismo de aminas biógenas de 1a piel. (Cei, et a1.1968)

Al ser analizadas ochc variables de la morfología

externa de muestras de machos provenientes de diversos

puntos de 1a distribución geográfica, se observan dife-

rencias entre poblaciones las que al ser jerarquizadas

permlLen establecer 1a correspondencia ent-re 1a diferen-

ciación morfológica alcanzada y aspectos de 1a taxonomía

evolutiva de estas especies.

EI analisis poblacional de variables morfométri-

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

permite verificar que 1a variabilidad intraespecífica en

poblaciones de E. Chilensig.s rnenor que en B. spinulosus.

Además B. atacamensis se encuentra más oroxima a B. chi-

]Slsje q,re a 9. spinulosus en su diferenciación morfoló-

gica. En B. spinulosus de Putre, población representanda

por ejemplares de talla pequeñar s€ observa una disminu-

ción proporcional de medidas de la cabeza, tales corno dis

tancia intertimpánica, distancia ojo-narina y narina-ho-

cico. Sin embargo, los ejemplares muestran extremidades

posteriores mas Largas, Io que no esta en relación con eI

26/.



I

._

t_

26

tamaño deI cuerpo. Tanto el ancho como e1 largo cie la

91ándu1a parótida y el diámetro de1 tírqDano estan com-

prendidos en el rango determinado en poblaciones de ma-

yor ta1la de las restantes localidades. La observ:ción

de 1a disminución de la ta1la en los ejemolares de Putre,

fue seña1ada por Cei (1961). VelIard (1959) indica para

las poblaciones de B. sninulosus del Perú, una disrninu:ión

latitudinal de 1a bI1a, que e,n ]as fornias de1 Alti-'ianc

Perú-Eoliviano alcanza valores prcmedio semejantes a 1os

de Pu+-re. Las dif erencias de tamaño y variación .e pa-

rámetro de 1a morfología externa de la población de Putre

respecto a 1as poblaciones del centro de Ci-riIe y San fsi-
dro, pueden ser interpretadas como producto de 1a discon-

tinuidad actual de1 poblamiento de esta especie ent-re Las

localidades de la ALta Puna y las de Chile Central y

Argentina.

AI establecer 1a distancia fenética entre 1as es-

pecies de1 grupo spinr:Iosusr s€ observa que hay una mayor

similltud entre B. chilensis y B. atacarnensis que entre

estos y B. spinr-rl_osus, 1o que estarla de acuerdo con el

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

ción precoz de B. spinulosus de B. chllensis y B. ataca-

mensis y 1a clerivación de este último de las poblaciones

de B. chilensis de la estepa centr.rl de ChiIe.

Bufo arenarum seqún Gallardo (1965) es una espe-

t_

l_

cle que a pesar de su amplia dlstribuciónr ño tiene
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916ndes variaciones morfológicas externas a1 comE,arar sus

distintas poblacj-ones. Para Cei (197lb), g. arenarum

tiene una notable uniformidad taxogenética. Mediante

análisis seroinmunológicos, este autor demuestra, al com-

parar diversas poblaciones, 1a existencia de tendencias

clinales para 1as relaciones antigénicas y enfatiza en

1a dificultad de establecer conjuntos subespecíficos.

Esta especie, al ser comparada con las de1 grupo spinulo-

§!§, muestra una mayor divergencia morfológica, 1a que se

expresa en diferencias significativas en 5 de 1as B vari.a

bles consideradas. Otras diferencias morfológicas enLre

esta especie y 1as del grupo spinulosus se refioren a ca-

racteres cualitativos tales como 1a forma de 1a 91ánduLa

parotoldes y 1a ornamentación de1 cráneo.

En conjunto con los caracteres morfológicos ano-

tadosr eue son habitualmente 1os utilizados en 1a diagno-

sis de estas especies y que proporcionan información rela

tiva a afinidad taxonómica, hemos considerado 1os cromo-

somas, dado que a nivel del género Bufo hay una amplia

mue-ctra de su utilización ( Bogart, 7972) . Las especies

sudamericanas deI género muestran una gran estabilidad

del número diploide 2n = 22 con cromosomas bibraquidos,

especialmente metacéntricos y submetacántricos. Cuando

la éstabllidad del número diploide no permite su utiliza-

ción como caracter dlferenciador entre especies, las mo-

dificaciones estructurales de determindos pares cromosómicos
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pueden ser utillzados a nivel genérico como marcadores

citogenéticos relevantes (VeIoso, 797'l). Una modificaci6n

estructural importante de1 cariotipo son las constriccio-

nes secundarias (C.S. ). En los cariotipos de diversas

especies, estas muestran una localización que define dis-

tintos pares o brazos cromosómicos marcadores.

En eI cariotipo de las especies de1 grupo spinu-

trgsr¡§, una lectura culdadosa de 1a literatura, permite

aportar las siguientes observaciones: En Bufo soinulosus

de Mendoza-Argentina (Bogart, op. Cj.t.) sin localidad

precisada r S€ reconocen 3 pares de cromosomas marcadores,

portadores de C.S. Par 2 con C.S. submetacér:trica ubica-

da en el brazo corto, pátr 7 con C.S. subtelocéntrica o

submetacéntrica en e1 brazo corto y par 3 con 2 C.S. 1o-

calizadas ambas en el brazo largo. 9. chilensis de Zapa-

llar en la zona central de Chi1e, vecino a Valparaíso,

tiene una sola C.S., localizada en el brazo largo del par

77. Por su parte B. atacamensis tiene Ia 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 1a distribución, Bormas (7978) encuentra algg

nas diferenclas que señalamos a continuación. En B. chi-

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

el brazo cortor €s eI portador de 1a C.S. Además, B. spl-

nulosus de Malaroue (a1 sur de Mendoza) tendría una sola

C.S. locallzada en el brazo corto del par 10, a dlferencia
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ide 1os señalado por Bogart para sus eiemplares provenien-

tes de Mendoza.

En B. arenarum (Bianchi 1964), muestra en ejem-

plares, sin indicación de provenienciar eue 1a C.S. sería
,.única y localizada en e1 brazo corto de ambos homó1ogos

del par 7. En esta especie Bogart (op. Cit.) seña1a ade-

más de Ia C.S. de1 par 7, una segunda consr,ricción en el

brazo largo de1 par 1.

Nuestros resultados muestran alounas diferencias

con Ias observaciones precedentes: B. §pi_ng]ssus de Putre,

Baños Morales, Farellones en Chile y San Isidro (ptendoza)

en ,rrrgentina, tiene un solo par portador de C.S. y este

co.rresponde aI 77. Respecto a E" chlletsisr €ñ muestras

de 5 localidades de Chile Central se encontró solo una

C.S., locali-zada en eI brazo del par 7. Una C.S. presu-

miblemente homó)"oga Ce 1a anterior es tá tarnbién presen t.e

en B. atacamensls.

En B. arenaruln de l,'iendoza (Argentina), solo se

distingue una C.S. localizada en el par 7, no diferencían

dose el carlotipo estudiado por nosotros de1 determinado

por Bi anch j- ( op. Ci t ) .

De Ias observaciones precedentesr se desprende que

la localización de La C.S. en estas especies es un carac-

ter que puede variar seqún 1as poblaciones analizadas.

