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SUMMARY

The Author points out information lacking in morphological Syste-
matics for evolutionary studies of amphibian taxa, relieving physiological
and biochemical analysis as valuable tools of philogenetic interrelationships
study.

After a brief mention of Urodela cutaneous secretion, with polypeptides
hormone-like structured as chief constituent, and some steroid anuran toxic
samples, there is an explanation about chromatographic isolation of indole
derivatives.

An important conclusion is the participation of 5-hydroxitryptamine
in almost all Bufo species cutaneous secretion more concentrated when the
species is more primitive; chemical affinities are represented by polygonal
graphs; high affinity indexes seem to suggest us remote dispersions in early
evolution stages; these affinities are more common between African and
Tropical American Species, whereas Middle East and African Bufonidae
show a low toxic affinity; Asian Bufonidae are not much analogous in cu-
taneous secretion composition with New World and African specimens.

Actaally, chemical analysis suggests some generalizations about philo-
genetic interrelationships and primitive spreading of early evolution speci-

mens of anura.

Es sabido que la investigacién sobre las relaciones entre animales,
para ser provechosa, debe basarse en la mayor diversidad de datos que se
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puedan obtener dentro del mayor mimero posible de sistemas biolégicos.
Sabemos que la seleccién no actita con la misma intensidad en todos los
sistemas, sabemos también que una valoracién filogenética puede hacerse
s6lo cuando las discrepancias revelan diferencias genéticas. Mayr (1964)
ha demostrado los peligros de la confusién que puede originar por con-
vergencias y paralelismos.

Tradicionalmente, la investigaciéon sistematica se ha basado, por la
mayor parte, en rasgos morfolégicos. Al otro extremo, algunos investi-
gadores han propuesto cambios taxonémicos basados solo en datos quimicos
(Manske, 1955). Desde luego, esta manera de considerar el problema es
tan arbitraria como la morfolégica. Por ejemplo, usando este método en
la clasificacion del género Bufo, se pudiera clasificarlo en el orden bota-
nico de las Ranales dada la presencia de ciertos indoles alcaloides y par-
ticularmente la bufotenina en ambos (Alston y Turner, 1963).

En el estudio de orden sistematico de los anfibios, ciertos métodos
no morfolégicos son muy provechosos. A. P, Blair (1942) ha analizado
varios mecanismos de comportamiento que aislan varias especies. W. F.
Blair (1956a, b) ha estudiado el papel diferenciador del canto nupcial
como mecanismo de aislamiento, y ha revisado el uso de criterios no mor-
fologicos (1962) ; Bertini y Cei (1962) y Betini y Rathe (1962) han anali-
zado las hemoglobinas y seroproteinas como instrumento sistematico. Para
estudiar la hibridizacién y para demostrar las relaciones Moore (1952)
y Volpe (1952) han usado criterios de fisiologia.

Uno de los instrumentos no morfolégicos es el de la secrecion cutanea
de los anfibios. La secrecion se obtiene facilmente en la mayoria de los
casos. Se ha comprobado que en el género Bufo, ésta es un factor genético
(Hunsaker y otros, 1960; Wittliff, 1962; Low, 1967) y podemos suponer
que éste es el caso de otros anfibios también. Los componentes principales
de la secrecion son productos del metabolismo secundario. Asi que no
son controlados en el mismo grado por la selecciéon natural como es el caso
«e las hemoglobinas; en su mayor parte las hemoglobinas son importantes
en cuanto a problemas de nivel ordinal, pero dentro de una sola familia
o de un solo género, son ineficaces, salvo excepciones importantes. Loe
metabolitos secundarios, de otra parte, son menos estables desde el punto
de vista evolutivo, y son ttiles en los niveles taxonémicos mas bhajos, pero
no lo son en los niveles mas altos; también son utiles en problemas de
hibridacién y polimorfismo. El uso de un tejido tnico dentro de un
limitado marco taxonémico, reduce la probabilidad de errores de conver-
gencia, En el caso de los indoles o de las aminas biogenéticas es frecuente-
mente posible determinar el sistema enzimatico, como han demostrado
Cei, Erspamer y Roseghini (1968). Si se pueden identificar positivamente
los compuestos, esto ayuda mucho. Sin embargo, en la mayoria de los
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estudios sistematicos o de problemas, especimenes individuales son nece-
sarios y no queda bastante material para un analisis quimico. Han com-
probado Alston y Turner en su obra sobre la sistematica bioquimica, que
los compuestos presentes representan una importante fuente de variaciéon
para comparaciones sistematicas aan sin la identificacién, puesto que se
halla comprobada la presencia o la ausencia de los compuestos.

