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RESUMEN

1 gpénero L«olaemus tiene una alta diversi-
dad. En €1 existen problemas taxondémicos, que tienen que
ver con la delimitacién de sus taxa, tanto especies como

subespecies.

En esta tesis se aplica wuna metodologia de
andlisis basada en el aporte taxonémico de caracteres cuali-
tativos de 1la morfologia externa, cromosémicos y bioquimi-
cos, los que son examinados en 5 poblaciones. En estas po-
blaciones estarian representadas de acuerdo a estudios pre-

vios, especies, subespecies y ademds poblaciones locales.

Los distintos conjuntos de caracteres alcan-
zan por separado diferentes grados de resolucién en la pre-
cisién de la diversidad representada por estas poblaciones.
Se propone incorporar el conjunto de los caracteres a un
andlisis global, lo que permitiria reconocer en forma obje-
tiva, especies, subespecies y poblaciones locales. Con 1los
caracteres que comparten estas poblaciones es posible gene-
rar agrupaciones que representan las  relaciones fenéticas

existentes.




xi.

Un estudio comparativo, utilizando caracteres
cuantitativos de la morfologia externa, que consisten en me-
diciones realizadas en los ejemplares, permite determinar 1la
variabilidad fenética intra e interpoblacional, que rtepre-
senta las diferencias fenéticas entre poblaciones. Este
andlisis es contrastado con un andlisis genético, realizado
a partir de la determinacidn de las frecuencias genéticas de
proteinas e isoenzimas. De esta manera, se puede evaluar la
correspondencia entre los niveles de diferenciacién fendtica
Yy la representada por las diferencias genéticas en estas po-

blaciones.

El estudio fenético se efectud mediante un
andlisis estadistico multivariado, que permite establecer el
dimorfismo sexual y las diferencias entre poblaciones (Prue-
ba de Ilotteling, Tz), y determinar las distancias fenéticas
interpoblacionales mediante la prueba de Mahalanobis (DZ)._

El andlisis genético se realiza mediante la estimacién de la

identidad genética (I) y la distancia genética (D).

Las distancias fenéticas y genéticas entre
poblaciones locales son menores que entre las subespecies.
Estos mismos estimadores permiten tambié&n reconocer que las
subespecies son mids semejantes entre si en su constitucién

morfoldgica y genética que las especies congenéricas.




xii.

La inexistencia de evidencia paleontolégica
de especies del género Liolaemus, hace necesario tener una
medida cronolégica, para establecer el tiempo de divergencia
evolutiva entre los taxa. La distancia genética (D) entre
poblaciones y una constante de proporcionalidad (c), hacen

posible esta estimacidn.




INTRODUCCTION

El establecimiento de 1la diversidad de un
grupo zool6gico es el Treconocimiento de las especies que lo
constituyen. Para e¢llo se wutilizan diversos criterios, los
que ademds de permitir la identificacién de las especies,
generan un sistema jerdrquico que deja en evidencia sus re-

laciones evolutivas.

IFn los estudios sistemidticos es posible reco-
nocer una secuencia histdérica de etapas; éstas se iniciaban
con el reconocimiento y nominacién de las especies, en base
a descripciones de caracteres de la morfologia externa. En
esta etapa generalmente se sciala también la distribucidn de
las especies nominadas. Estudios posteriores consideran en
el trabajo sistemdtico la variacién poblacional. Esta etapa
descriptiva es superada en la actualidad con la inclusidn de
avances tebéricos provenientes de la biologia de poblaciones
y el aporte de andlisis citogenéticos y bioquimicos, para
precisar los mecanismos que originan la diversidad en un de-
terminado taxon. Los nuevos aportes le permitirian al sis-
temitico comprobar la validez de esquema. taxondmicos pro-

puestos y entrar a una fase predictiva en sus estudios.




Uno de los gé&neros mds numerosos y complejos
de 1la Familia ITguanidae es Liolaemus, de distribucidn prin-
cipalmente Andino-Patagénica. En Chile Continental, el Area
de distribucién de sus especies comprende pricticamente to-
das las regiones bioclimidticas representadas tanto en senti--
do latitudinal como altitudinal (1). Las caracteristicas
distribucionales de Liolaemus, conjuntamente con su alto ni-
mero de especies y la considerable variacién morfolégica que
entre ellas se observa, hacen que este sea un conjunto ade-
cuado de especies en donde comprobar hipétesis relacionadas

con su filogenia y con los mecanismos que originan su diver-

sidad.

