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R E S U M E N 

Se examinan las condiciones necesarias para obtener ovulación y fecun
dación fuera de temporada en Pleurodema bibroni, se presenta una tabla que 
comprende el desarrollo normal a 18°C desde el huevo virgen hasta la forma
ción del sifón y se estudia el efecto de la temperatura ambiental sobre la velo
cidad de desarrollo y mortalidad en los diferentes estados. 

INTRODUCCIÓN 

Pleurodema bibroni Tschudi (1838), 
sub-familia Leptodactylinae, familia Bu-
fonidae (Noble, 1 ) , conocido vulgar
mente en Chile como "sapito de cuatro 
ojos" por el aspecto que le prestan dos 
glándulas lumbares, es una especie de 
Anuro, muy polimorfa, distribuida abun
dante y extensamente en el país desde 
Atacama hasta Aysén ( 2 ) . 

Este batracio es pequeño, fácil de man
tener en el laboratorio y se presta para 
provocar su ovulación y la fecundación 
de los huevos en cualquier época del año. 
Los embriones son de pigmentación clara 
y se desarrollan con extraordinaria rapi
dez. Todo esto contribuye para que esta 
especie sea un material particularmente 
adecuado para la investigación y la ense
ñanza de la embriología. 

En este trabajo se refieren como ante
cedentes las condiciones necesarias para 
obtener ovulación fuera de temporada, 
se presenta una tabla de su desarrollo 
normal, basada en caracteres externos 
fácilmente observables, la que compren
de etapas que van desde el huevo virgen 
hasta el establecimiento del sifón, y se 
estudia el efecto de la temperatura sobre 
la velocidad de desarrollo y sobre la mor
talidad en las diversas etapas. 

PROCEDIMIENTO 

Ovulación fuera de temporada. 

Si bien el mecanismo de la ovulación en la 
clase Anfibios no está bien dilucidado, es 

improbable que sea provocado por un aumen
to de la presión intrafolicular, pues en ellos 
no existe "liquor folliculi". Es posible que 
medie una acción enzimática (3 y 4) y que 
intervengan la A C T H y la cortisona ( 5 ) . En 
todo caso, cualquiera que sea el mecanismo, 
la ovulación está mediada por hormonas de 
la hipófisis anterior (revisión en Asdell , 6 ) . 
En efecto, la prueba directa, es decir la ovu
lación causada por implantación de hipófisis, 
fue obtenida por primera vez por Houssay, 
Giusti y Lazcano-González ( 7 ) en Bufo ma-
rinus y por Wol f ( 8 ) en Rana pipiens. Pron
to se confirmó en otras especies de Anuros 
y de Urodelos (rev. en Creaser y Corbman, 
9. y en Rugh, 1 0 ) . En general, se consigue 
más fácilmente la ovulación administrando 
hipófisis o extractos hipofisarios de la propia 
especie, y resulta más difícil lograrla mien
tras mayor es la diferencia taxonómica entre 
el dador y el receptor. En los Anuros esta 
limitación es mayor que en los Urodelos, en 
los cuales puede obtenerse fácilmente ovula
ción mediante hormona de Mamíferos (9 y 
1 1 ) . 

Se sabe que en los Anfibios las hormonas 
hipofisarias actúan directamente sobre el ova
rio, sin mediación de otros órganos y aún es 
posible provocar la ovulación haciendo ac
tuar estas hormonas sobre el ovario aislado 
in vitro ( 1 2 ) . Cuando se emplean L H y F S H 
de Mamíferos, es necesario combinarlas para 
obtener ovulación ( 1 1 ) . Aunque estas frac
ciones no han sido aisladas en los Anfibios, 
puede suponerse que en ellos, como en otras 
clases, la L H actuaría sobre el ovario prepa
rado por la F S H . 