Son muchos los métodos de que disponemos para los estudios bioqui-
micos, y la eleccion de un método dependera de la clase de los compuestos
presentes: los mas comunes son la cromatografia de capa delgada, de
cclumna, o de papel, y la electroforesis, o una combinacién de algunos de
éstos.

Un método de gran utilidad es el de la cromatografia bidimensional de
papel con uso en secuencia de reactivos selectivos de coloracién: como
puede verse en la fig. 1 si se escogen cuidadosamente los sistemas solventes
y los reactivos de tinte, se puede ganar mucha mas informacién sobre los
compuestos desconocidos que del uso de la cromatografia en una sola
dimensién. Esto es especialmente importante cuando la cantidad disponible
es demasiado pequefia para permitir una serie de analisis quimicos.

Es importante dar énfasis al hecho de que nuestros conocimientos son
incompletos; hay muchos problemas interesantes por examinar ya que fre-
cuentemente aun cuando existen numerosos datos que tratan de la quimica
de la secrecién cutanea no se han considerado desde el punto de vista de
su implicacién sistematica. Este es el caso de la familia Bufonidae. La toxi-
na contiene muchos elementos farmacolégicos incluso los indoles, alcaloides
no indoles, y las bufadienolidas. Dada la faceta farmacologica del problema,
hace tiempo que la toxina se ha estudiado quimicamente. Una serie de
trabajos de Chen y Chen (1933 a-h) y otros son ejemplos de este aspecto.
Sélo recientemente cientificos como Hunsaker y otros (1960) ; Cei y Erspa-
mer (1966) ; Cei, Erspamer y Roseghini (1967, 1968) ; Low (1967, 1968) ;
Porter (1964) y Wittliff (1964) han considerado las implicaciones sistema-
ticas del problema. En la mayoria de los grupos anfibios, el trabajo siste-
matico queda por hacer.

Repasemos pues las técnicas bioquimicas en las secreciones cutaneas de
los anfibios, los métodos y la importancia de las observaciones hechas en
«érminos de la evolucién de los grupos APODA o GIMNOPHIONA.

Se sabe muy poco acerca de la secrecién cutinea del orden apoda y su
importancia. De Lille (1934) y Sawaya (1940) han investigado los compo-
nentes de la secrecién pero no se conoce ninguna investigacion posterior

en este campo.
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URODELA

En el orden Urodela, la mayor parte de los experimentos se han hecho
sobre los géneros Salamandra y Taricha. En la secrecién del género Sala-
mandra los componentes principales son los derivados del Samandarin:
Samandaridin y Cicloneosamandién (Fig. 2). Se ha demostrado que estos
componentes tienen una accién convulsiva similar a la de la estricnina
(Milch y Kaiser, 1963), la cual impide la transmisién desde las interneuro-
nas inhibitorias (Curtis y de Groat, 1968). Milch y Kaiser (1963) aconsejan
el método de extraccion siguiente. La secrecion se colecciona en una pipeta
conectada a una bomba aspirante después de haber anestesiado los animales
con diéxido de carbono. La toxina luego se extrae durante diez a catorce
dias a 37 grados centigrados con pepsina en forma de clorhidrato y después
se lava con éter; se afiade amoniaco y se lava de nuevo con éter. Samandarin
y algunos de los alcaloides se disuelven en éter, mientras el cicloneosaman-
dién se sedimenta y puede extraerse lavando el precipitado con cloroformo.
Los componentes pueden separarse por el método cromatografico usando
papel Whatman numero uno impregnado con fosfato de potasio (mono-
basico). Un solvente eficaz es el cloroformo: butanol: ciclohexano: acido
acético glacial en la proporcion de 1:1:4:06. Schoepf y Miller (1960)
aconsejan el reactivo subnitrato de bismuto para la identificacion de los
alcaloides de las salamandras. Dichos alcaloides otorgan un color anaran-
jado estable a este reactivo.

