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EFECTO INHIBIDOR DEL SEMEN DE BUFO BLOMBERGI

EN EL DESARROLLO DE LOS HUEVOS DE OTRAS ESPECIES DE BUFOQ

Por: Fabio Heredia Cano (1)

RESUMEN

Desde hace mis de 50 afios, estudios morfologicos han demostrado que clertas especies de
sapos del género Bufo poseen testiculos hipertrofiados. Sin embargo el significado bioldgi-
co de este hecho ha permanecido oscuro, A través de intensos experimentos de hibrida-
cion en el laboratorio, con especies de Bufo de todo el mundo, se demostré que el semen
de varias especies de las dos lineas evolutivas: las de crineo estrecho y crinec ancho
respectivamente, que tenian testiculos hipertrofiados, inhibian el desarrollo de los huevos
de otras especies de Bufo. Una de las especies con festiculos hipertrofiados es el Bufo
blombergi, ¢! sapo gigante de la selva pluvial tropical montafiosa de Colombia.

Surgen entonces dos interrogantes: 1. ;Esta inhibicion ocurre también en la naturaleza?
2. 8i ocurre, jcudl es su significado biologico?

Esta investigacion se realizé tanto en el laboratorio como en el hgbitat natural de la
especie. En este ultimo, el poder inhibidor del semen de B. blombergi fue probado contra
otro sapa del mismo hibitar, Bufo marinus. Los resultados parecen demostar: 1. ef semen
de Bufo blombergi inhibe el desarroilo de los huevos de otras especies de Bufo. 2. El Bufo
blombergi sz desarrollado un mecanismo biologico altamente refinado para competir
ventajosamente con otras especies de Bufo que tienen requerimientos ecologicos similares.
En el presente trabajo solo se tratard de comprobar el primero de estos dos interrogantes

dejando para un articulo posterior el significado ecologico de tal efecto inhibidor.

INTRODUCCION

Investigaciones recientes realizadas sobre hibridacion de

especies de sapos del género Bufo alrededor del mundo han
demostrado que el semen de algunas especies con testiculos
hipertrofiados inhiben el desarrollo de los huevos de otros
Bufo (Blair, 1972; Heredia, 1973). Una de esas especies es
el sapo gigante Bufo blombergi de la selva pluvial tropical
del litoral pacifico colombiano. La Tabla | muestra la rela-
cion entre 1a longitud de los testiculos (promedio de ambos
testiculos) y la longitud del cuerpo (punta del hocico—ano).
El promedio de los tres sapos es del 5500 de la longitud
corporal. Esta hipertrofia ha sido conocida por décadas
{Noble, 1924) pero su significado biologico todavia estd por
determinar. :

Los experimentos realizados por Heredia (Tabla II), han
dado mayores evidencias. sobre el poder inhibidor del
semen de B. blombergi. El miximo estado del desarrollo
embrionario alcanzado por los huevos de otras especies inhi-
bidas fue gistrula con exogistrulas muy anormales en ocho
delos 13 cruces, o sea en el 61.50/0 de los casos.

El poder inhibidor del semen de B: blombergi sélo habfa
sido demostrado en el laboratorio por Blair y Heredia (op.
cit.). Se planed entonces una investigacion en el hdbitat na-
tural de la especie, cuyos resultados se presentan en este
trabajo.

{1)  Profesor, Departamento de Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, S.A.
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TABLAL

Dimensiones de los testfculos de tres Bufo blombergi recientemente sacrificados: porcentaje anchura/longitud y porcentaje
longitud de los testiculos/longitud del cuerpo (hocico--ano).

Sapo Longitud  Testicu- _ Longited ‘)-(Long. Anchura Anch./Long. iLong. test.
No. corporal los en cm en cm en ¢m {o/0) Long. corp.
' (of0)
1 19.8 Derecho 10.3 . 1.5 14.5 :
10.6 53,5
Izquierda 10.9 ) 1.7 15.6
2 199 Derecho - 14.5 2.0 13.7
: 12.8 _ . 64.0
Izquierdo 11.0 1.5 13.6
3 19.2 . Derecho - 97 ' - 1.6 16.5
: . : 9.1 474
1zquierdo 85 1.5 176
TABLAIIL.