Sln embargo, constricciones secundarias presumiblemente

homologas se repiten en algunas de estas especies, es eI
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caso de 1a constricción secundaria del par 7 presente tan

to en B. chilensis como en B. atacamensis y oue se encuen

tra tarnbién en B. arenarum del grupo marinus. Además,

las C.S. en 1os 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 localización en Ios cromosomas sea tanto en los bra-

zos largos como cortosr €ñ estas especies congenéricas,

permite especular respecto a 1os posibles mecanismos de

reordenamiento que den cuenta de esta variación. Entre

estos y para e1 caso particular de 1a localización Ce la

C.S. en diferentes pares cromosómicos, pueden señalarse

traslocaciones, mientras que 1a localizaciónr ya sea en

brazos largos como cortos apunta a Inversiones paracéntri

cas o traslocaciones que han modificado 1a estructura cro-

mosómica de estas especies.

Estudios que utilizan 1a hibridización'rin situ't

DNA,/RNA han demostrado en plantas y animales que Ia C.S.

corresponde a 1a región organizadora de1 nucleolo o NOR,

y que es la ubicación en ]os cromosornas, de los genes que

codlfican para eI RNA ribosomal (DNA r) 18 s + 28 s (Par-

due y Hsu, 1975). Esta correspondencia no se cumple siern-

pre. En anuros se ha señalado que no todas las C.S. co-

rresponden a la zona NOR. Pardue (1973) demostró median-

te hibridización "in situ'r en Xenopus mulleri, especie que

tiene 2 pares de cromosomas con C.S.r gue solo una de ellas
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corresponde aI NOR.

Goodpasture y Bl-oom (7975 ) han demostrado que 1a

técnica del Ag As permite conocer las mismas áreas cro-

mosómicas (¡¡on) que pueden ser puestos en evidencia con

1a técnica de hibridización "in situ'f. Esta identifica-

ción de 1a constricción secundaria como 1a zona organiza-

dora deI nucleolo, permite usar este sector (NOR) como

marcador cromosómico importante r por su actividad funcio-
naI conocida.

En las especi-es de1 cupo spinulosus hemos encon-

trado que Ia C"S. se tiñe preferentemente con 1a tinción
de Ag - As, 1o que estaría de acuerdo con 1o. señalado Dor

1os autores antes mencionados. En estas especies se ob-

serva 1a zona NOR sólo en un par de cromosomas nomóloqos,

en correspondencia con 1a C.S. B. spinulosus presenta una

región NOR en eI par 77, B. chilensis y B. atacamensis,

Ia tiene en el Dar 7. La identif icación de Ia zona NOii

en B. arenarun fue recientemente señaIada por Shmid (7978)

en el par IJQ7. también Beck y Mahan (1979) encontraron

correspondencia entre la C.S. y Ia zona NOR en otras 4

especies de Bgfg para un solo par de cromosómas homólogos.

Estas observaciones tomadas en conjuntor sugieren

que en Bufo la condición generalizada es un solo par cro-
mosómlco portador de C.S. y en este se localiza el NOR.

En estas especies se ha observado variación en

el tamaño del Ag - As. NOR, Io que esta relacionado con
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heteromorfismo de 1a C.S. Este heteromorfismor eue con-

si:;te en una desigualdad entre homólogos de este sector

cromosómico, podría estar en relación con variacion en

eI contenido de DNA r, hecho que ha sido señalado por

Mi11er y Brown (1969) en otras esnecies de Bufo.

Resultados preliminares de l.libridización'rin situ,'
en especies de leptodactilidos, con RNAr 18 s y 28 s tri-
tiado revelan diferencias en eI tamaño de la marca auto-

radioqráfica en uno Ce los cromosomas homó]ogos. La di-

ferencia en el tarnaño deI Ag As NOR, indicaría la pre-

sencia de distinta cantidad de DI\IA r en 1as C. S. de estas

esoecies. Sin embarqor ño puede descartarse que 1a dife-

rencia deI tamaño revelada por Ag As, sea también exnre-

sión de una mayor actividad funcional de algunos de 1os

NOR (Iturra y Velosor €ñ prensa).

El aná1isis fenotlpico de las especies de Bufo,

aqul estudiadas pone en evidencia 1a variabilidad de 1a

morfología externa y de los cariotipos. Si se jerarquiza

la variabilldad encontrada entre poblacionesr s€ obser-va

que esta fundamenta un esquema de relaciones taxoqenéLicas

estableciendose gradualmente una similitudr eue va desde

diferencias menores entre poblaciones de una misma espe-

cie a diferencias mayores que separan e1 grupo spinulosus

de B. arenarum del grupo qarint¡q.

La afinidad taxonómica demostrada en el análisis
fenotfplco precedente, se puso a prueba con 1os experimentos
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de compatibilldad genética. Los resultados encontrados

son una estimación de afinidad genómica entre especies

parentales. Blair {1973) después de un exten-so trabajo

de compatibilidad genética en re, concluye que 1as es-

pecies de reciente divergencia evolutiva o cuyas afinida-

des hayan sido dernostradas por similitud morfológica, son

generalmente estériles. No obstante, nuestros resultados

muestran que la compatibilidad genética en e1 grupo spi-
nulosus es elevada, demostrada por e1 7O% de sobrevida

hasta la etapa de larva y por el alto número de níbridos

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.: arg-

narum (grupo marinus) con }as especies del grupo spinulo-

S§, e1 porcenta je de sobrevida desciende a1 40% cuando

el sentido del cruzamiento corresponde a a B. spinulosus x

c,f B, arenarum. Este últirno a su vez puede interpretarse

como una distancia genética mayor entre especies parenta-

les. Sin embargor €ñ el recíproco entre estas especies,

el porcentaje sube a un B0%, 1o que indica la importancia

de considerar en estas estimaciones e1 sexo de los proge-

nitores. A Ia disminución de porcentajes de sobrevida se-

ñaladar s€ agregan 1os resultados de 1os cruzamientos €ñ-

tre B. arenarum y B. atacarnens j-s, donde se observan hí-
bridos malformados, 1o que refuerza la hipótesis de una

de arenarum con las especies del grupodlstancia mayor
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spinulosus.

EI método de 1a hibridización exDerimental tiene

lj.mitacj.ones. Además de 1a dificultad seña.lada de que se

presentan diferencias en sobrevida enLre cruzarnientos re-

cíprocos, para cuya explicación se ha recurrido a señaIar

diferencias citoplasmáticas en los huevos de 1as hembras
parentaies (B1air, 1973), deja también fuera de acción 1os

mecanlsmos de aislamiento reproductor precopulatorios (Mayr,

7969) que puedan existj.r entre estas esoecies en condicio-

nes naturales y que en último término son los responsa-

bles de 1a mantención de 1as respectivas identidades genó-

micas. Además, 1as estimaciones de 1a compatibilidad ge-

nómica a1 ser realizadas considerando só1o hasta 1a eta-

pa de metamorfosis, só1o constituyen una evi-dencia par-

cial ya que es posible que 1a divergencia genómica pueda

surgir en etapas oosteriores, ya sea detenlendo el desa-

rro11o de 1os ¡fbridos antes que estos alcancen la edad

adulta o bien produciendo combinaciones estéri1es.