Los componentes activos de la secrecién cutanea de Taricha, el Tritén
norteamericano-occidental, se han extraido recientemente por Mosher y
otros (Fig. 3). Es interesante notar que en la toxina del género Taricha
(que se llama tetrodotoxina o tarichotoxina) el principio activo es idéntico
a la toxina del pez erizo japonés (Diodon y Tetrodon). Su acciéon consiste
en inhibir al potasio y al sodio la permeabilidad transitoria de la membrana
irritable y consecuentemente, hloquea el potencial de accion de las fibras
nerviosas. Es una de las sustancias zool6gicas mas toxicas que se conocen.
La Dosis Letal Minima en ratas consiste en ocho microgramos por gramo.
Los tritones mismos son muy resistentes a la toxina. Hasta ahora, no se ha
publicado un solo trabajo de orden sistematico sobre la toxina del género
Taricha; lo tunico que se ha hecho es sobre la purificacién y farmacologia
de la tetrodotoxina. Actualmente en la Universidad de Calgary, el doctor
Benn trabaja sobre la toxina de las glandulas paratiroides del género Am-
blystoma. Esta investigacién va encauzada hacia los efectos de esta toxina
sobre los predadores.
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Ficura 2.
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Ficura 3. Férmula estructural de tetrodotoxina o tarichotoxina.

ANURA

La subclase de los Anura se ha investigado mas a fondo pero en este
caso también sé6lo parte del trabajo va hacia la sistematica. Sin embargo, la
experimentacién no sistematica puede ser muy ttil para resolver problemas
de sistematica.

En la familia de los Discoglossidae se han hecho trabajos sobre los gé-
neros Discoglossus y Bombina. Se sabe muy poco de los componentes de la
secrecion cutanea de Discoglossus, excepto que contiene 5-hidroxitripta-
mina, como la contiene la mayoria de los otros anfibios (Erspamer y Vialli,
1952; Michl y Kaiser, 1963). La secrecién de Bombina tiene un marcado
efecto hemolitico, y cuando se inyecta en el peritoneo, provoca paralisis.
Ademas de una concentracién muy alta de 5-hidroxitriptamina (cerca del
10%), (Michl y Kaiser, 1963) la toxina contiene un polipéptido de la es-
tructura siguiente: (Kiss y Michl, 1962) :

Ala - Glu - His - Phe - Ala- Asp (NH.).

Segun Kiss y Michl (1962), partes de la secuencia son idénticas con la
hormona estimuladora de los melanéforos y con la hormona adrenocortico-
trépica. Muy poco se sabe de la composicién de las secreciones de Xenopus
y Pelobates excepto que contienen 5-hidroxitriptamina (Michl y Kaiser,
1963).

El género Dendrobates sudamericano tiene una secrecién cutinea ex-
tremadamente téxica. Los principoos activos se han identificado como
alcaloides de configuracién molecular esteroide que actia sobre las termi-
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naciones nerviosas motrices (Daly y Myers 1967). La piel entera puede
extraerse con una solucién tampén llevada a pH 7.4 con metanol al 80
por ciento, y puede purificarse con una mezcla de solucién 0.1 Normal de
acido clorhidrico y cloroformo. El concentrado se eleva a pH 9 y se extrae
con cloroformo.

