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SUMMARY

In different developmental stages, bemoglobins and serum proteins of the ampbibians Telmatobius culeus and
Bufo Spinolosus Spinolosus were studied. In both species the suppression of the hemoglobin biosynthesis is di-
fferent. Unlike in other species, in Bufo Spinolosus Spinolosus as well as Telmatobius culeus, we found an aduit
bemoglobin in the larval period, The number of serum proteins varies between species. This change occurs more
regularly in Byfo Spinolosus Spinolosus,

Albumin increases in accordance with the metamorpbose, Immunoelectropboresis shows four immunoglobu-
lins in the Telmatobius and two immunoglobulins in the Bufo Spinolosus, The two species are immunoelec-
trophoretically identical in five proteins.

RESUMEN Las dos especies estudiadas son idénticas inmyno-
electroforéticamente en cinco protefnas,
En diversos estados de desarrollo se estudiaron he-
moglobinas y protefnas séricas en los batracios: Telmato- INTRODUCCION
bius culeus y Bufo Spinolosus Spinolosus. La supresién
de la biosfntesis de Hbs es diferente en ambas especies. A En las altas regiones de Bolivia se desarrollan 5
diferencia de otras especies tanto en el Bufo Spinolosus  géneros de batracios: Bufo, Telmatobius, Batracho-
Spinolosus y Telmatobius culeus, encontramos una Hb  phrynus, Pleuroderma y Gastrotheca, todos muestran un
aduita en el periodo larvario . elevado grado de especializacibn para la vidaen las
grandes alturas,
El nGmero de protefnas séricas varia de una especie
a otra, este cambio es mds regular en el Bufo Spinolosus Tres factores principales han acondicionado la vida
Spinolosus. de los batracios a las grandes alturas: la sequedad de!
aire, disminucién de la presién atmosférica y el frfo; para
La albGimina se incrementa conforme transcurre la  resistir a estos factores adversos buscaron sitios hGme-
metamorfosis. dos y en algunos casos se ubicaron en los grandes lagos
de la altura para llevar una vida exclusivamente acudtica,
La inmunoelectroforesis, revela en la especie Tel- como es el caso de fa especie Telmatobius cuieus, abun-
matobius, cuatro inmunoglobulinas, en la especie Bufo  dantemente distribuida junto a otras especies en el lago
Spinolosus, dos inmunoglobulinas, Titicaca, Vellard ). (1.951). Por ser una rana muy poco
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estudiada, por su habitat en grandes alturas, por su mor-
fologfa tan particular, nuestro mayor interés se ha volca-
do en el estudio de esta especie que a diferencia de otras
especies, mantiene su actividad sexual durante todo el
ano. Los oocytos de esta especie alcanzan 2.5 mm de
didmetro promedio, el hemisferio animal es negro, y
blanco el hemisferio vegetativo, el nimero de oocytos
- fluctua de un ejemplar a otro de 800 a 1.800 (observa-
cién del autor).

El estudio de las protefnas séricas y hemoglobinas
en diferentes etapas de desarrollo de los batracios, ha
sido encarado por muchos autores: Guttman (1972) y
Dessauer (1964) realizaron anflisis electroforéticos a fin
de dilucidar la afinidad filogenética de los anuros.
Frieden (1957) y Herner (1960) por electroforesis en
papel demostraron un incremento de albmina de2a 10
o/o en la etapa temprana de la metamorfosis y 45 ofo de
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alblimina en el estado adulto, Lauren (1964) por electro-
foresis en papel estudid las protefnas de sangre en las
especies, Bufo Americanos y Bufo Woodhousei, reporta-
ron en ambas especies, 7 protefnas y una banda de he-
moglobina. Chen (1970) usando el método del disco
electroforético investigd los cambios de protefnas séricas
durante el curso de desarrollo de las extremidades poste-
riores y regresién de la cola de la rana temporaria y Bufo
bufo y solo pudo encontrar una concentracién de albd-
mina de 15 a 25 o/o. Sin embargo los cambios de protef-
nas que mas llaman la atencién sin duda son los cambios
a nivel de hemoglobinas. La existencia de hemogiobinas
larvarias de migracién ripida y lenta, el surgimiento de
hemoglobinas adultas en la etapa postmetamérfica o la
aparicién de estas hemoglobinas durante el climax de la
metamorfosis, fueron reportados por Callegarini C. y Col
(1971); Baglioni y Col {1963) Moss B. y Col (1968);
Hamada y Col (1976); Michelle M. y Col {1972); Galarza
M. (1979).