Los animales utilizados en nuestro estudio 
fueron colectados en las siguientes localida
des de la Provincia de Santiago: Las Condes, 
Manquehue, Puente Alto , Peñalolén, Rungue 
y Til-Til. Hembras que pesaron seis o más 
gramos recibieron inyección intraperitoneal 
de hipófisis enteras recién obtenidas de ani
males de la misma especie, molidas en Rin-
ger-Anfibio, en dosis espaciadas por menos 
de 24 horas para conseguir una acción adi-



142 L. IZQUIERDO Y J. PEREDA 

tiva ( 1 3 ) . La ovulación se obtiene dentro de 
las veinte horas que siguen a la última in
yección que ha completado una dosis total 
eficaz. 

El procedimiento indicado resulta más sen
cillo y eficaz que otro que consiste en colectar 
gran número de hipófisis en la época de acti
vidad sexual normal, molerlas en agua desti
lada y liofilizarlas. Del liofilizado se preparan 
suspensiones de cantidades conocidas de hipó
fisis, las que se inyectan para provocar la 
ovulación. Nuestra experiencia muestra que la 
cantidad de hipófisis preparadas en esta forma 
que son necesarias para ocasionar ovulación 
es mayor que la de hipófisis frescas. 

La cantidad de hipófisis de hembras (*) 
que debe administrarse en las diferentes épo
cas del año para obtener ovulación, deducida 
de los resultados obtenidos en 175 animales, 
se resume en la Tabla I. 

No es posible saber si estos resultados son 
la consecuencia de que las hipófisis inyecta
das en distintas épocas del año poseen acti
vidades gonadotróficas diferentes o si la re
actividad del ovario disminuye a medida que 
se aleja el período de la ovulación normal. 
Por otra parte, el número de huevos libera
dos en cada ovulación varía con la dosis de 
gonadotrofina (14, 15, 16) y como no he
mos practicado un cómputo de los huevos 
obtenidos, las cantidades de hipófisis que 
aquí se señalan deben ser consideradas sólo 
como una aproximación útil. 

En los Anuros, una vez producida la ovu
lación, los huevos caen a la cavidad perito
neal y son impulsados hacia la entrada del 

oviducto por actividad ciliar y en algunas es
pecies, por succión del oviducto ( 1 ) . Los hue
vos recorren el oviducto impulsados por los 
cilios del epitelio que recubre la pared y son 
envueltos por una secreción gelatinosa. Hay 
grandes variaciones entre las especies en 
cuanto a las características de la secreción 
glandular del movimiento ciliar y de la mus-

T A B L A I 

Cantidad de hipófisis de hembras que es ne
cesario inyectar para obtener ovulación 

Período Número de hipófisis 

Junio 
Julio 
Agosto 
Septiembre a Noviembre 
Noviembre a Diciembre 
Enero 
Febrero 
Marzo a iVLyo 

12 a 8 
8 a 4 
4 a 1 

ovulación espontánea 
3 a 5 
5 a 10 

10 a 12 
12 

(*.) Para este efecto se estima ( 3 ) que dos hipófisis 
de macho tienen la actividad gonadotrófica equi
valente a una hipófisis de hembra. 

culatura del oviducto, lo cual se expresa en 
la diversa morfología de la envoltura gela
tinosa. 

En el caso del Pleurodema bibroni los hue
vos son retenidos en la región terminal del 
oviducto o falso útero sin que se produzca 
postura espontánea. Es necesario hacerlos sa
lir comprimiendo el abdomen, pues en caso 
contrario pronto sufren un proceso de citó-
lisis. Así como en otras especies de Anuros 
(véase comparación de Xenopus y Rana en 

"Waring, Landgrebe y Neil, 1 7 ) , es probable 
que la postura (distíngase de ovulación) no 
sea manejada por el sistema hormonal sino 
que por el sistema nervioso estimulado por 
el abrazo sexual. 

Fecitndación. 

Los huevos obtenidos se recibieron en so
lución de Holtfreter al 1 0 % , que aparece co
mo el medio sintético más satisfactorio para 
embriones de Anuros ( 1 8 ) . El medio líquido 
ocasiona una imbibición considerable de la 
envoltura gelatinosa de los huevos, fenóme
no que constituye un inconveniente para cual
quier operación posterior y para una buena 
técnica microscópica, de modo que conviene 
eliminar esta envoltura por medios mecáni
cos antes de la fijación o bien después de la 
fijación colocando los huevos en una solu
ción de hipoclorito de sodio. Los huevos de 
Anfibios recogidos en la cavidad peritoneal 
no tienen envoltura gelatinosa, pero por cau
sas desconocidas, no son fecundables aun 
cuando ya han completado la meiosis I. 