Resultados de 1a hibridacion artificial entre sapos machos de Ia especie Neotropical Bufo blombergi que posee créneo ancho, y
hembras de otras cuatro especies de Bufo. - Co

Nimero del SRR Ferti- Eclosio- Estado
cruce - S s lizados nados afcanzado
FH-C5 : -B. blombergi X B paracnemis - 25.6 — EG
FH—C6 B. blombergi X. B, paracnemis - 316 — B
FH-C7 = B blombergi X B. marinus 9.9 - - EG
FH-C8 B. blombergi X B regularis 19.4 - G
FH-C9 © . B. blombeérgi X B. marinus 2.0 - _ EG
FH-C10 B. blombergi X B. marinus ' 6.2 - EG
FH-C11 . B. blombergi X B. regularis 15.8 - G
FH-C12 . B blombergi X B. paracnemis - 26.0 - EG
FH-CI13 B blombergi X B. boreas ' 27.0 - EG
FH-C14 B. blombergi X B. boreas 314 - EG
FH-C17 . -B. blombergi X B: blombergi 825 26.0 M
FH-C45 B blombergi X B, marinus 17.2 — B.
FH-C46 . B. blombergi X B. marinus. 14.7 - B
FH-C47 . B blombergi X B, marinus - ' 214 - . EG

B = blistula

G = gistrula
EG = “exogistrula

M = metamorfosis
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MATERIALES Y METODOS

Experimentos de reproduccion en el laboratorio

Los cruces FH—C35 al FH—C17 fueron hechos en la Univer-
sidad de Texas, Austin, y los cruces FH-C45 a FH-C47,
fueron hechos en la Universidad de Antioguia. Ambos gru-
pos de experimentos aparecen en la Tabla 1.

Los métodos utilizados en los cruces fueron los mismos
empleados por otros investigadores (Blair, 1959; Rugh,
1962). Los testiculos de B. blombergi fueron extirpados y
cortados en pequefios trozos los cuales fueron macerados en
10 ml de agua dulce natural en un mortero y luego pasados
a una caja de petri para hacer una suspension de esperma.

Los huevos fueron obtenidos de hembras inyectadas con
pituitarias provenientes de varias especies de ranas (especial-
mente Rana pipiens y sapos (especialmente Bufo valliceps)
horas antes del cruce planeado. Presionando suavemente los
lados y el abdomen de las hembras en la direccion de la
cloaca, los huevos eran expulsados y depositados directa-
miente en la suspensién de esperma haciendo que todos los

huevos se cubrieran con ella. Los huevos se dejaron en repo- -

so por espacio de 10 minutos. Luego fueron lavados con
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FIGURA 1.

Distribucién geogrifica del Bufo blombergi en Colombia (area cruza-
da) y ocalizacion del drea de investigacién en Piedrade moler.

agua natural. Alrededor de 100 huevos fertilizados fueron
dejados en la caja de petri v el resto se colocé en una
bandeja de porcelana, en agua natural si se deseaba era posi-
ble preparar mis de un petri con 100 huevos de la misma
hembra. El niimero total de huevos, el nimero de huevos
fertilizados y las etapas Shunway mas avanzadas (Shunway,
1940) fueron cuidzdosamente anotadas. La temperatura del
aire en Austin se controld entre 23 v 259C, En Medellin,
oscild entre 20 y 250C.