Tomando en consideración, los altos porcentajes

de fecundación y metamorfosis obtenidos de los cruzamien-

tos, puecie suponerse que 1a hibridizacÍón en condiciones

naturales es un riesgo potencial en las zonas de pobla-

miento do¡'lde estas especies sobreponen su dlstr:ibu,:: ón

geográrlca..

La hibridizaclón natural ocurre pero los hlf¡ridos

son extraordlnariamente escasos. Sólo en dos ejemplares

35/.



35

adultos machos se ha detectado 1a condición híbrida, 1a

que fue puesta en evidencia mediante un aná1isis de la

morfología externa, 1os cromosomas y observaciones de 1as

caracterfsticas de 1as vocali.zaciones emitidas. (Veloso

et al, 1978) .

Estos híbridos naturales, permiten extender en

forma preliminar e1 estudio de 1a compatibilidad qenéti-

ca hasta la etapa adulta.

El cuadro histológico de la gónada de 1os ejemcla-

res híbridos adultos de B. spinulosus x E. chilensis com-

parado con 1a gametogénesis en 1as especies parent.ales,

muestra alteraciones de 1a espermiohistogénesis, con asin-

cronla de estacios celulares en los quistes y ausencia Ce

espermátidas en fases finales de maduración. Esto siqni-

fica una barrera importante en su fertilidad y da cuenta

de un posible mecanismo de aislamiento reproductor por

esterilidad de 1a combinación híb¡:ida. La histolocía de

1a gonada del hlbrido B. spinulosus x E. arenarum, mues-

tra en cambio característices normales, reconociendose

todos los estados celulares de 1a gametoqénesis. Desde

eI punto de vista histológico, este ejemplar híbrido es

potencialmente férti1. Observaciones de terreno (velo-

sor datos no publicados), permitirlan deferenciar esta

situaclón de la precedente: B. arenarum a diferencia de

g. spinulosus emite ciurante 1a activldad reproductiva vo-

calizaciones cuyo significado funcional es 1a atracclón de
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pareja homoespeclfica. (Brown y Guttmanr 1970). De e:ta

forma, 1a hibridización en condiciones naturales de B.

spinulosus x 9" arenarum demostrarla 1a rupt.ura de un me-

canismo de aislamiento reproductor primario.

Estas observaciones relacionadas con aspectos de

1a reproducción y fertilidad de ejemplares hluri¿os se

deben considerarr preliminares. La extensión de1 fenóme--

no de hibrldización natural y su posible papel en 1a va-

riabilidad qenética de 1as especies parentales reouiere

de más información tanto de observacion+s de terreno como

de laboratorio.

Otro. aspecto importante del hallazco de estos hí-

bridos intragenéricos naturales es que e1 estudio de su

fenotipo proporciona información respecto a 1os. mecanis-

mos genéticos de 1a repartición de 1os carácteres paren-

tales en la forma híbrida. En eI fenotipo de 1os híbri-

dos se observan caracteres que están presentes en 1as es-

pecies parentales y otros que son propios de la combina-

ción nlbrida. Estos caracteres de 1a morfología externa

se refieren tanto a proporciones, como a detalles de la

osteología y/u órgancs de 1a piel (parotoides) y los

cromosomas.

La variación fenoÉfpica de los hlbridos, muestra

que 1a expresión de los diversos caracteres cuantitativos

se superrrone en diverso grado con proporciones observadas

en el rango de vari.ación poblacional de Ias especies
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parentales. Caracteres tales como 1a ta11a, ancho de 1a

o1ánduIa parótida, distancia intertimpánica, diámetro deI

tímpano y distancj.a narina-hocico, permiten discriminar

entre la combinación híbrida y solo una de las especies

parentales. Estos caracteres Ios llamaremos de tipo A.

Otros caracteres, tales corno el largo de Ia g1ándula paro

toides,la cornificación y detalles glandulares de 1a piel

en ambas combinaciones híbridas y 1a distancia ojo-nari-

ñár en 1a combinación spinulosus x arenarum (tipo B), pre

sentan una condición clararnente internredia. E1 ú1timo

grupo de caracteres (tipo C) son caracteres oropios de

1a combinación híbrida en el. sentido de que permiten se-

parar los híbridos de ambas especies parentales. Estos

son, B. spinulosus x E. chilensis 1a forma de 1a parotoi-

des y 1a distancia ojo-narina y para spinulosus x arenarum

1a longitud de 1a extremiciad oosterior.
La variabilidad de los caracteres morfométricos

estudiados sugS.ere que son e1 resultado de modificaciones

de un sistema de múltiples qenes. Los caracteres tioo A

y B en el híbrido son posiblemente eI 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 hipótesis Cife-

rente. Esta consistiría en suponer la regulación de su

expresión por un mecanismo oenético complejo que posible-

mente induzca alouna forma de interacción génica entre
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ambas especies parentales.

Finalmente, e1 análisis de estos híbridos, desde

el punto de vista de los cromosomas, y en particular de

1a región I'IOR es una evidencia de 1a activiCacl funcional

de los cistrones de DNAr en ambas especi.es narentales, 1o

que agrega nueva evidencia al oroblema de la relación ge-

nómica entre estas especies.

En forma independiente a Los caracteres fenotípi-

cos externos, 1as observaciones crorlosómicas en especial

la quese refiere al marcador cromosómico que es la zona

NOR, aportan nuevos antecedentes que demuestran interacción

genética en e1 híbrido, entre especies parentales. En 1as

combinaciones híbridas, 1os cistrones de DNAr de ambas

especies parenLales mostrarian actividad transcripcional.

Sin embargo, 1a falta de estudios moleculares que permi-

tan identificar resultados de 1a transcripción, nos hace

ser extremadamente cautos. Honjo y Reeder (1973), han

observado que los genes ribosonales de Xenopus nlgllerl,

en un cruzamiento interespecÍfico X. mu]1eri x X. leevis,

están reprimidos. Un comportamiento similar en 1a acti-

vidad de estos cistrones, fué observado en níbridos de

cultivos celulares ratón-humano. (¡lilter et. a1. 7976).

La condición observada en nuestras combinaciones híbridas

estaria sin embargo Ce acuerdo con 1o observado en hfbri-
dos de subespecles de 1a planta Phlox pilosa (Levln, 1973),

y también en cultivos celulares raLa-ratón (xuter y Rodgers,
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7975) donde en Ias celulas híUridas se producen ril¡osomas

a partlr de ambos genómas parentales.

No obstante las lirnitaciones del presente estudio

derivadas principalmente del escaso número de níbridos ana-

lizados y 1a falta de evidencj.as moleculares para produc-

tos de la transcripción de cistrones de DNAr, la conclu-

sión general que puede obtenerse, es que mediante el aná-

l1sis de caracteres fenotlpicos externos y cromosómicos

de los hÍbridos, se establece una gran afinidad entre es-

tas especies de1 género Bufo, situación que queda eviden-

ciada por 1as múttipl.es interacciones génicas que 1as

observaciones realizadas suoieF€ño

r
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CONCLUSIONES

7.

2.

3.

4.

l¡.

E1 análisis de

menor variación

variables morfométricas

intraespecífica en B.

muestra una

chi lensis que

variables

cromosomas,

entre B. chi-

B" spinulo-

que se agregan

1a ornamentación

en B. spinLllosus.