La fecundación se obtuvo en el mismo me
dio salino agregando testículos maduros des
menuzados, los que en cualquier época del 
año contienen abundantes espermios activos. 
Los gametos se dejaron en contacto durante 
20 minutos y luego se lavaron los huevos. 
Los cultivos se mantuvieron en cápsulas de 
Petri a una concentración aproximada de 12 
embriones por mi de solución de Holtfreter 
al 10%, medio que se renovó diariamente. 
Durante el período estudiado los animales no 
utilizan aún el alimento del medio externo. 
El tiempo de desarrollo se computó a partir 
del momento en que los huevos se expusie
ron a la solución de espermios. 

En Pleurodema bibroni, como en otros 
Anuros, la fecundación se reconoce exterior-
mente por la rotación que experimentan los 
huevos, que antes de ella se encontraban con 
el polo vegetativo hacia arriba. 

Después de la reacción cortical y antes de 
iniciarse la segmentación, es fácil reconocer 
en los Anuros la expulsión del segundo polo-
cito y la formación del "creciente gris". Este 
último fenómeno requiere un comentario. El 
huevo de Anuro no es muy rico en vitelo, 
pero contiene lo suficiente como para que se 
dificulte la observación de otros caracteres 
citoplasmáticos, salvo la distribución del pig
mento. Este es superficial y recubre todo el 
huevo, excepto una parte más o menos con
siderable del polo vegetativo o región ventral. 
Las plaquetas de vitelo, en cambio, están dis
puestas en un gradiente dorso-ventral, alcan
zando la mayor concentración en el polo ve-
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getativo (rev. en 1 9 ) . El huevo presenta así 
una simetría radial, la que llega a ser bila
teral cuandc se produce la rotación y apare
ce el "creciente gris" como una zona de pig
mentación clara intercalada entre la región 
pigmentada y la despigmentada. Esta forma
ción no ha sido observada en todos los A n u -
ros, y en las especies en que lo ha sido, no 
es siempre bien definida. La banda gris que 
se observa en Pleurodema bibroni es muy 
probablemente homologa del creciente gris 
típico de otras especies y, como él, desapa
rece antes de la gastrulación. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Desarrollo observado a 18°C. 

A continuación se indican los distintos 
estados de desarrollo con la cronología 
correspondiente observada a 18°C. La 
Fig. 1 representa estos diversos estados. 

Estado 1. "Oocito" 0 horas. 

Los huevos se encuentran en medio de una 
masa informe de gelatina, son esféricos y mi
den alrededor de 1,4 m m de diámetro, con 
escasa variación. La pigmentación presenta 
una distribución con pocas variaciones indi
viduales: los 3 / 4 superiores son de color par
do o pardo-verdoso y el resto de color blan
quecino o blanco amarillento, con una zona 
de transición estrecha entre ambas áreas. 
En medio del área pigmentada, en el polo 
animal, se encuentra una pequeña zona in
colora de 0,15 a 0,20 m m de diámetro con 
un pequeño punto central, que corresponde 
al sitio por donde se expulsa el primer polo-
cito. 

Estado 2. "Huevo fecundado" 0 a 2 :15 ho
ras. 

Desde la exposición a espermios hasta la 
aparición del primer surco. 

Como consecuencia de la fecundación, 15 
a 20 minutos después de ser expuestos al me
dio con espermios, los huevos giran libre
mente dentro de la membrana vitelina. La 
zona de transición entre el área pigmentada 
y la despigmentada se ensancha formando 
una banda gris, que desaparece a mediados 
de este estado. Entre tanto, en la zona inco
lora del polo animal se producen varios cam
bios de relieve que culminan con la expulsión 
del segundo polocito. Esta zona desaparece 
antes de iniciarse la segmentación. 

Estado 3. "Segmentación inicial" 2 :15 a 7 
horas. 

