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I. INTRODUCCION

Los hallazgos de la Biologia molecular demues-
tran que la estructura proteica es el resultado de
la traslacién indirecta del mensaje genético, codi-
ficado en la molécula de DNA. La cadena de po-
lipéptidos producida en esta forma se puede
considerar como el fenotipo primario de un gene
individual.

Las diferentes interacciones y combinaciones
de estas cadenas polipeptidicas a tiempos e inter-
valos particulares producen los fenotipos secun-
darios y terciarios del organismo y resultan en
sus atributos morfoldgicos y fisiologicos.

Por otra parte, entre mas similar sea la consti-
tucién genética de los organismos, mas intima.
mente relacionados estaran entre si. De esta obser-
vacién basica se sigue que el grado de similaridad
entre las proteinas de los organismos es directa-
mente proporcional a su grado de relacién.

Un grupo de proteinas que se ha estudiado ex-
tensivamente es el perteneciente a las proteinas
sanguineas. En ellas se han demostrado variacio-
nes durante el desarrollo de diferentes organis-
mos. HAHN (1962) indica por ejemplo que las
proteinas sanguineas en renacuajos de anfibios y
en individuos en proceso de metamorfosis son di-
ferentes. Noté, trabajando con Ambistoma tigri-
num, que cuando comenzaba la metamorfosis,
aparecia una proteina semejante a la albiimina.
GASSER (1964, 1967) reporté que la cantidad de
fracciones presentes en el plasma de Pleurodeles
waltti y Salamandre salamandre aumentaba du-
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rante la metamorfosis. En Ranidae, FRIEDEN
(1961) y BENNET y FRIEDEN (1962), observaron
que los renacuajos jovenes poseian una concentra-
cién de alblimina plasmética baja y que a medida
que el renacuajo crecia, el contenido de alblimina
en el plasma continuaba aumentando atn después
de la metamorfosis (FRIEDEN, 1961).

Se presentan también diferencias sexuales. Se
ha encontrado en ranas hembras una esterasa que
no se presenta en el macho (AUGUSTINSON, 1959).
De las once variedades de anfibios examinadas por
CHEN (1967) se encontré que en Bobina varie-
gata se presentaba un dimorfismo sexual, y méis
tarde HUCHON et al. (1968), siguiendo los estu-
dios de CHEN, demostr6 que una B-lipoproteina
estaba presente solo en las hembras,

Por otra parte son comunes las variaciones
cuantitativas en proteinas sanguineas de anfibios,
debidas a cambios en las condiciones fisiologicas.
Se relacionan por ejemplo con enfermedades (BuU-
CovAz y KAPLAN, 1967), nutricién (BROWN, 1964)
y peri6édos de apareamiento (CEI Y BERTINI, 1961).

Variaciones en las proteinas sanguineas se en-
cuentran también al estudiar individuos de la
misma especie, pertenecientes a una misma pobla-
cién. BROWN (1964), encontré que dos de las ocho
proteinas plasmaéticas encontradas en poblaciones
de Bufo americanus y de Bufo woodhouset presen-
taban variacién intraespecifica. En tres especies
de ranas europeas: R. esculenta, R, ridibunda y
R. lessonae, se demostré polimorfismo en las pro-
teinas séricas (ENGELMAN, 1972), y en los sapos
Odontophrynus americanus se detectaron ecinco
fenotipos de albliminas (BECAK et al., 1968).
GUTTMAN y WILSON (19738) encontraron 11 alelos
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de albiiminas en 29 fenotipos en una poblacién de
Bufo americanus.

Se han encontrado también variaciones en las
proteinas plasmaticas en poblaciones de Bufo va-
lliceps (Fox et al., 1961), Salamandra selaman-
dra (GASSE y GACHET, 1967), Drosophila (VIGUE
y JOHNSON, 1973), murciélagos (VALDIVIESO y
TAMSIT, 1974), en el hombre (WELCH y LIE-INJO,
1972) y en otros organismos.