INDICES Y CARACTERES MORFOLOGICOS CONSIDERADOS EN ESTE ESTUDIO

CUADRO No. |
ESPECIE TELMATOBIUSCULEUS
PERIODO | PERIODO _
LARVARIO | LARVARIO "':)ER";E)TS*:‘; :‘:"(‘:STAMOR‘ ADULTO
ESTADOU | ESTADOY | M 15
LARGO TOTAL 742 £ 077 |752 207 | 7 =14 | 716 4+ 075] 26+ 72
™
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MM
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ESPECIE BUFO SPINOLOSUS
PERIODO PERIODO
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M
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN LOS BATRACIOS ANDINAS

MATERIAL Y METODOS

Corresponde a 40 ejemplares de la especie telmato-
bius y 40 ejemplares de la especie Bufo spinolosus spino-
losus, Las primeras especies fueron capturadas en el lago
Titicaca (3810 ms.n.m)y las segundas en la laguna de
Achocalla (3300 m.s.n.m} y en el jardfn Botdnico de la
ciudad de La Paz (3500 m.s.n.m).

Las muestras de sangre fueron tomadas en ambas
especies por puncién ocular con tubos capilares heparini-
zados y sin heparina. Para el caso de la produccién de
antisueros las muestras de sangre fueron recolectadas
cortando la aorta.

Las corridas electroforéticas de protefnas séricas se
realizaron en tiras de acetato de celulosa, tampén vero-
nal veronal sédico, pH 8,6, 250 v, por 30 minutos. Las
distintas fracciones de proteinas fueron cuantificadas por
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densitometrfa (Helena Laboratories modelo No. 1111).
Para la electroforesis de hemoglobinas, previamente los
glébuios rojos fueron lavados en solucién salina al 0,9
ofo una vez hemolizados de acuerdo a la técnica de
Drabkin (1949), se sometieron a corridas, en tamp6n
trisglicina, pH 8,6 -9, 250 v.

La produccidn de antisueros telmatobius y Bufo
spinolosus spinolosus, se efectud inoculando por via in-
tramuscular una emulsidén de suero con adyuvante de
Freund (Difco USA), los controles de produccin se veri-
ficaron de acuerdo a un plan.

La inmunoelectrofdresis de Williams Grabar
(1960), que nos permitid conocer la identidad de protei-
nas en ambas especies, se migré en tampbn veronal vero-
nal sédico, pH 8,6, las corridas duraron 2 horas. Las
diferentes protefnas fueron identificadas de acuerdo a las
figuras inmunoelectroforéticas de los laboratorios Oxfor.

RESULTADOS

DIAGRAMAS ELECTROFORETICOS DE PROTEINAS EN SUEROS

TELMATOBIUS CULEUS

PERIODO LARVARIO ESTADO U

BUFO SPINOLOSUS SPINOLOSUS
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Los diagramas electroforéticos muestran diferen-  metamorfosis.
cias significativas en ambas especies, en cuanto al ndime- Contrariamente en la especie Bufo spinolosus se
ro de picos y el desarrollo de los mismos. En la especie  encontraron, miximo 6 protefnas en el estado U y V,
Telmatobius m&ximo por electrofdresis en acetato de ce- alcanzando a 5 protefnas en la metamorfosis y estado
lulosa se detectaron, 8 proteinas en el estado U y de adulto.