Desde la iniciación del primer surco hasta 
la aparición del quinto surco. 

A las tres horas de edad ya se ha formado 
el primer surco, que es meridional y se com
pleta antes de que aparezca el segundo. El 
segundo, también meridional, aparece a las 
tres horas y cincuenta minutos de edad y se 
completa antes que aparezca el tercero que 

es supra-ecuatorial. A las 5 horas y 30 mi
nutos se observa ya el doble cuarto surco 
que es meridional, y que no alcanza a com
pletarse antes que aparezca el quinto hacia 
las 6:15 horas. 

En consecuencia, al término de este estado 
se encuentran 16 a 32 blastómeros. 

Estado 4. "Segmentación avanzada" 7 a 19 
horas. 

Desde la aparición del quinto surco hasta 
la aparición del blastoporo. 

La segmentación continúa y se reduce ca
da vez más el tamaño de los blastómeros 
hasta que se inicia la gastrulación. No se 
aprecian diferencias de importancia en la 
distribución del pigmento con respecto a los 
estados anteriores. 

Estado 5. "Gastrulación" 19 a 29 horas. 
Desde la iniciación hasta la reducción del 

blastoporo. 
El labio dorsal del blastoporo aparece jus

tamente en el límite del área pigmentada con 
la despigmentada. Se extiende y arquea com
pletando en alrededor de 7 horas un círculo 
de 0,8 m m de diámetro que incluye toda 
el área despigmentada, luego el blastoporo 
se constriñe y termina por ser un pequeño 
orificio al fondo del cual se divisa un tapón 
vitelino m u y reducido. Simultáneamente, c 
el hemisferio opuesto se observa un peque
ño relieve que señala el límite del arquén-
teron. 

Estado 6. "Pliegues neurales" 29 a 42 horas. 
Desde que aparece la placa neural hasta 

que toman contacto los plieges neurales. 
Cuando el blastoporo alcanza un diámetro 

de 0,2 a 0,1 mm, se esboza la placa neural, 
que mide alrededor de 1,7 m m de longitud y 
tiene una amplitud de 1,0 m m en la región 
cefálica, que es la más ancha. El blastoporo 
toma la forma de una hendidura extendida 
en sentido céfalo-caudal. Los bordes de la 
placa neural se destacan y engruesan, cons
tituyendo los pliegues neurales, que están 
separados entre sí por un surco que se en
sancha y profundiza en el extremo cefálico 
donde estos son más prominentes. El huevo 
ha perdido la forma esférica a causa del de
sarrollo de los pliegues que se extienden des
de el blastoporo hasta más allá de su antípo
da. Los pliegues se aproximan en toda su lon
gitud hasta tocarse. Lateralmente, en la re
gión cefálica, se observan las placas bran
quiales. A l fin de este estado, el embrión mi
de 1,8 a 1,9 m m de largo. 

Estado 7. "Tubo neural" 42 a 53 horas. 
Desde la fusión de los pliegues hasta la 

aparición de las ventosas. 
La sutura de los pliegues neurales no deja 

más rastro que una línea débilmente pig
mentada. El dorso del embrión se extiende en 
sentido céfalo-caudal y se angosta lateral
mente. Y a se esbozan la cabeza, el tronco y 
la cola. En la parte inferior de la cara se ini
cia una depresión que es el origen de la boca. 
En las caras laterales de la cabeza hacen re
lieve las placas branquiales, las que comien-
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2 mm 

I. OOCITO 0 horas 2. HUEVO FECUNDADO O a 2:15 horas 

3. SEGMENTACIÓN INICIAL 2-/Sa 7 horas 

4. SEGMENTACIÓN AVANZADA 7 a 19 horas 

5 . GASTRULACION 19 a 29 horas 

FIG. 1. Estados de desarrollo del Pleurodema bibconi. Las horas corresponden al 
desarrollo a 18°C. 
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6. PLIEGUES NEURALES 29 a 42 horas 