Experimentos de reproduccion en el campo

El hdbitat natural del B, Blombergi, Fl 4rea natural escogida
fue Piedrademoler, (Heredia, 1968), localizada en {a juris-
diccién del pueblo de Queremal, Valle del Cauca, Colombia,
a 66 kildmetros al Oeste de Cali siguiendo la antigua carre-
tera Cali—Buenaventura. Piedrademoler est radicada sobre
la vertiente oeste de la cordillera occidental, esto es, en la
vertiente pacifica, a 39327 de latitud norte, 76943" de longi-
tud occidental (Fig. 1, circulo), dentro de un bosque tropi-
cal muy hiimedo (bmh—T, Holdridge, 1953) con un prome-
dio de lluvia anuval de 5000—8000 mm, temperatura pro-
media de 25,12°, C, humedad relativa promedia de
90.39%0/0 y 649 m de altura sobre el nivel del mar (Fig. 2)

FIGURA 2.

El cafion de la quebrada Piedrademoler, visto desde la carretera, La
casa en el centro de la foto estd 50 metros arriba de los corrales de
investigacion,
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EY Corral. Con el fin de realizar los experimentos de repro-
duccién en el hibitat natural, se construy6 un corral de anjeo
(portada, Fig. 3,4) sobre la quebrada Piedrademoler con las
siguientes dimensiones: 4x2x1.2m de altura, con una trampa
para impedir la fuga de los excelentes trepadores B. blom-
bergi y B. marinus. El corral se dividid en dos corrales
iguales de 2 x 2 my se construyeron dentro de ellos cuatro
pozos de aproximadamente 50 cm de didmetro para ef
apareamiento, la oviposicion y la metamorfosis. La condi-
cidon especial que se buscd y se obtuvo en Ia construccién
del corral y de los pozos, fue la de que el flujo fuera lentisi-
mo y que el agua corriente no se devolviera de un pozo al
anterior sino que siguiera una sola direccién, lo cual era
indispensable para los experimentos. La alimentacién de los
sapos fue complementada con “casas” de comején puestas
cada dia en los corrales.

b

Pozos

1.  Malla de anjeo
2. Corriente de agua
3.  Roca— observatoric
4, Vertiente montaiiosa
5. Playa enrastrojada
5
- Egcals én metros
oy 2 3 ¢
FIGURA 3.

Corrales experimen tales sobre 1la quebrada Piedrademoler.

Experimentos de Reproduccion

Buscando obtener oviposiciones simultineas de B. blomber-
8 y B. marinus, se colocaron grupos de machos y hembras
(estas Gltimas muy bien seleccionadas por sus aparentes
masas de huevos en el abdomen) en los corrales y se vigila-
ron dia y noche. Después de 15 dias, una B, blombergi de
27.0 cm de longitud, abrazada por tres machos (portada)
empezd a expulsar sus huevos afas 4:30 a.m. en el pozoa v
termind a las 6:10 p.m. es decir, Ia oviposicién total durd
13 horas y 40 minutos.
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FIGURA 4.

Corrales de anjeo construidos sobre la quebrada Piedrademoler para

los experimentos de reproduccidn en el hdbitat natural de! Bufo
blombergi y del B.marinus..

Tan pronto como se inicié la oviposicion de la B. blomber-
&, todos los demds sapos fueron sacados del corral excepto
los tres machos que la abrazaban, Cuatro hembras de B
marinus fueron inyectadas con pituitarias y puestas junto
con cinco machos en el corral sobrante. Los machos abraza-
ron’ & las hembras y dos de ellas depositaron sus masas de
huevos en sendos pozos, (Fig. 2,5 y ¢) pozos que recibian &l
agua que habia pasado por el pozoique ocupaba la B,
blomergi ‘en el corral superior. Se prepard suspensién de
semen de un B blombergi y se adiciond ala masa de huevos
de' B. narinus del pozo ¢ Luego se retiraron todos los
animales de ambos corrales y se siguid el desarrollo de los
hueves y las larvas, cuatro veces por dia, durante 22 diss.
Se hicieron cilculos del niimero promedio de huevos
puestos por las hembras de B, blombergi v de B marinus
contando y pesando cierto nimero de huevos y luego pe-
sandola masa total. :

También se contd el nimero de larvas de seis dias de edad
de B. blombergi en el pozo a, usando una malla con cuadra-

‘dos de 5x5 cm (Fig. 5) y se hicieron cdlculos del éxito
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reproductivo (nimero de huevos puestos vs nimero de lar-
vas de cierta edad después de Ia oviposicion).