Los caracteres mds utilizados para establecer
la diversidad de especies en LiofLaemus, han sido los de 1a
morfologia externa incluido el patrén de coloracién. Con
estos caracteres en Liofaemus se reconocieron 34 especies y
33 subespecies (2,3,4,). Estudios posteriores basados en
caracteres de esta misma naturaleza modifican esta situa-
cidn. Se describen nuevas especies y se adscriben otras es-
pecies a L{ofLaemus (5,6,7). Otros enfoques se incorporan en
la determinacién del nimero de sus entidades, esto resul-
ta en un mejor conocimiento de 1a variacidn intraespecifica

mediante diversos andlisis biométricos (8,9). El andlisis




cromosdémico también ha sido considerado y apoya algunas ‘de
las diagnosis especificas, al mismo tiempo, estos estudios.

citotaxondmicos han resultado orientadores en el estableci-

miento de grupecs de afinidad cromosdmica (10,11,12,13).

El conjunto de la informacidn taxondmica dis-
ponible en 1la actualidad indicaria que el género estaria
formado por 47 especies y 25 subespecies (14,15). Estas mo-
dificaciones experimentadas por Liofaemus, en la delimita-
cién del nfimero de sus especies y subespecies son indicati-

vas que su sistemiitica se encuentra en estado de flujo.

Las diversas metodologias empleadas aiin re-
sultan insuficientes para dar cuenta de la diversidad de
LioLaemus. Las descripciones morfoldgicas cuentan con poecos
caracteres taxonémicos vilidos para realizar diagnosis espe-
cificas; en la prdctica, la confeccidn de claves se ve difi-
cultada al no contar con estos caracteres. Los analisis bio-
métricos y cromosémicos, si bien en general permiten indi-
vidualizar grupos de especies han sido s6lo aplicados de ma-

nera parcial.

Una metodologia que ha sido ampliamente uti-

lizada (16,17) para poner en evidencia relaciones intra e

interespecificas, es la inclusidn de técnicas electroforéti-




cas provenientes del campo de la bioquimica comparada (18).
Con estos aportes, los andlisis referidos a proteinas permi-
ten contar en los estudios comparativos con nuevos caracte-
res taxondémicos, que son la presencia y/o ausencia de deter-
minadas proteinas e isoenzimas. Un segundo aspecto que pge-
de ser abordado utilizando caracteres bioquimicos, que son-
obtenidos mediante la técnica electroforética, es el recono-
cimiento de especies y de categorias infraespecificas co-
mo son las subespecies y ademas las poblaciones locales. Es-
to se logra estimando a nivel poblacional las diferencias
genéticas entre los distintos grupos que se comparan (19).
Los avances tedricos en genética de poblaciones permiten ex-
presar las diferencias genéticas entre poblaciones como es-
timadores de Identidad Genética (I) y de Distancia Genética
(D), propuestos por Nei (20) y Rogers (21), a partir de las

frecuencias genéticas encontradas.

Los antecedentes sefialados hacen de un alto
interés aplicar el método electroforético al estudio de la
diversidad del género L<{ofaemus. Los resultados de estos
andlisis serdn considerados vy evaluados de conjunto con el
aporte taxondmico de los caracteres cualitativos y cuantita-

tivos de la morfologia externa y los estudios cromosdémicos.
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Los objetivos de la presente tesis son:

Contribuir a precisar la diversidad de taxa representa-
dos en un conjunto de poblaciones de Liofaemus, utili-
zando caracteres de la morfologia externa, citotaxondmi-

¢cos y bioquimicos.

Estimar la variabilidad fenética y genética que presen-
tan un conjunto de poblaciones de Liofaemus, entre las
cuales, de acuerdo al sistema taxondémico formal, es po-

sible reconocer especies y categorias infraespecificas.

»
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MATERIALES Y METODOS

LD

MATERIALES

Se wutilizaron 5 poblaciones de Liofaemus de
la Zona Central de Chile, de la Costa y de la Cordillera
frente a Santiago. Las localidades Yy nimero de ejemplares

analizados son:

Poblacidn 1.

Localidad La Parva, Farellones, 2.800 m. snm. (33° 11.5°
Lat. S. y 70° 29' Long. W.), 49 ejemplares, 23 machos y 26

hembras.

Poblacidén 2.