7. TUBO NEURAL 42 a 53 horas 

8. VENTOSAS 53 a 68 horas 

9. RESPUESTA MUSCULAR 68 a 88 horas 

FlG. 1. Continuación. 
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FIG. 1. Continuación. 
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zan a dividirse. Detrás de las placas bran
quiales, el cuerpo del embrión se estrecha la
teralmente, formando un "cuello"'. Caudal-
mente con respecto a las placas branquiales, 
se destaca el leve abultamiento del pronefros. 
En el dorso se dibujan débilmente los somi-
tos, como bandas alargadas en sentido dorso-
ventral. El brote caudal está claramente de
limitado del vientre, por detrás del ano, 
mientras que por la región dorsal aparece 
como una prolongación sin transición de los 
órganos axiales. Hacia el fin de este estado, 
los embriones miden 2,2 a 2,8 m m de longi
tud. 

Estado 8. "Ventosas" 53 a 68 horas. 
Desde la aparición de las ventosas hasta la 

iniciación de la respuesta muscular. 
En este estado se acentúan los caracteres 

descritos en el estado anterior y surgen nue
vas estructuras, especialmente en la región 
rostral. Bajo la boca se desarrolla un relieve 
semilunar de concavidad anterior, que luego 
se excava constituyendo las ventosas. Sobre 
la boca, dos protuberancias bilaterales anun
cian el desarrollo de las placodas olfatorias. 
Progresa la división de las placas branquia
les. Detrás del "cuello" el pronefros se desta
ca y prolonga caudalmente. La cola se ob
serva como grueso brote de extremo trunca
do, bien limitado del tronco en su inserción 
ventral y lateral. Hacia el final de este esta
do el embrión mide 2,5 m m de longitud. 

Estado 9. "Respuesta muscular" 68 a 88 
horas. 

Desde que se observa la respuesta muscu
lar hasta que aparece la circulación bran
quial. 

Antes que se pierda la cápsula vitelina, que 
aparezcan los brotes branquiales y que se 
observen latidos cardíacos, los animales co
mienzan a responder con una contracción la
teral a la estimulación mecánica. En la ca
beza se diferencian ventosas en los extremos 
del relieve semilunar descrito más arriba. Las 
placodas olfatorias se han pigmentado y de
primido. De las placas branquiales surge el 
primer brote branquial. En el tronco, se 
acentúan los somitos. El abdomen se ha he
cho más largo y angosto. La longitud de la 
cola crece considerablemente; su extremo es 
aguzado y en su contorno comienza a dife
renciarse la aleta mediana. Hacia el final de 
este estado, los embriones miden 4,4 m m de 
longitud, correspondiendo a la cola 1,5 a 1,6 
m m medido desde el ano hasta el extremo. 

Estado 10. "Circulación branquial" 88 a 
123 horas. 

Desde que se observa la circulación bran
quial hasta que aparece la circulación cau
dal. 

El primer brote branquial se ramifica y 
aparece el segundo. En la región ventral, in
mediatamente detrás de las ventosas, una ob
servación cuidadosa permite reconocer el la
tido cardíaco, primero intermitente, luego 
más regular. M u y poco después se observa 
circulación en las branquias. En la cara, la 

boca se profundiza y extiende lateralmente; 
las fositas olfatorias se ven más hundidas. 
Hacia el final del estado se reconoce la pig
mentación del ojo. Las placas branquiales se 
extienden hacia la línea media ventral, don
de va a formar un fino relieve que será el 
comienzo del opérculo. El abdomen aparece 
menos abombado y se prolonga caudalmente 
bajo la aleta, alojando la cloaca. La aleta se 
ha desarrollado ampliamente; por el lado 
dorsal se extiende hasta las vesículas ence
fálicas. La pigmentación del tegumento se 
hace cada vez más débil. Se inicia el desove 
en algunos animales, pero no llega a comple
tarse para toda la población. A l final de este 
estado los embriones miden más o menos 6,2 
m m de longitud, correspondiendo 3,5 m m a 
la cola. 

Estado 11. "Circulación caudal" 123 a 162 
horas. 

Desde que se observa la circulación caudal 
hasta que se completa el opérculo derecho. 