Figura 1

Teimatobius culeus, del Lago Titicaca, su electroforesis se destaca por una proteina |1l francamente elevada.
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CUADRO No.. 111
VALORES RELATIVOS DE PROTEINAS

FRACCIONES LARVARIO U LARVARIO V METAMORFOSIS ADULTO

PROT:!ENAS TELMATOBIUS BUFO TELMATOBIUS BUFO TELMATORIUS BUFO TELMATOBIUS BUFO
| 1271 431 1493+ 67| 1399+381 [1996+ 58 1930 £2.24 | 2119 +4 23.94 £582 | 3302 2660
I 540 £18  |1993 % 5.7 15.86 £ 6,03 900+ 447 976 + 330 9.00 +5.10 5.03 £23 11.12 £290
{1} 1241 £ 298
v 17.58 + 2,53 13.22+6.52 28,741 98 21,82 £43
v 2016 52 [231% 7.2 141238 1261+ 368 1437 £ 45 38.63 4820 14.01 £ 448
vi 21.00 £1.5 1104 %205 13.09
Vil 20,00 £3.6 14.29 + 263 1416 £1.23 | 1650 £4.10| 12,09 £3.66 |17.13 £581
Vil 1344 £21 1294 + 4.7 1122 + 5.67 1.9+ 236 1467 663 13.69 £3.01 2270 +4.16 1245 +6.10

Las proteinas séricas del cuadro 3, muestran valores relativos muy
irregulares excepto la proteina il correspondiente a la albumina,
que se incrementa conforme transcurre el desarrolio del batracio,

El mayor porcentaje de albumina se registra en el Bufo spinolo-
sus spinolosus. E| mayor o/o de gammaglobulinas (fraccidn Vi)
corresponde al telmatobius culeus.

CUADRO No. IV
ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINAS

PERIODO PERIODO

LARVARIO LARVARIO :::2;?5?5 Megésngm‘ ADULTO

ESTADO U ESTADO V
HEMOGLOBINAS (+) i wmwv (=) Fuomw L nmawv o umiwv 11
TELMATOBIUS I l | [ ,
CULEUS l |
BUFO SPINOLOSUS | I I I I I ‘ ’
SPINOLOSUS Lo R i

En este cuadro se ponen en evidencia las distintas
hemoglobinas encontradas en los diversos estados de de-
sarrollo.

| y Il representan las hemoglobinas de corrida répi-
da; Il y IV constituyen las hemoglobinas de migracién
lenta.

En el periodo larvario (estado U}, en la especie
Telmatobius culeus se encuentran 3 hemoglobinas a dife-
rencia de la especie Bufo Spinolosus Spinolosus que pre-
senta en este mismo estado 4 hemoglobinas.

En el estado V, en la especie Bufo spinolosus
spinolosus se detectan 3 hemoglobinas por la supresion de

laHb 1, en la especie Telmatobius culeus persisten 3 Hbs.
(1, 1, vy,

En la metamorfosis ocurren dos cambios:

a) En la especie del lago Titicaca se nota la ausencia
de la Hb I de migracién répida.

b) Por el contrario, en la especie Bufo se suprime la
Hb 1y de migracién lenta.

En el periodo de la metamorfosis ambas especies
presentan una Hb 11l correspondiente a la adulta.
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Figura 2

Especie, Telmatobius culeus.

Figura 3

Especie, Bufo spinolosus spinolosus.

La fig. No. 2, muestra la presencia de 11 arcos de
proteinas; en cambio la fig. No. 3, nos muestra la presen-
ciade 8 fracciones de proteinas,

En lado catddico correspondiente a las gammaglo-
bulinas, en {a especie telmatobius culeus se manifiestan 4
arcos de inmumoglobulinas, por su parte el Bufo spinolo-
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sus spinolosus sofo presenta en este sector, 2 inmunoglo-
bulinas.

A nivel del arco correspondiente a la albumina, se
advierten dos fracciones de proteinas en la especie Tel-
matobius culeus y casi ninguna proteina en el Bufo spi-
nolosus spinolosus.

CUADRO No. V
PROTEINAS RESUELTAS E IDENTIFICADAS
TELMATOBIUS BUFO SPINOLOSUS
CULEUS SPINOLOSUS
No. DE PROTEINAS 1 8
RESUELTAS
— ALBUMINA — ALBUMINA
— HAPTOGLOBINA — HAPTOGLOBINA

— TRANSFERRINA
— BETAL IPOPROTEINA — BETAL IPOPROTEINA
— IgG, IgM(TENTATIVO) =
2 Ig SIN IDENTIFICAR -
Y 3 OTRAS FRACCIONES — ¥ 20TRAS FRACCIONES
NO IDENTIFICADAS