Ejemplos de polimorfismo en hemoglobina
se encuentran en Siren intermedic. (GUTTMAN,
1965), Bufo americanus (GUTTMAN, 1969; DEs-
SAUER et al., 1962) y en el hombre (GOODMAN et
al., 1974). Por otra parte se ha encontrado que
individuos de diferentes dreas geograficas, mues-
tran mayor variacién de proteinas plasméiticas
que individuos de una poblacién geogrificamente
limitada (MAYR, 1963). Los experimentos de
DESSAUER y colaboradores (1962) con diferentes
poblaciones de anfibios son muy significativos a
este respecto.

Ademés la comparacion de frecuencias de pro-
teinas y por lo tanto de las frecuencias de genes
en poblaciones adyacentes, pueden indicar la can-
tidad de entrecruzamientos que han ocurrido o
estan ocurriendo entre los individuos de esas po-
blaciones y al examinar diferentes poblaciones de
anfibios se puede dilucidar la direccién del flujo
genético y de las corrientes evolucionarias. Por
ejemplo, ABRANOFF et al. (1964), averigué la ru-
ta tomada por el Bufo americanus en la coloniza-
cion de las islas de la parte superior del Lago de
Michigan examinando transferrinas y hemoglobi-
nas por electroforesis en gel de almidén. GUTT-
MAN, en 1967, con los mismos métodos analizé las
transferrinas y hemoglobinas de trece poblaciones
del sapo africano Bufo regularis, encontrando que
esta especie podria estar compuesta por dos for-
mas que se encontraron e intercambiaron genes
en Rhodesia y Kenya.

Los hallazgos que se acaban de describir movie-
ron nuestro interés hacia el estudio de varias po-
blaciones de una rana muy poco investigada y que
se encuentra en los paramos colombianos. Esta
publicacién presenta los datos obtenidos en dos
poblaciones de Eleutherodactilus bogotensis loca-
lizadas en los paramos de Choachi y Guasca,

II. MATERIALES Y METODOS

De cada uno de los ejemplares recolectados en
los pdramos de Choachi y Guasca, se obtuvo san-
~ gre directamente del corazén utilizando tubos ca-
pilares heparinizados para prevenir la coagula-
cién.

Las células y el plasma se separaron por centri-
fugacién en una microcentrifuga a 5.000 rpm du-
rante 4 minutos. El plasma se colecté en nuevos
tubos capilares y se congelé hasta su utilizacién.
Las células sanguineas se lavaron por centrifuga-
cidn tres veces con solucion isotonica y se les agre-
26 el doble de su volumen de agua destilada para
lograr la hemélisis. Una vez obtenida, se centri-

fugé en una centrifuga clinica a 5.000 rpm. du-
rante 20 minutos y se obtuvo el sobrenadante. En
lo posible, estas manipulaciones se llevaron a cabo
a 4°C.

Por el facil manejo y la excelente resolucién,
en los presentes experimentos se empled la técnica
de electroforesis en gel de almidén descrita por
SMITHIES y colaboradores en 1959 y modificada
por NEWCOMER en 1966. El gel se preparé utili-
zando almidén (Electrostarch Co. Madison, W.)
al 12% en solucién stock 1:20 en agua deionizada.
La solucién stock estad compuesta por tris 0.9 M,
acido bérico 0.5 M y EDTA 0.02 M, pH 8.6.

El gel preparado en un molde distribuido por la
Casa Buchler (Los Angeles, California) se colocé
en una nevera a 4° C para lograr su solidificacién
y un equilibrio en la temperatura.

Las muestras de plasma y hemoglobina se co-
locaron en las hendiduras del gel, utilizando plas-
ma o hemoglobina humanos como control. La elec-
troforesis se corri6 por 16 horas a 215 voltios y
12.5 miliamperios a 4° C utilizando una fuente-de
poder heathkit modelo I p 17.

En la cAmara correspondiente al polo negativo
se colocé buffer stock 1:8 en agua deionizada y
en la correspondiente al polo positivo la dilucién
fue 1:6.

Las proteinas se compararon calculando sus mo-
vilidades relativas. Estas se obtuvieron midiendo
lag distancias entre el origen y el centro de cada
banda y dividiendo esta distancia por la movilidad
del control humano, presente en cada gel.