Localidad E1 Embalse, Valle del Rio San Francisco, 2.500 m.
sam. (33° 10' Lat. S. y 70° 20.6' Long. W.), 21 ejemplares,

15 machos y 6 hembras.

Poblacién 3.

Localidad La Parva, Farellones, 2.800 m. snm. (33° 11.5¢"
Lat. S. y 70° 29' Long. W.), 23 ejemplares, 10 machos y 13

hembras.
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Poblacidn 4.

Localidad Maitencillo 0 a 50 m. snm. (32° 32' Lat. S. y
71° 26' Long. W.), 33 ejemplares, 18 machos y 15 hembras.

»

Poblacidn 5.

Localidad Zapallar, 0 a 50 m. snm. (32° 32* Lat. S. y 71°

27" Long. W.), 20 ejemplares, 10 machos y 10 hembras.

Todos 1los ejemplares se encuentran deposita-
dos en la'Coleccién Herpetoldgica del Departamento de Biolo-
gia Celular y Genética de la Facultad de Medicina, Universi-

dad de Chile (DBGUCH},

METODOS

Se realizd un estudio taxon6émico en 5 pobla-
ciones de Liofaemus, mediante la utilizacidn de caracteres
morfolégicos externos cualitativos, caracteres citotaxondmi-
cos y caracteres bioquimicos. A los estudios taxondmicos si
guen en un orden secuencial un estudio de la variabilidad
fenética y genética intra e interpoblacional y un esquema de
proposiciones basado en el conjunto de la informacidén orien-
tada a establecer las relaciones evolutivas entre los dife-

rentes taxa representados.




DESCRIPCIONES DE LOS TAXA

La descripcidén se realiza mediante caracteres
de la morfologia externa, a partir de los cuales es po-
siblé extraer los caracteres de diagnosis especifica,
utilizando un ejemplar de referencia, que en cada pobla-
cién corresponde a un macho adulto. En éstos se realizé
una descripcién exhaustiva vy secuencial de caracteres,
que comprenden a) cabeza, b) tronco, ¢) extremidades'an-
teriores y posteriores, y d) regidén anal y cola, todos
por su parte dorsal y ventral. Se incluyé también una
hembra adulta, lo que hace posible considerar los carac-
teres sexuales secundarios. Para completar la descrip-
cién se considera el patrén de coloracién en fijacidn de

ambos sexos.

En las descripciones son considerados 42 ca-
racteres de la morfologia externa, de tipo cualitativo,
meristico y de proporciones relativas. [Lstos caracteres
varian entre las poblaciones, de manera que pueden iden-
tificarse de 2 a 4 alternativas o estados del cardcter
(22). De cada poblacifén se tomaron a partir de wuna ta-
bla de niimeros aleatorios, dos machos y dos hembras, pa-
ra constatar que los caracteres considerados no presen-

taban variacién intrapoblacional. El conjunto de carac-
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teres considerados son habitualmente usados en las des-

cripciones de Liolaemus (2).

En el Anexo I se presenta un listado de estos
caracteres y sus respectivos estados del cardcter. En
1a Tabla I-1 del Anexo, la lectura de las columnas per-
mite describir ordenadamente cada una de las poblaciones
que comprenden el material utilizado. Con esta Tabla y
el listado de caracteres pueden identificarse aquellos
que constituyen la diagnosis especifica (rectdngulos,
circulos y cuadrados); ademds se incluyen los caracteres
sexuales secundarios y el patrdén de coloracidn en fija-
cidn. ﬁ

Otro andlisis realizado (lectura de las fi-
las), correspondié a la determinacién del niimero de ca-
racteres compartidos entre las poblaciones. El namero
de caracteres compartidos son utilizados para calcular
valores de similitud S (SSM) (23), con los cuales se ge-

nera un dendrograma mediante el “"Método de Promedio de

Pares' (UPGMA).
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ANALISIS BIOMETRICO

Las variables cuantitativas de la morfologia

externa son 12 (Fig. 1).

1.

Longitud hocico cloaca (HC): desde la punta del hoci-

co hasta el pliegue anterior de la cloaca.

. Ancho cabeza (AC): corresponde a la distancia inter-

timpanica.

. Longitud cabeza (LC): desde la punta del hocico hasta

el borde posterior de las escamas parietales.

. Alto cabeza (aC): medida a nivel de las escamas pa-

rietales.

. Longitud de la extremidad anterior (EA): desde la in-

sercidon del brazo hasta la punta del dedo mayor.