E1 estudio biométrico, conjuntamente con

cualitativas de 1a pielr osteología y los

muestra un grado de diferenciación menor

lensi s v B. atacamensis que entre estos y

S.
Las características precedentes a 1as

1a forma de la g1ándu1a parotoides y

deI cráneo, diferencian a B. arenarum

de 1as especies de1 gupo spitulosus.

6.

de1 gupo marinus

En los ejemplares estudiados solo hay un par cromosó-

mico portador de 1a constricción secundaria (C.S.).
La particular localización de 1a C.S. en los carioti-
pos de 1as especies de1 gupo spinulosus oodria ser eI

resu l tado de reordenamien to.g. cromoSómicos .

La región organizadora de1 nucleolo (NOR) está loca-

lizada en correspondencia con 1a C.S.

La hlbridización experimental muestra altos niveles

de compatibllidad genómica entre las diversas especies

paren ta I es .

La compatibilidad genómlca entre especies de1 orupo

§pinulosus refuerza el esquema de simllltud fenética

encontrado.

I

8.
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9. Una diferencia geáómica mayor separa a B. arenarum

de las especies del grupo spinulosus.

10. La hibridización en condiciones naturales se produce

entre B. spinulosus y B. chilensis o 9. areLarum como

consecuencia de 1a sobreposición ocaslon-rl rlr- siu.ij áreas

de distribución.
77. La circunstancia que permite 1a hibridización en con-

diciones naturales es 1a sobreposición deI perfodo

reproduc tor.

12. El híbrido B. gpinulosus x E. chilensis es estéril,
presenta un blogueo de 1a espermatogénesis que corres-

ponde a 1a espermiohistogénesis.
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VARIAB LES

POBLACIONES

B..chilensis
Lo Deheso

B.,chilensis
Quilimorí

[J. atacunensis
Vollenor

B. ppinulosus
Forellones

B.,spinrr/o,sus
Boños Moroles

B..spl'nulo.sus
Pul¡e

8..splaulosas
Son lsidro
(Mendozo)

B. arenarum
Mendozo

TAELA NO2

coEFlclENTE DE vARtACtON (C.V.) DE LAS MEDTCTONES (7¿)

4.63 15.05 7.14 6.03 12. l4

I l. 't3 I 3.3ó 16.67 13.92

6.36 s.8l 13.95 10.37 6.79 17.07 16.49

4.71 4.82 12.94 7.18 7.94 8.29 8.68

4.49 4"50 16.ó'l 6.34 6.02 7.36 '10.97

4.55 4.45 3.43 10.51 8.62 8.68 9.34 14.t6

4.43 4.69 16.29 6.55 I 0.20 7.60 9.52

5.32 6.89 7.82 9.22 15. ló 9.04
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TA BLA 3a VARIABLES DISCR|MINANTES ENTRE poBLActoNES DEL
GRUpO St'tNUt.ostJ.s (TEST DE SCHEFFE)

VARIABLES

POB LACION

Lo Deheso
Quilimorí
Lo Deheso
Vollenor
Lo Deheso
Boños Moroles
Lo
Forellones

o

Son I

Lo Deheso
Putre

Qu ilimor
Vollenor
Quilimor
Boños Moroles
Quilimorí
Fore llone s

Quilimo¡í
Son lsidro Mzo.

Quilimo¡í
Putre

ollenor
Boños Moroles
Yollenor
Forellones
Vollenor

n lsidro Mu o.
Vollenor
Pulre
Boños Moroles

orellones
Boños Moroles
Son lsidro, Mzo.
Boños Moroles
Putre
Forellones
Son lsid¡o

o¡e llone s

Put¡e
Son !sidro, Mro.
Pulrc

- - NO HAY DIFERENCIAS SIGNtFtCATIVAS ENTRE LAS POBLACIONES
CONSIDERADAS PARA LAS DISTINTAS VARIABLES

*.:HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVA§ ENTRE LAS POBLACIONES CONSI.

DERADAS P < 0.05.
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T A B L A N" 3b

VARIABLES DISCRIMINANTES ENTRE POBLACIONES DEL GRUPO
SPINULOSUS Y R. ,arcndru.tn (TEST DE SCHEFFE)

VARIABLE

POBLACION

lJ. orontrtmt
IJ. ehiLen.si s

(Lo Deheso)

B. o.renarum

l]. chil en si s

(Qu ilimorí)

ll. arcn,trum

I). at.oc tnten si s

(Vollen or)

B. arenontm

B. spinulo.*u-s

(Boños Moroles)

B. arenarum

B. .splnulo su s

(Forellones)

l]. arenurum
/i. s¡r iz ulo ,.u s

(Son lsidro, Mzo.)

ll. arenontm

/l..spdnu/o.sus

(Purre)

- =NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE POBT.ACIONES

* =HAy DTFERENCIAS SIGNIFICATIvAS ENTRE POBLACIONES p(O.Ol
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TABLA N"8

METAMORFOSIS DE HIBRIDOS EXPERIMENTALES ENTRE ESPECIES DEL GENERO IILII.'O

COMBINACION CRUZAMIENTO
No

LARVAS
N"

METAMORFOSIS
N,

METAMORFOSIS

Q B. spinu!,'-tsus

Cf B. spdnulosus
038-2 3850 7 6,00

O B. t.hilensis
ü B. "hil"nri,

03ó- I 1003232

O B. arenarum

b B,'or"roru^ 031 -6 3940 97,5

HIBRIDOS

Q l). .chile nsis
d B. spinu losus

028-2 6670 94,29

O B. chilensis
& B. oto"*n"nri, 030- I l622 72,72

O B. soinulosus
& B.'ch¡tru"¡, 010-2 3150 68,00

O B. sp¿nr¿1o.s¿s

E B. o,torr*r"n"i"
015- r 3l57 54,39

40,00t640039- I
p. B. .sPrinrrlosus

ó I]. arenorunt

O l]. arenarum
E B. 

"p;nrlo"r"
032- I 52ó0 86,66

O IJ. arenarum
3 B. ,toc*rrr.ri., 035- I 3l48 64,58

% DE SOBREVIDA, CRITERIO DE MEJOR EANDEJA.
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FIG. ?
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FIG 7 ANALISIS JERAROUICO DE SIMILITUD
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Fig 9 IDIOGRAMAS

B.arenarum

B.chilensis

B.spinulosus

B.atacamensis

llfurr
5 ó 7 E 9 l0 lt

lIrrr¡
67E9r0il

Ihtr¡ril
5 ó 7 B I l0 il

Il[¡r¡¡
t L 7 | 9 tO i:

ion Securrdaria

a

sl ¡iccCS = Con

/o

oJ

rd

12

o

1

o/



FIG 10 REGION ORGANIZADORA DEL NUCLEOLO N O R
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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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FIG 17 CORIES HISIOLOGICOS DE LAS GONADAS
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FIG 18 CORTES HISTOLOGICOS DE LAS GONADAS DE

HIBRIDOS DE BUFO
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ANEXO NE 1

I

I) IVIORFOLOGIA TNTITTNA: OSTEOLOGTA

Para hacer Ias observaciones osteológicasr ,s€
iI procedió a preparar esqueletos de 1as especies. Una vez

limpiosr s€ les sometió a un proceso de diafanización con
i

el fin de visual izar las suturas óseas.