— TRANSFERRINA

IgG
1,1g NO IDENTIFICADA

NO IDENTIFICADAS
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SUERO ANTISUERO

No. DE PROTEINAS

PROTEINAS
IDENTIFICADAS

TELMATOBIUS
CULEUS

BUFO SPINOLOSUS
SPINOLOSUS

5 — ALBUMINA

— BETAL IPOPROTEINA
TRANSFERRINA

1gG Y UNA

Ig NO IDENTIFICADA

|

|

El cuadro 6, nos demuestra que las especies telma-
tobius culeus y Bufo spinolosus spinolosus, inmunoelec-
troforéticamente son idénticos en 5 proteinas séricas.

DISCUSION

Los periodos de desarrollo de la especie Bufo spi-
nolosus spinolosus y Telmatobius culeus, involucra el ce-
se de la biosntesis de hemoglobinas de un modo muy
diverso. Asl por ejemplo en el periodo larvario (estado
U) en la especie Bufo spinolosus spinolosus, determina-
mos 4 hemoglobinas, en cambio en el telmatobius por la
misma técnica encontramos 3 hemoglobinas, esta dife-
rencia puede deberse a una temprana conclusién de la
biosfntesis de la Hbl en uno de los intervalos del perfodo
larvario de la especie Telmatobius culeus, Otra diferencia
significativa se establece a nivel de biosfntesis de Hbs
lentas y rdpidas, mientras en la especie telmatobius se
nota la ausencia de la Hb Il de migracién rdpida en el
Bufo spinolosus spinolosus la ausencia es a nivel de la Hb
IV de migracién lenta,

A diferencia de la rana catesbiana y Triturus viri-
descens, cuyas Hbs larvarias son reemplazadas por la Hb
adulta durante el climax de la metamorfosis y del Bufo
bufo cuya Hb adulta aparece después del primer afio de
vida en las especies Telmatobius culeus y Bufo spinolo-
sus spinolosus la Hb adulta ya se manifiesta en el periodo
larvario.

El contraste de resultados de un anuro a otro, no
solo se plantea a nivel de Hbs, sino también a nivel de
proteinas séricas y plasmiticas. En las especies Der-
maphis costaricence y Rhinophrynus dorsalis, en el esta-
do adulto se detectaron 7 y 10 bandas de proteinas plas-
maéticas, siendo una de ellas el fibrinogeno.

En las especies Bufo woodhousei, Bufo americanos
en el estado adulto por electroforesis en papel, se revela-

ron 6 proteinas séricas. Nosotros por electroforesis en
acetato de celulosa en ambas especies estudiadas en este
trabajo (estado adulto) encontramos méximo 5 protei-
nas séricas.

La electroforesis de protefnas en el curso del perio-
do larvario y metamorfosis de la rana Telmatobius culeus
y del sapo Bufo spinolosus spinolosus, muestra marcadas
diferencias en cuanto se refiere al nlimero de proteinas y
el modo como desaparecen las distintas fracciones de
prote fnas.

Al igual que otras especies los valores relativos de
alblimina se incrementan gradualmente, conforme trans-
curre el desarrollo de estos batracios andinos.

El Bufo spinolosus spinolosus en todas las etapas
de desarrollo siempre registra valores superiores de alb{i-
mina en relacién al telmatobius culeus, esta diferencia
parece estar relacionada por el tipo de vida, tal como
plantea, Feldhoff (1971), el incremento de los niveles de
albdmina son mayores conforme transcurre el paso de
una vida acudtica a una vida terrestre, y que desde luego
este paso debe implicar un sistema vascular mas eficiente
y una sofisticada regulacién osmética.

A nivel de inmunoglobulinas también surgen inte-
resantes diferencias. En el telmatobius culeus revelamos
la presencia de 4 inmunoglobulinas, dos de los cuales por
la forma del arco y por su ubicacidn, tentativamente
corresponden a {a 1gG e IgM. En el Bufo spinolosus spi-
nolosus de las 2 inmunoglubulinas encontradas, una co-
rresponde a la IgG.

Las 4 inmunoglobulinas del Telmatobius culeus,
nos sugiere que esta especie exclusivamente de vida acus-

tica, cuenta con un sistema inmunonitario mis desarro-
llado.
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