40 cm
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FIGURA 5.

Contaje de las larvas de Bufo blombergi de 6 dias de edad en ¢l pozo
a de los corrales sobre la quebrada Piedrademoler. Los nitmeros
representan el niimero de larvas en cada cuadrado de 5 x 5 cm. entre
350 y 400 larvas fueron contadas fuera de la cuadricula,

RESULTADOS
En el Laboratorio

En bisqueda de un mayor nimero de evidencias del efecto
inhibidor del semen de B. blombergi sobre el desarrollo de
los huevos de otros Bufo (Blair, 1972), se hicieron nueve
fertilizaciones artificiales heteroespecificas y una homoes-
pecifica entre Agosto 23 y Septiembre 14, de 1972, usando
suspension espermdtica y hembras de cinco especies, inclu-
yendo B, blombergi (Tabla 1). Los resultados de los nueve
cruces heteroespecificos concuerdan muy bien con los re-
sultados de Blair (1972) puesto que los embriones nunca se

desarrollaron mdas alld de la gistrula. En la fertilizacién’

homoespecifica de B. blombergi, 260f0 de los huevos eclo-
sionaron ¥ 25 larvas completaron su metamorfosis, sobrevi-
viendo hasta los tres meses cuando murieron por falta de
una dieta y hibitat adecuados. Este altimo es siempre un
obsticulo serio en la cria de anfibios anuros en el laborato-
rio.

wo §¢

En el Campo

Los experimentos de reproduccion efectuados en los corra-
les dieron los siguientes resuftados: 6.380 larvas de B.
blombergi de la masa de huevos puesta en el pozo a
contadas seis dias después de la fertilizacion por medio de
la-malla; 15 larvas de B.ruarinus de la masa de huevos puesta
en el pozo b y 10 larvas de B.marinus de la masa de huevos
puesta en el pozo ¢, todas de seis dias de edad. La impor-
tancia de estas cifras serd discutida mis tarde. El promedio
del conteo de dos masas de huevos de B. blombergi fué de
34.500 huevos (Fig.6). Si se contaron 6.380, de la edad de
seis dfas, ¢l éxito reproductivo del B. blombergi a esa edad
es de 18.30/0. La masa promedia de B. murinus fué calcu-
lada en 17.000 huevos. ;

FIGURA 6.

Masa de huevos de Bufp blombergi encontrada en una depre_sién
rocosa en las orillas de la quebrada Piedrademoler. El machete tiene

55 cm, de longitud.
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DISCUSION

Cruces en el Laboratorio

Los cruces presentados en la Tabla 1 confirman los resulta-
dos de Blair (1972} en relacion con la accidn inhibidora del
contenido seminal del B.blombergi sobre el desarrollo de los
huevos de otras especies de sapos. En todos estos cruces, la
envoltura gelatinosa de los huevos se volvia blanquecina en-
tre pocos segundos v 10 minutos después de la fertilizacion.
El clivaje fue siempre anormal. El cruce homeespecifico
FH--C17 dié 82.50/0 de fertilizacion, 26.0o/0 de eclosion y
un producto final de 25 sapos juveniles. El contraste con los
oiros cruces es evidente puesto que las mismas suspensiones
de semen que evitaron el desarrollo de los huevos de las
otras cuatro especies en idénticas condiciones ambientales,
tuvieron éxito en producir 25 sapos juveniles de 120 huevos
homoespecificos.