Los geles se tifieron con amido black (A. H.
Thomas Co. Philadelphia) y el exceso de coloran-
te se quité con bafios sucesivos de decolorante
(4cido acético, metanol, agua destilada, 1:5:5).

Pequefias diferencias en la migracién relativa se
han atribuido a sustituciones iénicas de amino-
acidos (WANG, et al.,, 1966; WEITKAMP et al.,
1969).

III. RESULTADOS

En los geles obtenidos se pudieron detectar diez
bandas que fueron numeradas consecutivamente
de 1 a 10 siendo la nimero 1 la de mayor migra-
cion.

La figura 1 muestra la fotografia de un electro-
ferograma representativo de lag protefnas plasma4.
ticas (columnas 2 a 5 de izquierda a derecha) y de
las hemoglobinas (columnas 6 -9) correspondien-
tes a E. bogotensis capturados en el pidramo de
Choachi. Los controles humanos de plasma (iz-
quierda) y hemoglobina (derecha) son las colum-
nas de los extremos.

La figura 2 presenta el electroferograma repre-
sentativo de proteinas plasméticas de individuos
colectados en el paramo de Guasca. Las hemoglo-
binas se muestran en la figura 8. En el caso del
plasma, el control humano aparece en la tltima
columna de la derecha y para las hemoglobinas en
la ultima columna de la izquierda. Se observa que
las bandas correspondientes a las hemoglobinas



son bastante constantes. En las proteinas plasméa-
ticas, por el contrario, se nota un marcado poli-
morfismo en ambas poblaciones. Este polimorfis-
mo se nota mas claramente a nivel de las bandas
1y 2, en donde aparecen individuos homocigéticos
para las bandas 1 y 2 y heterocigéticos con ambas
bandas.

Las figuras 4 y 6 presentan los patrones elec-
troforéticos de proteinas plagméticas y hemoglo-
binas, respectivamente, de los anfibios colectados
en Choachi. Las figuras 6 y 7 presentan los datos
correspondientes a los individuos de Guasca. De
nuevo se nota la consistencia de las bandas de
hemoglobina, con valores bastante cercanos no
s6lo entre individuos de la misma poblacién sino
entre individuos de ambas poblaciones. Los patro-
nes de plasma en cambio, son bastante variados
notandose 38 en el caso de los individuos de Choa-
chi y 32 para los de Guasca,

La tabla 1 presenta un resumen con el nimero
y porcentaje de individuos que presentan las dife-
rentes bandas. Es de notar que las bandas 1, 3,
5, 7y 9 no presentan una diferencia significativa,
en cambio ésta existe para las bandas 2.1 y 2, 4,
6, 8 y 10.

Con el fin de complementar log datos obtenidos
por electroforesis se realizaron varias mediciones
en los individuos colectados, cuyos promedios apa-
recen en la tabla 2. Se observa que el promedio de
tamaiio en todas las medidas consideradas es ma-
yor para los especimenes colectados en Choachi
que para los colectados en Guasca.

IV. DISCUSION

Los electroferogramas que se presentan demues-
tran claramente que con la presente técnica apa-
recen dos bandas de hemoglobina que no varian
entre los integrantes de cada una de las pobla-
ciones y que ademas son lag mismas para las dos
poblaciones estudiadas. Las dos bandas que apa-
recen tienen migraciones relativas de 1.30 y 0.35
respectivamente,

Las proteinas del plasma por el contrario,
muestran bastantes variaciones entre los indivi-
duos estudiados tanto a nivel de las albiminas
como de las globulinas como lo demuestran los pa-
trones electroforéticos de lasg figuras 4 y 6 y de los
electroferogramas de las figuras 1 y 2. A nivel
de las albiminas (bandas 1 y 2) se notan con ma-
yor claridad estas variaciones.

Algunos estudios sostienen que las albﬁmlnas
(MANWELL y BAKER, 1970) lo mismo que las
transferrinas (GUTTMAN, 1972), se heredan como
alelos codominantes en loci autosémicos. Aunque
en el caso de ranas no se han hecho cruces gené-
ticos controlados que aseguren esta sugerencia,
con la evidencia actual se podria asumir que al
aparecer una sola banda (1 o 2) se trata de un
homozigote y al formarse dos bandas se trataria
de un heterozigote.