. Longitud de la mano (LM): desde el inicio de las es-

camas plantares hasta la punta del dedo mayor.

. Ancho de la mano (AM): medida a nivel del nacimiento

de los dedos externos.
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10.

11.

11.

. Longitud de 1la extremidad posterior (EP): desde la

insercidn del muslo hasta la punta del dedo mayor.

Longitud de la pata (LP): desde el inicio de las es-

camas plantares hasta la punta del dedo mayor.

Ancho de la pata (AP): medida a nivel del nacimiento

de los dedos externos.

Longitud axila-ingle (AI): desde 1la insercidn del

brazo hasta la insercidn del muslo.

12. Ancho del cuerpo (ac): en la mitad de 1a longitud

axila-ingle.

Las mediciones se hicieron con un pie de metro con

una precisién de 0.05 mm.

Estas variables cuantitativas son analizadas

mediante estadistica descriptiva y andlisis multivaria-

do.

Estadistica Descriptiva

La estadistica descriptiva se presenta en ma-

chos y hembras por separado y consiste en determinar:
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Figura 1: Variables cuantitativas
de Liolaemus,

HC

Longitud hocico ch

LC Longitud cabeza. a
tremidad anterior, LM =
Ancho de la mano. EP =

Longitud de la pata. AP

Longitud axila-ingle., a

4
L
AN

AM

12.

— ¥
“’?% aC
J;;i;;l
AP
Q
v

de la morfologia externa

aca. AC = Ancho cabeza.

C = Alto cabeza, EA Ex-
Longitud de la mano, AM=
Extremidad posterior. LP=
= Ancho de la pata. Al =

¢ = Ancho del cuerpo.
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valores de rango; promedios (i}; error estandard (ES) y

el coeficiente de variacidon (C.V.)

Anilisis Multivariado

Un andlisis (24) se aplicé a ejemplares de

ambos sexos por separado para establecer si existen di-

ferencias significativas intra e interpoblacionales. Se
utilizé la prueba de Hotteling (T2} que permite determi-
nar la validez de la hipdtesis de igualdad de 2 vectores
de promedios de 2 muestras independientes. El otro ana-

lisis fue establecer una medida de distancia fendtica,

se utilizé la distancia de Mahalanobis (Dz), que corres-

ponde a una distancia generalizada, que maximiza las di-

i ferencias entre pares de promedios para aquellas compa-
raciones de caracteres con midxima varianza. Estos valo-
res de distancia fenética se expresan grificamente en un

l dendrograma generado mediante el mé&todo UPGMA.

Las siguientes f6rmulas corresponden a las

pruebas sefialadas:

Prueba de Hotteling (Tz)

Ni  Nj »
T2 = — . (Xi - Xj) S (Xi - Xj)




14.

Prueba de Mahalanobis (Dz)

D2 = (Xi-X) sV (Xi - X3
N = tamafio de la muestra
i = iésima poblacidn
j = jésima poblacién
Xi = vector de las variables para la iésima poblacién
Xj = vector de las variables para la jésima poblacién
st = nmatriz de varianza-covarianza invertida.

ANALISIS CITOTAXONOMICO

El andlisis citotaxondmico en las § poblacio-
nes de Liofaemus, se realizé mediante el estudio de ca-
riotipos, medidas cromosdmicas e idiogramas, a partir de
placas metafisicas. También se utilizé un conjunto de
caracteres cromosOmicos en los cuales es posible deter-

minar estados del caricter.

Obtencién de Placas Metafdsicas

La obtencidn de placas metafdsicas se realiza
utilizando 3 machos y 3 hembras adultos de cada pobla-

cién. Los ejemplares se inyectan intraperitonealmente
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con colchicina (Sigma) al 1% durante 8 a 12 horas. La

dosis utilizada corresponde a 1.0 mg. de colchicina por

gr. de peso.

Cromosomas Metafisicos Mit6ticos

a)

b)

Su obtencidén se realizé a partir de:

Epitelio intestinal y bazo

Procedimiento: a) los trozos pequefios de intestino,

fueron 1lavados y colocados en agua destilada fria
(hipotonia) durante 15 min. Al utilizar muestras de
bazo, el tiempo de hipotonia fue de 45 min.; b) 1la
fijacidn se realizé en dcido acético durante 15 min.;
c) el epitelio del intestino se rasps sobre un porta-
objetos limpio colocdndose un cubreobjetos sobre la
muestra; d) una vez eliminadas las burbujas se afirmé
el preparado con papel absorvente y se hizo presidn
con el pulgar; e) el preparado se colocd en un bafio
de alcohol con hielo seco por 10 min. y el cubreobje-

tos se desprendid con una hoja de afeitar.