La delgadez y transparencia de la aleta 
caudal permite observar con luz transmitida 
ei momento en que irrumpe la circulación al 
iniciarse este estado. La forma general del 
cuerpo cambia por el borramiento del "cue
llo" causado por el desarrollo del opérculo. 
Este crece hacia la región ventral, más rápi
damente al lado derecho que al izquierdo. A l 
final del estado, las branquias del lado dere
cho quedan cubiertas. La boca presenta mo
vimientos y se han desarrollado palpos labia
les. Las fositas nasales se ven angostas y pro
fundas. La córnea es más transparente sobre 
el ojo. Las ventosas están muy desarrolladas 
y sobresalientes. Durante este estado todos 
los animales terminan el desove. Hacia el fi
nal, la longitud total es de 7,5 m m con una 
cola de 4,6 m m desde el ano al vértice. 

Estado 12. "Opérculo completo" 162 a 195 
horas. 

Desde que se completa el opérculo derecho 
hasta que se forma el sifón. 

Después de cubrir las branquias del lado 
derecho, continúa el cierre del opérculo al 
lado izquierdo, dejando un orificio cada vez 
más estrecho por donde las branquias aso
man primero y luego se ocultan. La forma 
del embrión es de una masa ovoidea que 
comprende la cabeza y el tronco fusionados. 
Inserta en esa masa está la cola larga y agu
zada con sus relevantes miótomos, rodeada 
de una amplia y delgada aleta media. En la 
cara, los palpos labiales se queratinizan y 
presentan dientecillos. Las narinas son an
gostas y profundas. Las ventosas son ya me
nos prominentes. El ojo revela su irrigación. 
Bajo la córnea es posible observar el crista
lino y la retina. El tegumento es transparen
te en todas sus partes. En el vientre puede 
verse el intestino que presenta movimientos 
peristálticos. Y a hay defecación. Los anima
les miden ahora 9,2 a 10,0 m m de largo, la 
cola desde su inserción en la cara lateral del 
cuerpo hasta el extremo alcanza de 6,0 a 6,2 
mm. 
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T A B L A I I 

Material utilizado en los estudios sobre velo
cidad de desarrollo 

Temperatura del Grupos Número de 
cultivo experimenta" es individuos 

° C 
experimenta" 

9 6 918 
14 7 583 
18 50 10 217 
22 5 535 
27 11 1 822 
29 6 847 
32 6 1 015 

Influencia de la temperatura sobre 
el desarrollo. 

Los cultivos de Pleurodema se mantu
vieron a temperaturas constantes de 9 o , 
14°, 18°, 22°, 27°, 29° y 32°C con variacio
nes no superiores a ± 0,5°C, sin modifi
cación de otras condiciones del cultivo. 

En la Tabla II se indica el número de 
grupos experimentales y el número total 
de individuos estudiados a las diferentes 
temperaturas. 

El desarrollo de los diversos individuos 
fue sincrónico, pues no se observaron va
riaciones de importancia entre los indi
viduos de cada grupo experimental ni 
entre los distintos grupos sometidos a 
iguales condiciones, aun cuando estos ex
perimentos se realizaron en diferentes 
épocas del año. La figura 2 muestra la 
influencia de la temperatura sobre la ve
locidad del desarrollo sobre la base de los 
promedios obtenidos en el material que 
se resume en la Tabla II. 

Las ordenadas representan los diversos 
estados en una escala proporcional a la 
duración que cada uno de ellos mostró 
en los cultivos realizados a 18°C. Puede 
observarse que el desarrollo es más rápi
do cuanto más elevada es la temperatura, 
pero este efecto no es equivalente a los 
distintos estados, de modo que las líneas 
que lo representan no son rectas. Los es
tados 7 y 8 aparecen proporcionalmente 
más acelerados por la temperatura y la 
inflexión máxima de la curva correspon
de al fin del estado 8, o sea cuando apa
rece la respuesta muscular. En experi
mentos referidos en la literatura (20, 21) 
se ha observado, en cambio, que las tem-

O 100 200 300 4 0 0 
H o r a s 

FlG. 2. Influencia de la temperatura sobre el desarrollo 
del Pleurodema Bibroni. La escala de los estados se ha 
confeccionado de modo que el desarrollo a 18°C sea 

una recta. 