La familia Hylidae tiene una interesante serie de compuestos de se-
crecién. Michl y Kaiser (1963) han descrito la actividad farmacolégica de
los varios componentes. Ademas de los indoles, o aminas biogenéticas,
derivados de la histamina y una sustancia parecida a la bradiquinina en
varias especies (Erspamer, Bertaccini y Cei 1962) las sustancias extraidas
con metanol de la piel de Hyla cerulea contienen un decapéptido llamado
ceruleina, que estimula los musculos lisos y estructuralmente se parece a
la hormona gastrina (Fig. 4) (Anastasi, Erspamer y Endean 1968). La ce-
ruleina o los polipéptidos similares a la ceruleina no se concentran sélo en
esta especie y otras especies australianas del género Hyla, sino también en
los géneros Leptodactylus y Phyllomedusa sudamericanos. Su importancia
biolégica y taxonémica no se conocen, pero se ha hecho bastante investiga-
ci6n bioquimica para permitir un estudio sistematico de estos polipéptidos.

La familia Ranidae posee una secrecion que contiene 5-hidroxitripta-
mina y posiblemente algunos derivados de ésta (Erspamer, 1955), cierto
nimero de aminoacidos libres (Kiss y Michl 1962), y en algunas especies
como Rana temporaria, bradiquinina (Erspamer et al. 1962 ; Anastasi et al.
1968; Anastasi et al. 1965). En este caso, la separacion de los componentes
de la secrecién se ha hecho principalmente por cromatografia con un sol-
vente de butanol: acido acético: agua (4:1:5).

SOs H
Pyr — Gin — Asp — Tyr = Thr - Gly - Trp - Met — Asp -Phe (NH.
CAERULEIN
SO,H

Pyr=Gly —Pro—Trp - Leu- (Glu)s = Ala- Tyr — Gly - Trp - Met - Asp - Phe (NH,)
HUMAN GASTRIN II

Ficura 4. Secuencias de aminoacidos de la ceruleina y la gastrina humana II.
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Ficura 5. Las bufadienolidas. Férmulas estructurales reportadas del anilisis de la secrecién parotoidal de varias especies de Bufo. Las referencias de las que se han tomado las férmulas se encuentran en la lista siguiente.

1. Deulofeu, Duprat and Labriola (1940). 6. Wieland, Hesse and Huttel (1936). 11. Barbier et al. (1959).

2. Rees, Schindler, Deulofeu and Reichstein (1959). 7. Wieland and Hesse (1935). 12, Jensen and Evans (1934).

3. Kotake and Kuwada (1937). 8. Kotake and Kuwada (1939). 13. Linde and Meyer (1958).

4. Michl and Kaiser (1963). 9. Michl and Kaiser (1963). 14. Michl and Kaiser (1963).

5. Wieland and Hesse (1935); cited in Michl and Kaiser (1963). 10. Michl and Kaiser (1963). 15. Kotake and Kuwada (1942).



BOBBIE S. LOW: LA SECRECION CUTANEA, INSTRUMENTO SISTEMATICO 81

Las secreciones de la familia Leptodactylidae, que son tan numerosas
en Sudamérica, interesan desde el punto de vista quimico y sistematico.
En general, las secreciones contienen 5-hidroxitriptamina, bufoteninas, bu-
fotionina (Erspamer et al., 1964), derivados de la histamina (Erspamer,
Vialli et al., 1964), y fisalamina (Michl y Kaiser 1963). Erspamer y Vialli
(1952) encontraron también una fenilalquilamina que denominaron lepto-
dactilina; Cei, Erspamer y Roseghini (1968), en su excelente trabajo han
demostrado que la formacién de las indolalquilaminas y los polipéptidos se
relaciona muy bien con el esquema sistematico que se nota con los métodos
morfolégicos. En su trabajo, las pieles desecadas de los leptodactilidos se
extrajeron con ochenta por ciento de metanol o setenta por ciento de
acetona por una semana. Se decanta el material sobrenadante y las pieles
se reconcentran durante una semana mas. El concentrado se analiza por
cromatografia en papel Whatman nimero uno en solvente de n-butanol
acido acético-agua en proporcién de 4:1:5. Se usé el método monodimen-
sional ascendente. Erspamer y Erspamer (1962) han descrito otros métodos,