-_ A) método de diafanización (cloria Arratia, com. perso-

nal )

L

SoLuciones utilizadas

1) So1ueión saturada de Alizarina en I-frO destilada.

2) NaoH aI 7%

3) Gliceri-na pura comercial

Etapas

1) Tinci6n en solución de Alizarina en NaoH 1% - 2

dlas.

2, Eliminación de exceso de colorante por pasaies

sucesivos de 1os esqueletos en reciplentes de vi-

drio con glicerina y NaOH en proporciones varia-

bles "

a ) NaOH glicerina 3:1

b) NaoH glicerina ZiZ

c) NaoH glicerina 1:3

3) Conservación de esqueletos en glicerina.

II) MORFOLOGIA EXTERNA¡

Se colectaron e jernpLares de Buf o soinul.osus, B.

chllensls y B" arenarumr €ñ las localidades indicadas,

I

t_
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a eontlnuación, duranLe Ia primavera en ]a ápoca repro-

duetora. (Untreparéntesls va el Na de 1a muestra).

Bufo spinu losus ¡ Baños Morales ( 10 ) Parel ]ones ( 2 5 )

Putre (10) §an Isidro (Mendoza) (17).

E, ejilels,i::: La Dehesa (25) luilimari (25)

B, g§gg3ss§: Val lenar ( 30 )

g, gtqg?,Llm: Mendoza, lpcalidad de agrelo (14) 
"

Lss ejemnlares utiiizadoo en e1 estudio biométri-

Eo se eReuentran depositados en 1a eoleccién herpetológica

del Depto, de Bipl, eel, y Genética de la Universidad de

ehlle (o B G UCI{)

Las I variables morfométricas, consideradas fueron:

1) Longitud hocieo-eloaea (targo Total ).

2) Exbremldad posterior
':

3 ) Df staneia Intertf mpan j.ea

4', :Dlámetro de1 Tlmpano

5) Dlstaneia Narlna -hoeieg

6 ) Dlstanefa oJo-narina

7) Ancho g]ándula parqtoides

8) Largo glándula parqtoides

Los test eptadlstieos utilizados se seña1an a con-

tinuación;

1) Valor diserlminante de los caraetere§3

Test de Seheffé

5e determlna si exipten diferenclas slqnificativas

entre los promedlos de las varlables, EI test de

84/.
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Scheffé permite real izar contrastes múttlples entre

promedios y pondera las diferencias de acuerdo al nú-

mero de ejemplares de 1a muestra (Snedecor y Cockran

197g ) "

2) Comparación entre poblaciones

Test de hipótesis de 1as rnedias, Test Oe t2
(Hotteling ). (tlorrison, 196? ) .

Este Test permite probar 1a vali.dez de Ia f,ipótes:-s

de lgualdad de 2 vectores de promedi.os de 2 muestreF

lndependientes.

Uétodo de aplicación de1 Test de Hotteling.

a) Se hace una matriz Ce datos

b) Calculo de vector oromeoio ExlN por población

i. - vector de E variables para 1a iesima
¿

población.

c) Matriz de suma de cuadrados y productos cruzados.

X."X.-X..[.Llll
N

# x. = valor de Ia iesina varia-'i
l"

ble

x= = Valor de 1a jesima va-l
riable

N = Tamaño de Ia muestra de

la Kesima población

A,- = MatÉiz de I x 8 para la
K

Kesima población

At

t-

8,5f .
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Matriz varianza covarianza

sD = NF\7- (oi + oj ) Ai = Matriz de la iesima
pobl ación .

= Matriz de la jesima

población.
Se invierte la matriz S.

1S' = matriz de covarianza
Se cálcula el valor de T2

)r' = Ir *, (xr- xj) s-1 (xi- x)
N.+N.lji

j

g) ?est de significancia estadística
obtenido.

N. + N. p _ lEr¿'l¿-E
p = grados de libertad

para este análisis multivariado 10s datos se pro_
cesaron en una computadora r-B-rvr- NQ 1130 de ,a Facultad
de Medicina sede santiago Norte. universidad de chlre.
3 ) Penograma:

para construir un fenograma se determina 1a dis-
tancia entre poblaciones. Un método es:
Distancfa de Mahalanobis (o2) (Morrison, 1967) que es una
dlstancia generarizada que significa que se maximizan
las diferencias entre pares de promedios para aquellas

d)

A.
J

e)

f)
varianza i_nvertida

ieslma población

jesima población

para el valor de T2

86/.
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combinaclones de caracteres que tienen máxima varianza.

La Distancia de Mahalanobis (Dr) está incluida
en el cálculo de T2 de Hottering z o2 = (X.-X.) s1{X.-i.).llrl

g7/.
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ANEXO NA 2

CROMOSOMAS
I. Obtenc!ón de Placas metafásicas

Las placas metafásicas en las que se hizo el

análisis cromosómico se obtuvieron de animales previa-
mente inyectados con colchicina intraperitoneal por 18

horas o intracardíaca por 4 horas en dosis de 0.3-C.Smgr/gr

de peso ejemplar.

Las preparaciones mlcroscópicas son de dos clases:

A) Preparaciones permanentes.

Se obtienen por suspensión celular de médu1a ósea,

bazo y testÍculo y/o de cultivo de sangre de corta dura-

ción (eianchi 7967).

B) Preparaciones semipermanentes (Bogart 7973). Para es-

tas preparaclones se utilí26 círnea e fntestino.

Técnicas:

A) Preparaciones permanentes:

1) EI tejido se macera en 2 ml de solución de Hanks

(TC. Difco Lab. )

2, Se disgregan celulas mediante pipeteo enérgico.

3) Centrifugación por I min. a 800 r.p.mo Se obtiene

pellet y se elimina e1 sobrenadante.

4) Hipotonfa en solución de KCL (0.075 M) por 18 min.

a TQ ambiente.

5) Centrifugación por 8 min. a 800 rrp.m.

i

gd.
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6) Ftjación de Ias céluIas en solución metanol: ácido

acético por 30 minutos.

7) Resuspensión é pellet

8) Lavado de células mediante nueva centrifugación por

8 mln. a 800 r. p.rllr con metanol acético.

9) Se gotea de la suspensión celular sobre portaobje-

tos limpios.
10) Se deja secar aI aire.

11) Se tiñe con giemsa (Merck) al 4% pH 7.2

B) Preparaciones semicermanentes (Se enuclean los ojos)

1) Hipotonía en H2O bidestilada por 2 - 4 horas.

2) Fijación con vapor de ácido acético glacial por 2 min.

3) Se desprende el epitelio de 1a córnea con escalpelo.

4) Se tiñe el tejido con orceína acética por I min.

y se procede a aplastar (Squash)"

Estas preparaciones se fotografían con microsco-

pio de contraste de fase, para su oosterior aná1isis.

Una modificación Ce 1a técnica anterior, para

fntestino es 1a siguiente:

1) Hipotonía en H2o bidestilada por 15 min.

2) Fijación en ácido acético al 50% por 15 min.

3) Se desprenden células de1 epitelio y se aolastan.

4) Las preparaciones se colocan en l-iielo seco por

15 min. y se desprende el cubre.

El resultado es una preparación pernnanente por

aplastado (Squash) 
"

g9 /.