. Las frecuencias calculadas (WALLACE, 1968),
teniendo en cuenta lo descrito en el parrafo ante-

rior serian en el caso de la poblacién del paramo
de Choachi, 0.3071 para el gene responsable de
la banda 1 y 0.6929 para el gene responsable de
la banda 2. En la poblacion estudiada en Guasca
seria 0.3929 para el gene responsable de 1a banda
1 y 0.6071 para el relacionado con la banda 2. Es
de anotar que la frecuencia genética para la banda
2 es mayor en Choachi que en Guasca, lo cual esta
de acuerdo con los datos que aparecen en la tabla
1 en donde se nota, para Choachi, un mayor ni-
mero de individuos sélo con la banda 2 y un menor
nimero de heterozigotes. El caso inverso es cierto
para Guasca. Este hecho se podria relacionar en
alguna forma con las condiciones ecolégicas de los
dos paramos o con una seleccién a favor de los
heterozigotes en un caso y de homozigotes 2 en
el otro.

Si se asume que en las poblaciones los cruces
se hacen por casualidad, que no hay migracion,
seleccion, mutacion ni error de muestreo, se puede
calcular el nimero de individuos esperados y ha-
cer un test de X2.

En el caso de Choachi, la aplicacién de la
Ley de Hardy Weinberg daria los siguientes re-
sultados:

Genotipo 1 2 H Total
Observados . .. .. .. 13 40 17 70
Esperados (E) .. . 6.6 33.6 29.8 70
Diferencia (d) .. .. ‘6.4 6.4 -—12.8

a 40.96 40.96 163.84
d*/E 6.21 1.22 5.50

d/E=X*=12.93 (df. =1, p = 0.005).
. El valor relativamente alto de X2 indica una
diferencia amplia entre el nimero de individuos
observados y esperados, tanto que no se podria
explicar por simple chance. Es de anotar que el
paramo de Choachi ocupa un 4rea bastante amplia

- . lo queé podria permitir la conformacién de varias

subpoblaciones dentro del area geogréfica que
ocupa.

Existiria la pos1b111dad de migraciones entre
estas subpoblaciones cuyo efecto podria ser la des.
viacién de los datos esperados con la Ley de Har-
dy Weinberg. El comprobar esta hipétesis exigiria
el estudio de varias de estas subpoblaciones con
el fin de obtener una figura més completa de la
distribucién genotipica en todo el paramo.

El calculo de exceso o deficiencia de heterozigo-
' Ho — He

tes utilizando la férmula D = (SELAN-

He
DER, 1970) en donde D es la deficiencia o exceso
de heterozigotes, Ho es el ntiimero de heterozigotes
observados y He es el nimero de heterozigotes
esperados, da una cifra de 0.4295 para Choachi.
La cifra indica que hay una deficiencia de hete-
rozigotes. Esta deficiencia est4d de acuerdo con los
datos presentados en la figura 7 en donde aparece
un nimero relativamente bajo de individuos he-
terozigotes y un nidmero relativamente alto de
animales homozigotes 2, Podria existir la posibi-
lidad de que el genotipo 2 tuviese mayores ven-
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tajas adaptativas que el heterozigote para las con.
diciones de este paramo especifico. Aunque en la
mayoria de los casos, los heterozigotes estan me-
jor adaptados, se han reportado casos de seleccién
negativa contra heterozigotes (GUTTMAN y WIL-
SON, 1973).

El examen con la Ley de Hardy Weinberg para
la poblacion de Guasca arroja los siguientes re-
sultados:

Genotipos 1 2 H Total
Observados .. .. .. .. 12 27 31 70
Esperados (E) .. .. .. 10.80 25.80 33.40 70
Diferencia (d) .. .. .. 1.2 1.2 — 2.40

q? 1.44 1.44 b6.76

a@¢/E 0.1333 0.0558 0.1724

d*/E — X* = 0.3615 (df. 1, q.=0.539).