Llegamos ahora a la familia Bufonidae. En esta familia, y particular-
mente en el género Bufo, tan comun, se ha trabajado intensamente en el
ramo de la sistematica Bioquimica. La toxina de los bufénidos aparente-
mente carece de los polipéptidos (Cei et al., 1968h), pero es rica en pteridi-
nas (Goto, 1963 a,b) esteroles (Michl y Kaiser, 1963), indoles, principal-
mente derivados de la triptamina (Cei et al., 1968b), (Low, 1667, 1968).
Cei, Erspamer y Roseghini (1968 b) han notado también en algunos casos
la presencia de fenilalquilaminas, y rastros de cantidades minimas de imi-
dazolalquilaminas.

Resefiamos aqui el trabajo que se ha hecho con las bufadienolidas. Estos
son esteroides glicésidos con una accién farmacolégica parecida a la digi-
talina (Michl y Kaiser, 1963). Una serie de compuestos muy parecidos entre
< se encuentran en la toxina de todas las especies de Bufo examinadas hasta
ahora (Fig. 5). Quisiera subrayar el hecho de que estos compuestos, aunque
presentes en muchas especies, no parecen estar relacionados en su distri-
bucién con la posicién sistematica de las especies dentro del género. Una
lectura atenta de los trabajos que se han escrito sobre esta materia muestra
la distribucién de los compuestos dentro de este género (lista 1). Como se
puede ver en los casos del B. regularis (africano) y del B. melanostictus
{asiatico) no hay correspondencia entre los especimenes. En efecto, si se
calculan los coeficientes de afinidad basados en la semejanza de los com-
puestos de la toxina (Ellison et al., 1962) se encuentra que varias especies
no tienen casi ninguna correlacién entre si mismas (lista 2). Esto se puede
explicar de varias maneras, por supuesto. Quizas la nomenclatura taxono-
mica sea incorrecta, o las especies polimérficas. Es posible que los com-
puestos no estén distribuidos y correlacionados con los rasgos evolutivos

CALDASIA-6
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de las especies. Este no parece ser el caso y por cierto seria un problema
interesante por resolver para un sistematico. Si los compuestos no revelan
correlacion evolutiva, ;cuales factores ecolégicos son significativos? ;Cémo
operan las fuerzas selectivas? Esta pudiera ser una zona fructuosa de
investigacién y por cierto, este ejemplo indica la necesidad de escoger
y analizar con cuidado los problemas de esta clase para fines quimicos,

farmacologicos o sistematicos.

Métodos Bioquimicos provechosos en el tratamiento de la

secrecion cutinea de los Bufonidae.

Los indoles y las aminas biogénicas que estan relacionadas con ellos,
tienen mas correlacién sistematica con la evolucién de los Bufonidae que
las bufadienolidas. Han sido importantes también para indicar nuevos pro-
blemas que no se notan en la investigacién morfolégica. Los trabajos de
Wittliff (1962, 1964), Porter (1964) y Porter y Porter (1967) indican esto,
y recientemente Cei y otros (1968) y Low (1967, 1968) han probado una
marcada correlacién entre la presencia de ciertas aminas y la evoluciéon en
otros sistemas del género Bufo. Las técnicas cromatograficas usadas por
ambos investigadores eran parecidas. Cei y otros usaron el sistema mono-
dimensional descrito para la familia de los Leptodactylidae y Low (1967)
us6 el sistema bidimensional descendiente, La primera dimensién solvente
era butanol terciario: acido acético glacial: agua (3:1:1); el segundo sol-
vente era ocho por ciento de cloruro de sodio y acido acético glacial
(100:1). El segundo solvente era utilisimo para la separacién de los indoles
(Fig. 6). Cei y otros (1968b) hicieron calculos semicuantitativos del
material presente por unidad de peso de piel desecada. Pero usando sélo
datos cualitativos pudieron mostrar correlaciones significativas con otros
sistemas.