II) Determinación de 1os

89

cariotípos g ldiogramas

La determinación deI Na cromosómico (2n) se hizo

en los ejemplares que se indican a continuación.

Especies NQ de fndividuos Na de placas

B. spinulosus

B. chilensis
B. atacamensi-s

B. arenarum

13

10

3

2

32

25

17

7

100

100

50

20

TOTAL 270

Para 1a confección de1 fdioorama, se nridieron los

cromosomas con un pie de rnetro, directamente sobre repro-

ducciones fotográficas. Estas medicionrs se realizaron

sobre cada cromátida de ambos cromosomas homó1ogos en for-

ma independiente, de modo que se cornpletan sobre cada par

de homólogos B mediciones que al ser promediados dismi-

nuyen eI error de mediciones únicas. El largo relativo

de cada cromosoma, corresponde a un valor promedio entre

ambos homó1ogos, referido como porcentaje de1 omplemento

haploide. Se determinó el rado centromerico (r), estable-

ciendo Ia relación Brazo largo/Brazo corto. Los Crorlroso-

mas se ldentifican en metacéntricos (m); submetacéntricos

(sm), de acuerdo a Ia posición del <entrómero, según Levan

et. a1. ( 1964 ).

7528
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El NA

del Idiograma

90

de ejemplares utilizados

se muestra en la Tabla a

para 1a confección

continuación:

Es pe!: ies LOCALIDAD 9 d Na de r;lacas

)

g. spinulosus

B. chi lensis

B. atacamensis

B. arenarum

Farel lones

La Dehesa

Va I len ar

Sn. fsidro
(Mendoza )

33
33

72

1.2

72

6
I

III) Determinación de Zona organizadora de1 Núc1eo1o

Técnica de Ag-As. NOR (Goodpasture y B1oom, 7975)

Tiene por objeto 1a Identificación de 1a región

organizadora de1 nucleolo en cromosomas metafásicos. Las

determinaciones fueron hechas en celulas de Intestino y

de médula ósea de adultos e híbridos adultos y recién me-

tamorfoseados. (F1).

A) Soluciones utilizadas
So1. 1 : AqNO, acuosa al 50%

So1.2 z Plata amonfacal:4 grs. de Ag *O3 en 5 ml de

H20

So1. 3 : Solución reveladora: Formalina 3%, se neutra-

liza con cristales de acetato de sodio y se

ajusta a pH 5-6 con ácido fórmico.

Tinción Ag As (NOR)

1) Se plpetea solucién Ag No3 (SoI.1) sobre eI portaobje-

to y se cubre. g1/.
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2) Se coloca ta preparación bajo una ampolleta de 2OO-250

hJatts a una distancia de 25 cms. por 1O min.

3) Se saca el cubreobjeto, sumergiendo 1a oreparación en

H^O destilada.
¿

4) Se revela con solución de plata amoniácal (So1. 2) y

gotas de formalina 3% sobre eI portaobjetos.

5 ) Se controla la tinción a} microscopio de contraste de

fase.

5 ) AI alcanzar la tinción deseada se sumerge la prepara-

ción en H.O destilada para soltar e1 cubreobjetos.
¿

7) Se deshidrata en una bateria de alcohol: 7O%, 95%, 7OO%.

8) Se monta Ia preparación.

9? .
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ANEXO N9 3

Experlmentos de Hibridización 'rin vitro,r

EJemplares hembras recién capturados sin ovular

detectados por palpación exterio¡:' de los ovarios, fueron

lnducidos a ovular mediante inyección intraperitoneal de

macerado de hipofisis obtenidos de ejemplares coespecífi-

cos. En general las hembras inducidas ovulan antes de

48 horas de iniciada la inducción si no se obtiene respues-

ta se refuerza Ia inducción cada 24 horas.

Los huevos se extraen por presión digital sobre

el abdomen de la hembra inducida. Los cordones de huevos,

son colocados en placas de vi.drio con 20 mI. de H2O de

pozo. Se prepara una suspensión de espermatozoides mace-

rando los testícu1os en 10 mI. de HrO de pozo. La fecunl

dación se realiza por goteo de la suspensión de espermios

sobre los huevost . ,

. ;.i .. En cada grupo de experimentos hay cruzamientos

controles (Homoespecíficos) y experimentales, (Heteroes-

peclficos). A las 2 horas de verificada la fecundaclón

por aparición del ler. surco, los huevos son cambiados

de las placas a bandejas de plástlco de 23 cm X 33 cm

con 1,800 ml de HrO de pozo, con recambio c/48 horas.

Se diagnostican en cada cruzamiento los estados

de gástrula (estadfo 7-B)r €closión de larva (estadío 14)

y metamorfosis.

La allrnentación Ce las larvas r s€ efectuó con

I

93 /.

I
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lechuga hervidar €ñ tanto que los recien rnetamorfoseados

y etapas más avanzadas son alimentados con dfpteros adul-
tos (Drosophila) y con larvas de Tenebrionidae (Tenebrio

molltor).

Los experimentos se efectuaron a tQ ambiente, con

trolando 1a Temperatura del agua de Ias bandejas hasta 1a

etapa de larvas. La Temperatura osciló entre lBeC y 21o9.

En el anexo 3", hay un resumen de 1os 40 cruzamien-

tos realizados durante los años 7977 y 1978 hasta 1a eta-
pa:de eclosión de larva y presncia de metamorfosis. En

eI anexo 3b, se resumen los cruzamientos que incluyen

Ias etapas de eclosión de larva y porcentajes de metamor-

fosls. Los ejemplares metamorfoseados están depositados

en 1a colección Herpetológica de1 Depto. de Biologla Ce-

lular y Genética (o B G UCH).

E1 poecentaje de sobrevida se cáIcu1a consideran-

do como un 100% a la etapa Cel desarrollo inmediatamente

an terior.



vl
V'o
IL
u,o
=
F
lrJ

=

+ + + + + + + + t I + +

u,

§§

c^(\l
.<t
G'

(r¡

ro
@

o.<t

o.C

.a
co
o
c.l

\o

o
(Yl

\o
(\¿

rt)§
\o

=

ñ¿(f
@

@o\
N\o

N
¡r¡
11)
@

F\r\
o\

@ú)
(\a
co

r\
!t
(.,
@

@o
o('I

z (\¡o o\
N(\{

o.c (v)
(v)

-lt c,tr+ \o
(\¡§ 6

rYl
(\a @

C\
c{
o\

.rt
an

J
f
e,
F.rt
r9

§R

\oo
o\

(\¡
\o
o\
o\

@
'<t
o
@

-a
C)

o.

u'l6¡
(\a
o.

co

q
\o

\o\o
\o

o
o\

§\t
F\\o

o\
F\
o\\o

IJ1
o\
(\

kl
o.
rñ
rf)

F.
@
.q
@

co
ro
\o
o.

z. ñt o.\o
o{

o¡.
o.

F\o (Y)
'<t

rñ
o\ \o

(\¡
@

a.)
c)§t o

GI
o\
co

s)
r.) o

(r,
(\a

(a

Lo
(J

oz
=U
¡¡¡
lr.