Finalmente, es posible ver en el trabajo de Blair (1972,
Apéndice H) que cuando las hembras utilizadas en este tra-
bajo (Heredia, 1973) (Tabla 1) eran cruzadas con machos
de testiculos hipertrofiados, el desarrollo larvario alcanzaba
la metamorfosis en mayor o menor grado mientras que
nunca llegaba a la metamorfosis en estos cruces. Ahora bien
no se hicieron controles de B. marinus X B, marinus en esta
parte del trabajo porque va estos habian sido hechos por
Blair (op.cit. Apéndice H) con resultados de 47.50/o0 ¥
77.80/0 de huevos eclosionados respectivamente.

Cruces en el Campo

Es conveniente recordar aqui que de 34.500 huevos de
B.blombergi se produjeron 6.400 larvas en el pozo & conta-
das a los seis dias de edad, mientras que de dosmasas de
huevos de B. marinus (17.000 huevos en cada una) solo se
obtuvieron 15 larvas de seis dias en el pozo by 10en el
pozo ¢. También debe recordarse que al pozo ¢ se le agregd
suspension de semen de B. blombergi, 1o que no representd
una diferencia significativa del éxito reproductivo en el
pozo b Dadas estas circunstancias, parece posible concluir
que el semen eyaculado por los B. blombergi en ¢l pozo g,
traido por la lentisima corriente al pozo b ¥ luego al c,
inhibi6 los huevos de B.marinus en ambos pozos ya que la
fecundacién homoespecifica fué obvia puesto que se produ-
jeron 15 y 10 larvas respectivamente. Ademis, las masas de
huevos de B. marinus se volvieron blanquecinas, tal como
sucedié en el laboratorio y a las 48 horas estaban totalmen-
te descompuestas, cuando las de B blombergi aparecian
intactas y en pleno desarrollo.

Otro hecho importante que permite corroborar la conclu-
sidn anterior, es que en el sitio “La Elsa”, dentro de la
misma drea de investigacion, s¢ enconiraron en los mismos
dias masas de huevos de B.marinus en plena metamorfosis,
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con miles de larvas en actividad. En ese sitio no hay B, blom-
bergi. Las palabras textuales de un informante del sitio son:
“Los “sapos rofiosos” ( B.rarinus) son tan abundantes aqui,
que su ruido (canto) no deja dormir; invaden casas y sem-
brados”. Por el contrario,la experiencia personal de ocho
afios en el sitio de experimentacién en Piedrademoler me
permite afirmar que alld no se encuentran B.muarinus.

En resumen, existen evidencias provenientes de experimen-
tos de reproduccion en el laboratorio y en el habitat natural
del B.blombergi y del B.marinus, donde las dos especies son
simpdtricas, y evidencias circunstanciales de éxito reproduc-
tivo del B.marinus donde el B blombergi no se reproduce,
que permiten demostrar la existencia de un factor inhibidor
en el semen del B.blombergi sobre el desamrollo de los
huevos del B marinus en el hibitat natural. El significado eco-
Iégico y las bases cientificas de esta inhibicién serén discuti-
das en publicaciones futuras, asi como lo serdn la historia
natural de las especies comprendidas en este trabajo y la
ecologia de la region base del estudio.

EPILOGO

Este articulo representa solo el comienzo de una investiga-
cidén mucho més exiensa ¢ intensa sobre el efecto inhibidor
del semen de las especies de Bufo con testiculos hipertrofia-
dos sobre los huevos de otras especies de Bufo. Se conocen
por lo menos siete especies de sapos con testiculos hiper-
trofiados: B. gariepensis, B. invangae, B. rosei y B. super-
ciliaris del Africa; B. blombergi,  B.haematiticus v
tancia bioldgica investigar las caracteristicas de la repro-
duccion de este grupo de sapos en sus hdbitats naturales y
su influencia sobre otras especies de Bufo en los dos conti-
nentes. No es dificil predecir el significado evolutivo, fisio-
l6gico, bioquimico, etc. de la investigacion que se dirija 2
este nuevo campo de la biologia.

Si este estudio despierta el interés de los cientificos colom-
bianos hacia la investigacién en el topico cubierto, el princi-
pal objetivo de este trabajo habrd sido cumplido.
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