Mi investigacion estriba en el porcentaje de ocurrencias de compuestos
en los individuos examinados. En total, se obtuvieron mil cuatrocientos
especimenes de secreciones glandulares de las parotoideas de sapos de 39
especies provenientes de ochenta y una localidades. Después del método
cromatografico, se usaron varios métodos de coloracion en secuencia (Smith
1963), principalmente ninhidrina, reactivo de Ehrlich, verde de bromo-
cresol y acido sulfanilico. Ademas, para corroborar las pruebas, se usaron
rodamina B, ninhidrina con acido acético, y otras (Low 1967). Se hizo una
identificacion tentativa de los compuestos usando el método cromatografico
con compuestos conocidos e idénticos sistemas de solventes como referencia.

Para obtener un coeficiente de similaridad por comparaciones cuan-
titativas de poblaciones y especies, desarrollé una modificacion del concepto
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TBA

Ficura 6. Diagrama de la distribucién cromatografica de los compuestos en la
toxina de Bufo.

-

de afinidad por pares de Ellison, Alston y Turner (1963). Su concepto de
afinidad por pares es ttil cuando se comparan numeros de especimenes
agrupados, es decir, cuando se juntan los especimenes de un nimero dado
de individuos. Esto representa una relaciéon de compuestos comparativos
por cualquiera de las dos especies que se analizan y el nimero total de los
compuestos presentes en las dos especies (Fig. 7). También indica la afi-
nidad cromatografica y probablemente la afinidad bioquimica de las dos
especies. Si se pueden usar especimenes individuales, como en mi inves-
tigacién, se puede juzgar el polimorfismo en la unidad de poblacién o se
pueden hacer comparaciones entre diferentes poblaciones, En tales casos, la
afinidad basada en el porcentaje de cada poblacion que tiene los varios
compuestos, proporciona mas informaciones que la afinidad fundada sélo
en la presencia o ausencia de los compuestos. La afinidad en el porcentaje
de poblacién que posee los compuestos se calcula de la manera siguiente:
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nimero total de compuestos compartidos en las especies A y B

nimero total de compuestos en A + de compuestos en B

porcentaje total de las ocurrencias compartidas en las especies A y B

porcentaje total de las ocurrencias en A + porcentaje total de las ocurrencias en B

Ficura 7. Afinidad por pares y afinidad por ocurrencias basada en el porcentaje
de poblacién que poseen los compuestos.

Porcentaje total de frecuencias observadas en

especies A y B.

% total de frecuencia observada en A + % total de frecuencia obser-
vada en B.

Esta relacion se expresa mediante un porcentaje. El porcentaje de
las frecuencias de los compuestos en una especie representa cuantitati-
vamente el grado de polimorfismo de la toxina en esta especie. El porcen-
laje de las frecuencias puede representar el exacto porcentaje de cualquier
compuesto en una poblacién, o puede representar estadisticamente inter-
valos de clase para frecuencias porcentuales. En mi trabajo he usado cuatro
intervalos de clase en cuanto a estas frecuencias. Desde luego, esto es arbi-
trario, pero he demostrado que la desviacién es minima (Low 1967), entre
uno y tres por ciento en la mayoria de las poblaciones. En efecto, cuando
se analizan menos de diez individuos para cada poblacién, el uso de por-
centajes exactos introduce un aspecto de falsa exactitud.

Se calcularon los coeficientes de afinidad con un computador IBM y
los resultados se pudieron usar para un analisis en el programa TAXON, de
computador. Empero, Porter y Porter (1967) han demostrado que la varia-
cion en los resultados de agrupacion que se refieren a los datos bioquimicos
en Bufo depende mucho de los factores que uno desee considerar, y tam-
bién de los criterios de agrupacion. Las agrupaciones obtenidas atendiendo
solamente a los coeficientes fenéticos de similaridad de la toxina, no son
significativos desde el punto de vista evolutivo, puesto que todos los datos
son de la misma naturaleza y representan una porcién relativamente pe-
queiia de la composicion genética. Cuando se relacionan todos los sistemas
en una forma apta para un analisis de agrupacién (como TAXON) los re-
sultados seran significativos.