peraturas elevadas ocasionan un aumen
to de la velocidad relativa de desarrollo 
que es menor en los estados tempranos 
que en los avanzados. Para formarse un 
juicio sobre el origen de estas discrepan
cias sería necesario estudiar el desarrollo 
individual de los embriones, pues los 
puntos de la figura corresponden a pro
medios de un número diverso de experi
mentos. Por otra parte, debe considerar
se la posibilidad de que el retardo rela
tivo observado entre los estados 5 y 9 en 
altas temperaturas pueda explicarse por
que se incluyen en las observaciones una 
proporción importante de embriones mo
ribundos. Trabajando a bajas temperatu
ras (4°C a 10°C) Lovtrup (22) ha obteni
do resultados coincidentes con los nues
tros. 

La figura 3 compara el desarrollo de 
las tres especies de Anuros más abun
dantes en el valle central de Chile, cul
tivados a 18°C en condiciones semejan-
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. 3. Comparación del desarrollo de Pleurodema 
broni ( P ) , Bufo spinulosus ( B ) y Calyptocephalella 

gayi ( C ) , a 18°C. 
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tes (véase Valencia, 23, para Bufo spi-
nulosus y Jorquera e Izquierdo, 24, pa
ra Calyptocephalella gayi). Esta figura 
muestra que no sólo el desarrollo es más 
rápido en Pleurodema que en Bufo y es
pecialmente que en Calyptocephalella, si
no que además, la forma de la curva ex
presa diferencias de la velocidad relativa 
con que se cumplen las distintas etapas 
consideradas. Estas diferencias entre las 
especies, tanto en la duración total como 
en la duración relativa de las distintas 
etapas, plantean problemas de adaptación 
al medio durante la vida embrionaria 
(véase Moore, 25) . No hemos explorado 
este problema y ni siquiera estamos se
guros de que estas tres especies, aunque 
se encuentren en una misma localidad, 
pongan sus huevos en aguas de igual 
temperatura. 

Influencia de la temperatura sobre la 
mortalidad. 

En general resulta fácil determinar el 
porcentaje de mortalidad en los cultivos 
que se realizan a temperatura elevada. 
A l parecer la temperatura de 32°C cons
tituye un límite en el cual la mortalidad 
es de 98%. A temperaturas bajas, en 
cambio, la determinación del límite de 
tolerancia es más difícil: a 4°C no llega 
a iniciarse la segmentación, pero tampo
co se observa citólisis y cuando los cul
tivos vuelven a colocarse a una tempe
ratura más elevada hay desarrollo nor
mal aún después de haber estado hasta 
24 horas a la temperatura de 4°C. 

Entendemos por "porcentaje total de 
mortalidad" la proporción de embriones 
citolizados entre la iniciación del estado 
3 y el término del estado 12. No se inclu
yen en él los embriones que no alcanza
ron a iniciar la segmentación, porque en
tre los huevos citolizados hasta ese mo
mento un número variable puede no ha
ber sido fecundado. 

En la Tabla III se refiere el número 
de individuos en los cuales se estudió la 
mortalidad a diferentes temperaturas; los 
datos corresponden al número existente a 
la iniciación del desarrollo. En la figura 
4 se expresa la relación entre el porcen
taje de mortalidad total y la temperatura 
del cultivo. Puede observarse que entre 
9°C y 22°C no hay diferencia significati
va con respecto al porcentaje de morta
lidad, y que a temperaturas superiores 

T A B L A I I I 

Material utilizado en los estudios sobre 
mortalidad 

Temperatura del Número de 
cultivo individuos 

°C 

9 374 
14 3i5i8 
18 2 516 
22 385 
27 1 ?18 
29 847 
32 920 

éste se eleva hasta alcanzar prácticamente 
el 100 'A a la temperatura de 32°C. 