Testiculo

Procedimiento: a} el testiculo se corté con tijeras

finas y se disgregé con bisturi y pipeta Pasteur en

solucién de T.C. Hanks (Difco) a temperatura ambien-
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te; b) se centrifugé a 800 r.p.m. durante 5 min.;
c) se elimind el sobrenadante y se agregd KC1 0.075 M
durante 20 min. (hipotonia); d) se centrifugé y luego
se fijé en metanol acético (3:1) durante 20 min.;
e) se hicieron dos o tres lavados en fijador; f) so-
bre portaobjetos limpios se confeccionaron las prepa-

raciones por goteo y se dejaron secar al aire.

Tincién

La tincidn utilizada fue el método de Giemsa:
a) las preparaciones se tifieron durante 10 min. en solu-
cidén Giemsa (Merck) al 4% y pH 7.2 (94 ml. de H,0 desti-
lada, 2 ml. de tampdn fosfato: Na HPO, y KH

PO, 0.06 M);

Z 2" 74
b) se deshidrataron en acetona y xilol; c) se cubrieron

con Histoclad.

Cariotipos

Los cariotipos se ordenaron a partir de re-
producciones fotograficas de placas metafdsicas, su na-
mero diploide se determind al microscopio con aumento
1000 X y en las reproducciones fotogriaficas, sobre la ba

se de un minimo de 5 placas metafdsicas por ejemplar.
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Medidas Cromosémicas e Idiogramas

Las medidas cromesémicas que sirven para
construir los idiogramas consistieron en 1las mediciones
de los brazos cromosémicos estableciendo el cuociente
brazo largo/brazo corto (posicién del centrémero). Las
mediciones fueron hechas en 6 placas metafisicas de ma-
chos y 6 de Lembras por poblacién. La morfologia cromo-
sémica estd referida a la nomenclatura propuesta por Le-

van y col. (25).

Caracteres Cromosdémicos

Se obtiene un conjunto de caracteres Cromosé-
micos y sus correspondientes estados del caricter. E1l
niimero de caracteres compartidos se expresa en valores

de similitud (S); con ellos se generé un dendrograma

utilizando el método UPGMA.
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ANALISIS ELECTROFORETICO

Las electroforesis son realizadas con mues-

tras de machos y hembras adultos (ver Anexo I1}.

El nimero de ejemplares analizados en cada
poblacidn es: L. aftissimus 1 = 11; L. altissimus 2 = 14:
L. Leopandinus = 12; L. n. kuhlmani = 12 y L. n. zapa-

LLanensis = 12.

Los loci se numeran de acuerdo a su distancia
de migracidn, designidndose al aleld mis comin de cada
sistema como marcador de referencia, asignandosele el
valor de 1.0. Los otros alelos son referidos a la mi-
gracidn del alelo de referencia. C(Cada alelo queda en-
tonces designado por su movilidad relativa. Los resul-
tados electroforéticos son utilizados en un anilisis
taxonémico y en un andlisis de la variabilidad genética

intra e interpoblacional y de tiempo evolutivo.

Anilisis Taxondmico

Este andlisis se realizé a partir de los ale-
los de todos los loci identificados, tanto en geles para

isoenzimas y para proteinas totales (incluidas las plas-

midticas y de misculo). Esto permite realizar en las &
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poblaciones un andlisis comparativo en el cual se calcu-
lan valores de similitud (S), con estos valores se cons-

truye un dendrograma, utilizando el mé&todo UPGMA.

Variabilidad Genética

La variabilidad genética es estimada a partir
de las frecuencias génicas, expresadas en medidas intra-
poblacionales: porcentaje de loci polimérficos (P) y he-

terocigosidad poblacional promedio (HL).

La  variabilidad genética interpoblacional
comprende medidas de identidad genética (I) y de distan-

cia genética (D), segiin lo propuesto por Nei (20).