Para un resumen visual de las afinidades he encontrado que los graficos
poligonales ideados por Hutchinson (1936) y mas tarde usados por Ellison,
Alston y Turner (1962), son muy utiles (Fig, 8). Cada radio representa
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una especie o una localidad de la especie. Se representan las afinidades en
los radios apropiados desde cero (en el centro del circulo) hasta cien por
ciento (en la periferia). Se construye un poligono para cada especie. El
coeficiente de afinidad para cada especie sera cien por ciento puesto que
un radio representa la afinidad de esa especie consigo misma. Si dos poli-
gonos son similares en forma pero no en extensién, es probable que esto in-
dique una relacién mas firme entre estas dos especies que si los poligonos
fueran de extensién comparable pero de forma distinta.

Otra técnica que puede ser util, particularmente cuando se compara
un gran nimero de especies o grupos de especies, es la técnica del promedio
de las afinidades entre los grupos. Este es simplemente el promedio de las
afinidades entre todas las especies de dos grupos. Para un resumen gréfico
de esta clase de datos, es preferible el diagrama en forma de “telarafia”
(Figura 9).

Correlacion entre las caracteristicas bioquimicas y la
evolucién de Bufo:

Las excelentes pruebas cualitativas de Cei y otros (1968b), y las
mias, sugirieron varias indicaciones evolutivas dentro del género Bufo, las
cuales afiadidas a otras pruebas hacen posibles algunas generalizaciones. La
evidencia mas persuasiva indica los trépicos Americanos como el origen
geografico del género. Por cierto, ésta es la zona en que se encuentra mas
variedad en las modalidades de toxina, y algunos participantes presentes en
este simposio han comprobado este punto para otros sistemas. Las especies
con caracteristicas que se consideran primitivas o mas generalizadas se
encuentran en los trépicos Americanos y en Africa (Fig. 10). El tipo pri-
mitivo de toxina contiene 5-hidroxitriptamina, pero carece de otros indoles
como la bufotenina que necesita porteriores sistemas de sintesis. La toxina
de tipo primitivo se encuentra en los grupos valliceps y guttatus de las Amé-
ricas, y los grupos mauritanicus, regularis y gariepiensis de Africa (Fig.
10). Una radiacién adaptativa muy similar a las especies mencionadas,
posee 5-hidroxitriptamina y bufotenina, en las especies sudamericanas B.
marinus, B. paracnemis, B. arenarum y B. crucifer.

B. melanostictus, una especie asiatica, posee esta clase de toxina y
quizas esté relacionada, bien sea con esta linea, o con la de valliceps.

Los grupos spinulosus, boreas, alvarius y punctatus (Americanos) y los
grupos stomaticus, bufo y viridis (europeos y asiaticos) constituyen una
linea bioquimica bien definida. Esta parece ser relativamente avanzada. La
toxina contiene bufotenina, bufoviridina y otros indoles ausentes en la
linea primitiva. Los grupos americanos parecen haber perdido secundaria-
mente la 5-hidroxitriptamina. Los grupos de las especies americanus y
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quercicus parecen constituir una derivacién de esta linea; ambos grupos
tienen una composicion téxica similar a los otros pero han conservado la
5-hidroxitriptamina.

Las especies africanas demuestran altos coeficientes de afinidad con
las de la linea evolutiva centroamericana y sudamericana y tienen la misma
clase de toxina de los grupos valliceps y guttatus.

Los datos de afinidad indican otro punto significativo. Segiin lo ha suge-
rido Jordan (1905), las especies que presentan una marcada afinidad filoge-
nética, por lo general presentan también una estrecha afinidad geografica.
Asi, el estudio de especies que provienen de zonas geograficas distantes y
ademas presentan afinidad filogenética, es muy util y permite vislumbrar
posibles dispersiones remotas.