§\ oo
fn
.<t
@

c\¡
Í)

\o
t¡)

co

o
@
o.

t\c{
\o
lf)

(\I

C)
o\

\o
r.t
t\
o\

¡ft
l\
rr!
@

o.
6
o
co

rr)
@
r+
.<i Oo o

C)

c.)\o

.<t

z GI
l¡t o

o{
cañt

rr) r'|
¡f|

@!t o
(\¡

Ooc! o(t
@
@ñ{

C\a
c{ r\

T\ñl (\I

r\r\

I
il+
=-:tr

C\¡
ta¡

oñt
(Yt

oo\{] co
rf)

(f,
\o(\¡

(Y)
co
C\l

¡¡'lor\ rr)
(Y)

\o
l¡)(n

(\¡
t\(\t

F\t\(\¡ N
c\a

@
C\l

oF
Z
lr|
3.g
<L
N
=É
L'

(3
o

(\¡
oo

c.loo
Í(f,o

llroo
\ooo

t\oo
@oo

o\oo
o
o o

(\a

o
(Yt

o
!t

o

6
o
f
Uo
J

o
ar:

fg
6¡c

O-E
OEJ>

go

Q, q,
J-(¡, {,
o¿l
oo

oo
q, C,ss
!, c¡oo
oo
JJ

o

9;
6É
Oo
oEJ>

o

9E
otoo
o;J>

o
(,

C, -.,:1o-oo>
JO

o
(r:

lv
¿,Eo-
o';
Jq

oo
C,Oss
i¡, c)oo
oo
JJ

oo
G'O_cs
oooo
oo
JJ

o
rl,-¡¡ Qr

6= oo>Jc)

o
(,

..cq¡ ('
o- oo>
JO

!rocc
IJ
i-o
oo

¡¡. ¡r.

o{,ccoo
;;
oo
¡- l¡-

oo
or6tr0,
ol

=o(,0
oo

t¡.J

zI
L.,

;
=ou

q
14É

-§ios
aq
o$o

tJ §J

-( -C()O

qi .ci

o+b

Á¡
l:

l!

o"1o

..;

§\

-.: -:

ot^o

1
¡

4É
-r§§

§§

O.\o

()l

onD

4q

.di
o.\o

ao qi

O"\O

raq
4q

AU

o¡o

vrq

o(J

§5 ec

o§o

Oq)

(Ja

.": ...:

o.b

qq

¡4

oro

qq

o- a-

!{

oio

sq
4 .-
o4

qU

ot\O

I

I

o
(fI

L

o
x
¡rl
z

I
l



tll
,rlo
¡r
d,o
=
F
u¡

=

l a + + a + ) I I ó +

u,

§e

ro

o
@

¡J')
6

(Y)

@
lrl
o.

(v)
@

t1n
o.
@

o\ñt

\o
-1'
¡\
o\

@oct

.<t

\o

(v)
.<t

ñ{
u')

o\

r.)
(t)

(ñ
@
N
o.

\o
C'

I I

I

o\
.,)
.c
t\

\o

rr¡
c{

cor\
@\o

u- o
ñl

6
(?' I co

co\o

3
É
v,
(9

o\
oo\
c'¡
o.

t\o\
6
¡¡1

\o
r¡1
tJ)
@

s
C\¡
co

f(v)

\o
o\

(Y)
o
(Y)
o.

.f
@
o\

(Y¡(l
(v)

t\
N
G'
o\

f\ \O
@(}.
¡n r¡1@6

.<t
o
¡tr
(n

(v,

o{
o\

rvl\o
ñ¡
¡¡1

.<t§
@

(\a
ro
(\¡ \o

.<to
t¡r

t\
60
(v)

\o
C"

t\
co

c,)
C\
c.!

(Y) rn
GIF

\o
o\

c\
@

O
ñt (\a

(\a

zo
o
oz
=IJ
l¡J
¡L'

be

o\
@
.rt
o\

N§(\
@

oo O

(v)

c,)
co
o\\o

tf
@
@r\

o
o\
N
o\ oooo oo o

O
Oo oo

z
o.
a!

(,
ñ¡

o\
@tfl o\

(v3

CI'c\(¡ rJ
ñt

@ñt
(\.,

(\
co

@\o\O t\
O{F

=r\(\¡
or.
@

@
c.¡
ñ¡

o\
ñl

,^o
). o,auz
5

'<to\(\¡ co
(71

o\
oo
ra¡

o\
cn

NÉ
'q

o
o\c{

\o
§ cr:

or)

o.6\ON
.q
l\ñ{

o\
co

coñ{
C!

o\(\a

o
Fz
lu

=<2
N
3É
(J

l')

o
\o
o o

@

o
o\
o

o(\a
o

(\a
o

ñ¡
(\a
@

fr! .rt
ó{ ñloo

ú)
c\a
o

\o
(\lo

¡\
c\¡
c)

@
GIo

c¡

e

Uo

!,

-EEEo
oo

tL>

0,

:o

3o
oorL>

oo
oa,s3(, (,
60
o6

JJ

oo
a, (,

ll(, (,óo
oo

JJ

oúú0,ruc.¡o(r-o;
oo
Jr¡.

O6
oo
OE

JO
Cr=

Oo¡
oo

Jt!

o
qr:
oLOJ
o=J>

o
6J:

l-
4¡Coa,
o;J>

c
qÉ

t\rr:
-{: :u§
cai
ct\o

oo
6rOtl
0¡ l,oo
oo

JJ

o
o
oOs6Oqr=

Eot6
^o-¡coo
Jco

3
o9
6Ojf
(,, 6oortoo
JcO

o
q,Íao

LJU
o';J<

o
o.cát
6sJ<

zI
(J

=co

=o(,

q 'i,
b:

SE:sco
o-§qi!

da
o-5o

q

J§§u.{§
c-§
4§

caQ
o.b

qv)

-C .§§o
§!

o-b R
O+D

oA..-i cqo
§:
-( o-§4

ar cri

o+b

.-; e

§\\e
-C O-

co lo
o-f3

4C

e¡

.§q

otJ

aa
o§,

u q.)

o§c

,- q

:{

o.b

qS
qo
c':

-É-< c-

o"b

u3

É\atr..C

o+b

.i
co
i, :r

o+t)

+



ao
tL
&o

t-
tu

=

I + + i + + O a + a ,.' +

oa

J

6\ I

rflo
o
(r,

t
o\

t
o\
(7)

o
cr)
C\
o\

tf).lt
.q
6

c')(n
rt
o\

€
o.

.§t
rrl
6
@

r¡'\o
co
6

ro\o

(Y¡

¡rl
t€

I
\o

\o
t\r¡¡

¡\
GI
c\¡

o
c?,

o
rfl
C\

o
rrl
c-,

¡f¡
.(i
t\ñt

\o
c{

tl¡
c{

o\\o

J)
&
F
út

IJ

@
(\¡
.a

N
f\¡
§a
o\

o
N
co
o\

¡\
@r\

oo
@
o\

(\
C9,

t\

@.(,
\o
@ o\

]\(\¡
o.

\i
o\
o\

€o
o.

o\
(úI
o\

L o\ (r)
o
C\

coo\o
¡\o
co

\o
re(n

\o
o\c\ F-

c.)