Cdlculo de Identidad Genética (I)

En dos poblaciones diferentes X e Y, dado un
locus K, la probabilidad normalizada que dos alelos de
este locus sea 1déntica en cada una de las poblaciones

es:

£ X1 Yi

(z xi% @ viy /2

a0
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donde:
Xi = frecuencia del i&simo alelo de la poblacidn X
Yi = frecuencia del jésimo alelo de 1a poblacién Y

El indice de I para todos los loci estudiados

se calcula a partir de:

Ixy

(Ix Iy)1/z

donde:
Ix, Iy, Ixy corresponden a los promedios aritméticos so-

bre todos los loci de ¢ Xiz, I Yiz, I Xi¥i respecti-

vamente. I varia entre 0 y 1.

Cdlculo de Distancia Genética (D)

Si la sustitucién de codones dentro de un lo-
cus es independiente de 1la sustitucidn de codones de
otro locus, y el niimero de sustituciones alélicas por
locus sigue una distribucién de Poisson, la distancia
genética puede ser interpretada como una medida del nii-
mero promedio de sustituciones alélicas detectables
electroforéticamente por 1locus. La distancia genética

es estimada por:
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D = -loge I

Con 1los valores de D se construye un dendro-

grama, utilizando el método UPGMA.

Tiempo Evolutivo

El tiempo evolutivo o tiempo de divergencia
de los taxa, se calcula a partir de los valores de D,

mediante la expresién:

donde:

¢ = 5 x 10° anos (26,27).

ANALISIS DE CONJUNTO DE LOS CARACTERES CUALITATIVOS

Con el conjunto de los caracteres cualitati-
vos de la morfologia externa, cromosémicos y bioquimicos
se realiza un andlisis taxonémico. Se determina el nii-
mero total de caracteres compartidos, €stos se expresan
en valores de similitud (S); con los que se construye un

dendrograma mediante el método UPGMA.
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RESULTADGO S

DESCRIPCIONES DE LOS TAXA

Diagnosis Especificas (Tabla I-1, Anexo I)

Poblacién 1. Localidad La Parva (Fig. 2a)

El ejemplar de referencia DBGUCH macho 0319,
presenta los siguientes caracteres de diagnosis: 3} 5
escamas supraoculares; 5) una escama sobresaliente en el
borde anteroposterior del timpano; 15) un miximo de 8
drganos sensoriales por escama en la punta de la cabeza,
regidén orbital y temporal; 16) cuello de igual ancho que
la regidén occipital; 21) pliegue antehumeral ausente;
26) escamas de la regidn dorsal del antebrazo triangula-
res; 28) escamas de la regién ventral del antebrazo 1i-

sas.

Caracteres sexuales secundarios

Macho (HC = 74.7 mm.) mis grande que la hem-
bra (HC = 67.10 mm.) de referencia. Regidn temporal en-

tre el oido y el ojo prominente. Patrdn de coloracién
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dorsal menos meldnice que el de la hembra. Dos poros
anales en el borde posterior de la cloaca. Base de la
cola con dos prominencias que corresponden a los hemipe-

nes.

Coloracidn en fijador

Tanto los machos como las hembras presentan
una notable variacién en su patrén de coloracidn y dise-
flo. Esta variacién corresponde a: ejemplares melidnicos
en su superficie dorsal y plomo oscuro en su superficie
ventral. Ejemplares de dorso gris moteado por la pre-
sencia de escamas con punta de color crema. Ejemplares
con lineas transversales claras y oscuras desde la mitad
del tronco hasta la base de 1la cola, en otros ejemplares
estas lineas se disponen en forma de tridngulo abierto,
sobre las que se ubica una mancha de escamas café con
contorno definido, dispuestas en una corrida intermiten-
te sobre la regién vertebral, y también a ambos costados
se ﬁisponen un conjunto de escamas con este disefio. Al-
gunos ejemplares presentan a lo largo de la cola una 1i-
nea oscura continua y una discontinua lateral a cada la-

do de esta.
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En esta poblacién los machos y las hembras no
presentan diferencias en el patrén de coloracidén y en el

disefio.

Poblacidn 2. Localidad El Embalse (Fig. 2b)

El ejemplar de refereﬁcia DBGUCH macho 0359,
presenta los mismos caracteres de diagnosis que el ejem-
plar de la poblacién 1. Sus caracteres sexuales secun-
darios tampoco presentan diferencias. El color en fija-
dor de los machos y las hembras es de color gris oscuro
con leves insinuéciones de lineas transversales, a dife-
rencia del color en fijador de los ejemplares de la po-
blacidén 1, con variaciones extremas correspondientes a
ejemplares meldnicos y otros con lineas claras y oscuras

transversales nitidas.