El valor bajo de X2 indica que los niimeros de
individuos observados y esperados coinciden bas-
tante bien. Por otra parte, el cdlculo de deficien-
cia de heterozigotes da una cifra de — 0.0718 in-
dicando que si existe esta deficiencia es muy leve
en contraste con la deficiencia de Choachi, la cual
es muy notoria. La tabla 1 presenta un nidmero
mayor de heterozigotes que de homozigotes para la
banda 2, en contraste con Choachi. Esto parece
indicar que en Guasca se favorece mis a los indi-
viduos con un fenotipo heterozigético. Casos si-
milares se han informado previamente (GEORGE
et al, 1974). Es de anotar, que el paramo de
Guasca es geogrificamente méis pequefio que el
de Choachi y aparentemente mas homogéneo.

Este hecho podria estar en alguna forma rela-
cionado con la mayor homogeneidad morfolégica
de la poblacién.

El tamafio promedio de los integrantes de las
poblaciones y las variaciones morfologicas de los
mismos se trataron de medir con los datos que se
presentan en la tabla 2.

Los promedios indican que los organismos co.
lectados en Guasca son en general més pequefios
que los colectados en Choachi. Esto de nuevo, po-
dria estar relacionado con las condiciones ecolé-
gicas de los pdramos, teniendo el de Guasca una
temperatura inferior al de Choachi. Por otra par-
te, las cifras de varianza en la poblacién indican
una mayor heterogeneicidad en la poblacién de
Choachi que en la de Guasca, lo cual se podria po-
siblemente relacionar con los datos obtenidos en
los calculos con la Ley de Hardy Weinberg.

Para aclarar los datos obtenidos en estas dos
poblaciones, se estd llevando a cabo en nuestro
laboratorio un estudio de diferentes sitios del pé-
ramo de Choachi y de lugares intermedios entre
los dos paramos, con el fin de lograr datos que
permitan sacar resultados en cuanto a posibles
movimientos de poblacion.

V. RESUMEN

Utilizando la técnica de electroforesis vertical
en gel de almidén, se estudiaron las proteinas plas.
maticas y la hemoglobina de 70 especimenes co-
lectados en cada uno de los pdramos de Choachi y
Guasca. Se presentan lag variaciones inter o intra-
poblacionales en proteinas plasméiticas y se su-
gieren algunas explicaciones para las mayores -
variaciones encontradas en Choachi. Los patrones
electroforéticos de hemoglobinas no varian entre
los diferentes individuos.
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FIGURA 4. Patrones electroforéticos de proteinas plasméticas de E. bogotensis recolectadas en el paramo de Choachi.
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FIGURA 5. Patrones electroforéticos de hemoglobinas de E. bogotensis colectados en el pdramo de Choachi.
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FIGURA 6. Patrones

electroforéticos de proteinas plasmidticas de E. bogotensis recolectadas en

el padramo de Guasca.
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FIGURA 7. Patrones electroforéticos de hemoglobinas de E. bogotensis colectados en el paramo de Guasca.




BANDA NUMERO: 1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

NUMERO DE INDIVIDUOS CHOACHI 13 40 17 66 19 70 13 54 16 70 42
CON LA BANDA PRESENTE.

GUASCA 12 27 31 70 43 66 41 51 43 70 65
PORCENTAJE DE INDIVIDUOS CHOACHI 19 57 24 94 27 1100 81 77 23 100 60
CON LA BEANDA PRESENTE.

GUASCA 17 39 44 100 61 94 58 73 61 100 o3

TABLA 1. Numero y porcentaje de individuos con las bandas presentes.

E. BOGOTENSIS—P. GUASCA E. BOGOTENSIS—P. DE CHOACHI
PROMEDIO EN CMTS. VALOR DE S PROMEDIO EN CMTS. VALOR: DE S

LONGITUD DEL CUERPO 2.255 0.020 2.592 0.261
LONGITUD REGION PECTORAL 0.759 0.208 0.880 0.515
LONGITUD REGION SACRA 0415 0.148 0.679 0.942
LONGITUD EXTREMIDADES
ANTERIORES 1.574 0.039 1.984 0.085
LONGITUD EXTREMIDADES ,
POSTERIORES 3.541 01.90 4.138 0.744

TABLA 2. Medidas promedio de diferentes regiones de los E. bogotensis colectados en los piramos de Choachi y Guasca.
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