La tolerancia térmica en los diversos 
estados del desarrollo aparece en la fi
gura 5, que expresa el porcentaje de 
mortalidad para cada estado a base de los 
resultados obtenidos en 14 series o gru
pos de desarrollo a 18°C sobre un total 
de 2.516 embriones. Puede observarse 
que el período más crítico del desarrollo 
comprende la gastrulación y la formación 
de los órganos axiales (estados 5 y 6) 
luego disminuye el porcentaje de morta
lidad para ascender nuevamente en los 
estados 11 y 12. 

No es extraño que la mortalidad sea 
más alta durante la gastrulación-neuru-
lación, porque se dispone de muchos da
tos que señalan esta etapa como un mo
mento crítico del desarrollo. Así lo de
muestran los experimentos de hibridación 
(rev. en Moore, 26, y Brachet, 27) y 
de choque térmico (28 ) , así como los 

0° 20° 40 ° 
T e m p e r a t u r a °C 

FlG. 4. Influencia de la temperatura sobre la mortali
dad durante el desarrollo de Pleurodema bibroni. 
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FlG. 5. Mortalidad del Pleurodema bibtoni en los di
ferentes estados de desarrollo a 1 8°C. 

profundos cambios del metabolismo de 
los ácidos nucleicos y de las proteínas 
que se producen en estos estados. La sín
tesis de ácido desoxiribonucleico ( D N A ) 
sólo se inicia cuando está bien avanzado 
el estado de blástula (rev. en Chen, 29"), 
lo que ha sido cuidadosamente examina
do porque implica el almacenamiento de 
esta substancia en el citoplasma. En cuan
to al ácido Ribonucleico ( R N A ) tanto el 
análisis (29) como la incorporación de 
precursores (30, 31) demuestra que la 
síntesis es nula o muy escasa durante la 
segmentación, aumentando considerable
mente a partir de la gastrulación. La sín
tesis de proteína aumenta también clara
mente a partir de la gastrulación-neuru-
lación, tal como podía suponerse por la 
relación que tiene con la síntesis del 
RNA. Así lo demuestra la incorporación 
de aminoácidos (32 ) , de C " (33) y la 
aparición de nuevas proteínas que pueden 
reconocerse por métodos serológicos (34 ) . 
La síntesis de enzimas, en cambio, ofrece 
un cuadro difuso debido a numerosos re
sultados contradictorios (discusión en 
Brachet, 28, y Urbani, 35) . 

El incremento de la mortalidad que se 
observa en los estados 11 y 12 es más di
fícil de interpretar. El aspecto edemato
so de los embriones que mueren en estos 
estados hace pensar en el "síndrome de 
haploidia" (36) que ha sido atribuido a 
defectos en el desarrollo de la hipófisis 
(37) y del sistema excretor. 

Es posible que la forma en que se dis
tribuye la mortalidad por estados depen
da también de la densidad de población 
que se produce en el cultivo, tal como se 
ha observado en Calyptocephalella gayi 
(24 ) . Sin embargo, es poco probable que 
en las condiciones en que se han realiza

do los cultivos de Pleurodema, ésta influ
ya sobre la mortalidad durante la gas-
trulación-neurulación. 

S U M M A R Y 

Pleurodema bibroni is an abundant and 
widely spread amphibian in the central 
valley of Chile. Its ovulation can be in
duced by grafting hypophysis in amounts 
depending on the season, as shown in 
Table I. In vitro, fertilization can be ob
tained and rapid development follows, 
procuring suitable material for experi
mental embriology. A series of normal 
developmental stages at 18°C is pictured 
in Fig. 1. The effect of different tempe
ratures on the speed of development (see 
table ID is indicated in Fig. 2, where de
velopment at 18°C is taken as a parame
ter. The comparison with two other sym-
patric species in cultures at 18"C, shows 
that the speed of development of Pleuro
dema bibroni is higher than in Bufo spinu-
losus and Calyptocevhalella gayi as shown 
in Fig. 3. The results of a number of ex
periments summarized in Table III, deal
ing with thermal tolerance, are presen
ted in Fig. 4 which shows the percentage 
of total mortality as a function of tem
perature. In the course of normal deve
lopment at 18°C, the more sensitive sta
ges proved to be gastrulation and neu-
rulation (stages 5 and 6 ) , as seen in 
Fig. 4. 
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