Poblacidn 3. Localidad La Parva (Fig. 2¢)

El ejemplar de referencia DBGUCH macho 0821,
presenta los siguientes caracteres de diagnosis: 2) es-
camas supraoculares de menor tamafio que las de la roseta
central; 5) sin escamas sobresalientes en el borde ante-

roposterior del timpano; 9) seis escamas frontales;




10) escamas frontales dispuestas en dos filas longitudi-
nales; 15) con un mdximo de 10 Srganos sensoriales por
escamas en la punta de la cabeza, regién orbital y tem-
poral; 23) flancos con pliegue longitudinal presente;
24) escamas granulares en los flancos; 25) escamas de la
regidén dorsal del brazo circulares; 26) escamas de la
regidn dorsal del antebrazo circulares; 41) escamas dor-

sales de la cola cuadrangulares.

Caracteres sexuales secundarios

Macho (HC = 81.45 mm.) aproximadamente del

mismo tamafio que la hembra (HC 83.20 mm.). Los patro-
nes de coloracidén de estos ejemplares son uniformes.
Las anicas diferencias significativas con la hembra son:
la prominencia en la base de la cola, que corresponde a

los hemipenes y 1la presencia de 4 poros anales en el

borde anterior de la cloaca.

Coloracidn en fijador

En esta poblacidn los machos y las hembras no
presentan diferencias en el patrdn de coloracidn y en el

disefio. La linea vertebral negra es débil, en algunos

ejemplares no se encuentra presente. Las manchas de es-
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camas negras sobre fondo amarillo sdlo varian en su to-

nalidad, presentiandose difusas en algunos casos.

Poblacidén 4. Localidad Maitencille (Fig, 3a)

El ejemplar de referencia DBGUCH macho 0298,
presenta los siguientes caracteres de diagnosis: 5) tres
escamas en el borde anteroposterior del timpano, de ma-
yor tamafio que todas las que rodean al timpano; 14) 6r-
ganos sensoriales presentes ‘en regifn dorsal de la punta
de 1la cabeza y regién orbital; 15) con un miximo de 8
organos sensoriales por escamas en la punta de la cabeza

y regién orbital.

Caracteres sexuales secundarios

Macho (HC = 80.22 mm.) mis grande que la hem-
bra (HC = 68.10 mm.) de referencia. Dos poros anales en
el borde anterior de la cloaca. Base de la cola con dos
prominencias que corresponden a los hemipenes. El pa-
trén de coloracién y el disefio del macho es igual al de

1a hembra.
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Coloracidn en fijador

En la serie de ejemplares analizados, la 11i-
nea vertebral de escamas oscuras y claras y cada una de
las lineas paralelas a estas, dispuestas sobre fondo ca-
fé presentan diferentes grados de nitidez. Algunos

ejemplares tienen una coloracidn negra de fondo.

Los machos y las hembras no muestran diferen-

cias en el patrén de coloracién y en el disefio.

Poblacidn 5. Localidad Zapallar (Fig. 3b)

El ejemplar de referencia DBGUCH macho 0383,
presenta los siguientes caracteres de diagnosis:.S) mas
de tres escamas en el borde anteroposterior del timpano;
14) 6rganos sensoriales presentes en regidn dorsal de la
punta de la cabeza; 15) con un mdximo de seis drganos
sensoriales por escamas, en la regidn dorsal de la punta

de la cabeza.

Caracteres sexuales secundarios del macho

Macho (HC = 91.2 mm.) mds grande que la hem-

bra (HC = 82.4 mm.) de referencia. La regidn temporal




ie

28.

entre el oido y el o0jo es prominente. La hembra presen-
ta el mismo patrén de coloracién que el macho, a excep-
cién de una pigmentacidn azul mis intensa Yy escamas ama-
rillas que este presenta en la parte lateral de la cabe-
za y posterior del oido. Se distinguen tres poros ana-
les en el borde posterior de la cloaca y dos prominen-
cias que corresponden a 1los hemipenes en 1la base de 1la

cola.