C)\o
\oo
(Y)

(\a

(n t\rf)
oo(\I

I
(J

oz
:f
U
tu
tL

b\

€
F\
:t
@

(\¡
@
o\ o

C)

'<t(\a

o
oo

(\¡
an
o\

.+
\o
\o

lft
|.\
o\

o
C>

@

(Y)
co

o\
cot\

\o
@

t¡)
o
N

z ó
F\
c\t

o(\
e\a

\o
\o

o
o\(¡

04:t
co

IJ¡

.<l
o\(\¡.§

¡r!
ro

\o
co(n

.(t
(Y)

ñt
@ú¡

(v!

(\

v,o
ttt z
I

@c\
cn

.(|
(\¡
c\

\o
\o

\o
co.<i

@\c
co

r¡l
c!\o

o
'ar<r

tf)\o
!+\o
=t

co
o\(') N

ao
c¡o
fit

o
Fz
r¡¡

=",<z
N
3
E
U

o\(\o
o
ooo (v)o

ñt(n
o

(Y)
(7'
(D

§(r,
o

t¡)
(fIo

\o
cao

t\
(r')o

@
17,
<)

o\
(Y'o

o.<l
o

o
o
J

Uo
J

o

9ü
a-9
o-6J>

o

.PE
6Ecto
o;J>

oot{xoo-E, -!
cc
o(,>=

oo
r¡H
oo

1r'!
trcq¡O

==

o9
i-
o.:'96
(r-

¿. út

o
ñ

{oFV
tl¡ r

=<

§E
6tr
E-soo:€>

oo
0,Q)
qroeo
og
JJ

ooo
cJ!sao';o-
o-:

Jú,

¡roccoo
-o;
oo

IL ¡¡.

lcriÉ trlo x
-oi-6 =io o¡r:

Uro
ot6
c{¡o3
=(,{ro
oo
ILJ

z.o
ü
z.
cfl
=o
L.)

q
t¿l

É¡
': e

cd ca

o*b

")
U2

tac

s§
.{§(¡§
QA
orb

EE
:J:!
!L

e/ qJ

c§
cdca

o.b

§r.

\o_

aa
orb

tsq
LL

rc.-
at ,r,

cafti
ofo

¡4

E9

!c)-
§?,

aca
o+b

v,

§r
t§

ao qt

oill

qv)

ca qi
o"tlo

t4

sS
qO

TJ+P

aco
o"lc

u) t4

¡4 t4

oo

co cr:

ort-l

t4

(a§
o;r
á§
': q,

t4§

aca
O"1O

u)

q.-i
o(4§üÉ.-
a-.<
a)Q

oa co

o.50

r
:

i

i

I

I

l



o
<f

ó{(¡

6t(n

I\o
..to

oo
aross0rooo
ooJJ

ta u)

9, t4¡:Éq) q¡

q. sJ.

ca .q
o+r¡o

@o§arllo\t
'rtoO.O úl .ú

FrnO\
C7l ó{ F

drot\.<i ¡rf $

F- C\¡ Cn
tllrf| ro tJ)

ft €¡ cfto<)o

3E
oE-s -9
Q,O

=>

'.2
¡a

EüÉ§

a§.
Sq
o§o

Oi a{

c\lo
co@

ooñ\O ¡¡!

co (¡¡\ t\

Fñ{

tt!t§
(') fi,oo

o
x
io
qU
6¡L

=<

tn

Eq
30

LO-
§14

co co

o*b

\O C)\OO
\o (>
@N

§{ §t
¡¡.¡ \i

oo\o \o

F(\

tt(\ e.l
f'1 ca
o(f

o9rtt
€';
0r-
=,ñ

u)

hq
30

(§-
§v)

o"\o

N
o\
c{
F.

¡\§t

¡\
(7)

6
I

Cl1o

oo
HXoo-T' AC
cc(, ¿,

==

§§
LL

aqJ
§s
caa
olfo

o\út6

O\ O\

O.'+
(f) rv,

ON
'<t c,

\Ct\
tt

ca f,oo

ooxx
oo

1rt
oq,
==

EE
!L

qrA

o'*o

\OO
(f)o
úr (f@t\

rl)@
c., c\.¡

Fo
.<l .<t

rt lf-)
tt

cn cv)
oo

oo
Ha{oo.l,'A
cc
o0,

==

LL

!!

o*\o

¡fi \t
lr)rf)
¡\ \ú
f\ ¡f)

co rf)ra c{

o\ \o
rc .<t

c) (Y,
ft

co aaoo

C'Oxx
oo-E'1c,
cc
oo

==

o9"o

coo
FC)

(.l tr¡
o.l\

FCn
'<l (')

=t'<t .<t

F(\

ll
cn cr)
OO

6O
tx
6O-sT
tso§,
¿. ¿.

tr§

IU

coa
o.§o

t\{
t\
ctr\

\o

GI
c\¡

Io
(v)
o

(,

9E
d_E
oj6,
J>

q
q

qÉ

:¡
L§

o-b

@(\
rt
o\

\o
\o

o¡\

a\t
I

@c\

o
!,
o_oü
J<

V)

93

§\

L 14_

{{
o.r§

@
@
.o
@

c')
lf)

\o

I
@
c.¡
o

o
t,

-9ouu
o'¡

J<

q

-< c-

(\I
\t
6\o

(v)

o.

I\o
(\¡
C)

o

o9oo
lf
0toooEoo
J cf¡

.-i q
qo
!r

§ra

or¡o

tn
6o
tL
c
oi6

F
t¡¡

=

vt
6o
IL
É,o
=2
F
UI

=

rn

É.+
J

oF
Z
r¡¡

=N2a
f
4
U

o
o
f
Uo
J

zo
U

Z
(o

=o(J

\-!

I

I

I

I

)

\

I

I!-

a
(?

o
x
u¡
z



G\
(Y'

\t
lJl

t
tjl
o

Ír

arl

o.¡o

o
:t,

;(,
o€,tr>

qt
q'á
s"iori
§§
=(J':§
zc!

€s*¡.dó
'tf .O ¡f)

ñ;n

lniñra

o'1O

-N(¡¡tt
eoo
X-¡-teoó

6O
Aro
ci,o.c
=oc¡Ó
oo
l!J

c.:
\=

ot\OÚ)
o@.<l c.l

\óO

o ¡a¡.<l (t

Far
lt

O\ O\(f) (noo

ú
(,coOx

=o9:oou.f

,4§

C-rv,e

cdaa

oAo

OCrcOrtOo.
l-\ \O Or¡ F\ rr¡

"-@\o(Y) (' (\¡

'<lO-u] ú, ró

c4 ea

o*b

- 
(\ (r,

ltr
€@6
fn (r) Ctooo

dtruoccoo
-6T
oo

l¡- lL

qq

a, 14

\()o\o
\O r.\ O
\fJ r\ rq
tf€ul

@or\
c1 .q c\{

F(\(Y,

lttf\ f\ f\
cD c/) (nooo

OO.O\o tJ! r¡)

ci ei
olb

o
!ro

-.cXoo
ó-o cC' {,
J=

q
ata

%§

=\
e

Lq

tlt
q
o
TL
É.

!s
F
t¡¡
É

2
./,o
ILuo+
F
trt

=

o
Fz
lr¡

=.<z
N
=u
(J

o
c]
f
(J
o
J

o
(J

z
ro
¿o
U

t

L.

I

!

t-

¡

L_

I

I

t-

I
I



l