Algunas de las afinidades intercontinentales mas acentuadas se resumen
en un diagrama (Fig. 11). Afinidades mas destacadas se hallan entre las
especies B. bufo y B. viridis, europeas, y las americanas de los grupos B.
boreas y B. alvarius. Los coeficientes de afinidad alcanzan cuarenta y cinco
por ciento en el caso de las especies B. viridis y B. exsul y cincuenta y dos
por ciento en B. viridis y B. alvarius. Cuando se consideran las especies
B. stomaticus y B. spinulosus la situacion resulta mas clara. Afinidades en-
tre stomaticus, bufo y viridis alcanzan sesenta y dos por ciento y cincuenta
y ocho por ciento respectivamente. B. stomaticus presenta un coeficiente
de afinidad que va de sesenta y siete por ciento a setenta y uno por ciento
con los grupos boreas y alvarius. Estos presentan con B. spinulosus
coeficientes de afinidad de cincuenta y cinco por ciento a sesenta por ciento.
Estos datos muestran una serie de eslabones de relaciones (Fig. 11).

Los coeficientes de afinidad de B. melanostictus con las especies ame-
ricanas son menores de 50%; los coeficientes mas altos ocurren con el
grupo boreas; por otra parte la distribuciéon de los compuestos de la toxina
muestra semejanzas de marinus y crucifer con melanostictus.

Las afinidades intercontinentales mas marcadas se encuentran entre
las especies de la radiacién suramericana y centroamericana con la afri-
cana. De los cuatrocientos coeficientes calculados veintiséis se encuentran
entre 50% y 60%; 148 entre 60% y 70%: 161 entre 70 % y 80%; 53 entre
80% y 90% y dos mayores de noventa por ciento. No hay coeficiente infe-
rior a 50%, si se excluye B. spinulosus, relacionado con la linea nérdica,
seglin se ha demostrado.

La relacién cromatografica de las especies europeas y asiaticas es sor-
prendente especialmente en vista de los esquemas de origen y dispersién
basados sélo en la morfologia conforme el trabajo de Darlington (1957).
Si los bufénidos se originaron en la zona tropical africana y si la disper-
sion fue radial desde este punto, los coeficientes de afinidad debieron ser
mas altos entre las especies de zonas del Viejo Mundo. En efecto, entre las
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especies africanas y del Medio Oriente existe una nitida diferencia bien
sea en el tipo de toxina, bien sea en la afinidad. Los mas altos coeficientes
de afinidad entre las varias especies africanas y euroasiaticas que se han
examinado, fueron los coeficientes de B. viridis y B. rangeri (cuarenta y
cinco por ciento). Es obvio al apreciar los altos coeficientes de afinidad
entre las especies africanas y del Nuevo Mundo y la aparente falta de
afinidad entre las especies africanas y euroasiaticas, que hay una urgente
necesidad de examinar mas ejemplares de las especies asiaticas.

La figura 8 representa un resumen de las afinidades bioquimicas entre
los grupos. Las especies de los grupos valliceps y guttatus indican marcadas
afinidades con los grupos regularis y mauritanicus. Las tendencias que se
notan en los coeficientes de afinidad a nivel de grupo confirman las que
hemos deducido en términos de las especies individualizadas. Hay pronun-
ciadas afinidades entre los grupos valliceps, crucifer y marinus (incluso
arenarum) de la radiacién sudamericana y centroamericana y entre éstos
y los grupos de las especies africanas. Los grupos bufo (y viridis), stomati-
cus y boreas presentan afinidades. Grupos de especies que se encuentran
en una posicién intermedia cualitativamente entre las lineas septentrional
y meridional del Nuevo Mundo, como coccifer y cognatus, presentan altos
coeficientes con los grupos de ambas lineas.

En resumen, vemos que el uso de las secreciones cutaneas ha resultado
ser un instrumento valioso en una familia de anfibios, cuando menos, y
muchos problemas intrigantes esperan todavia su solucién.
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