Coloracidn en fijador

En esta poblacién 1los machos y las hembras
presentan leves diferencias de coloracidén. Los ejempla-
res de 1la serie analizada tienen a lo largo del dorso
escamas blanquecinas que forman dos lineas nitidas ubi-
cadas hacia el borde con escamas en los flancos de color
azulino. El sector posterior lateral de la mandibula y
del cuello hacia el oido es de color azul intenso y mis
leve en 1las hembras. E1 dorso de estas filtimas es de
color café con distribucidén mis homogénea de escamas con

puntas de color crema.
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Identificacién Taxonémica de las Poblaciones

De acuerdo a las descripciones, los caracte-
res de diagnosis y el patrén de coloracidn realizadas en
este trabajo, conjuntamente con las asignaciones taxoné-
micas dadas en trabajos anteriores (2,3,4), las pobla-

ciones corresponden a:

Poblacidén 1y 2 Liolaemus altissimus Muller y Hellmich,

1933.

Poblacién 3 LioLaemus Leopardinus Muller Yy Hell-

mich, 1932,

Poblacién 4 LioLaemus nigrnomaculatus kuhlmani Mu-

ller y Hellmich, 1933.

Poblacién 5 Liolaemus nigromaculatus zapallarnens is

Muller y Hellmich, 1933,

Para estas 5 poblaciones identificadas taxo-
némicamente se determinan sus valores de similitud mor-
folégica (Sm) (Tabla 1) a partir del ndmero de caracte-
res compartidos de la morfologia externa (Tabla I - 1,
Anexo I). El dendrograma resultante de 1a aplicacién
del método UPGMA se muestra en la Figura 4a. Las pobla-

ciones locales de L. altissimus (1 y 2) presentan un




30.

Sm = 100 y no se diferencian morfoldégicamente entre si.
Las subespecies de L. nigromaculatus (4-5) muestran una
Sm = 92.85 y forman un grupo con las poblaciones de L.
altissimus a un valor de Sm = 76.19 (1-2 / 4-5). L.
Leopandinus, representa un extremo de la diferenciacién
morfolSgica de este grupo de poblaciones, separdndose de

las anteriores a un valor de Sm = 66.82 (1-2 / 4-5 / 3).

ANALISIS CITOTAXONOMICO

Los resultados del estudio cromosdmico en las
5> poblaciones de Liofaemus son presentados en carioti-

pos, medidas cromosdmicas, idiogramas y dendrograma.

Cariotipos (Fig. 5a, b, c)

El cariotipo de L. aftissimus 1, tiene un ni-
mero diploide (2n) de 32 cromosomas con 6 pares de ma-
crocromosomas (M) y 10 pares de microcromosomas (m) ¥y
un Nimero Fundamental (NF) de 44 brazos cromosémicos.
Los pares 1,3,4,5 y 6 de macrocromosomas son de morfolo-
gia metacéntrica, el par 2 es submetacéntrico y presenta
una constriccidén secundaria subtelomérica en ambos homd-.

logos del brazo largo. Los microcromosomas disminuyen
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gradualmente de tamafio, siendo el primer par telocéntri-

Co, los 9 pares restantes son puntiformes.

El cariotipo de L. alitissimus 2, no presenta
diferencias cromosémicas con el cariotipo de L. alt{ss.i-

mus 1.

El cariotipo de L. Leopardinus, tiene un
Zn = 30 y un NF = 42, con 6 pares de macrocromosomas y 9
pares de microcromosomas. Todos los macrocromosomas y
el primer par de microcromosomas presentan las mismas
caracteristicas que 1los cariotipos de L. altissimus ..
Los 8 restantes pares de microcromosomas son puntifor-

mes.

Los cariotipos de L. nigromaculatus kuhlmand
Y L. n. zapallarensis, presentan un 2n = 40 y un
NF = 52, con 11 pares de macrocromosomas y 9 pares de
microcromosomas. Los pares 1 y 2 de macrocromesomas no
se diferencian en su morfologia de los pares respectivos
determinados en los 3 cariotipos anteriormente descri-
tos. Los pares 3 al 6 son subtelocéntricos Yy los pares
7 al 11 telocéntricos y de menor tamaiio que los dos pri-
meros. Los 9 pares de microcromosomas son puntiformes.

Ninguna de las 5 poblaciones Presentan pares cromosdémi-
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cos heteromférficos, ni asociados al sexo.

Medidas Cromosdmicas (Tabla 2) e Idiogramas

Con 1las medidas de los cromosomas de las 5
poblaciones, se confeccionan los idiogramas que se mues-

tran en la Figura 6.

Los cariotipos de las dos poblaciones de L.af
tissdimus y el de la poblacidn de L. Leopardinus no mues-
tran diferencias en las mediciones de sus macrocromoso-
mas. Sin embarpo, el cariotipo de L. Leopardinus con un
par menos de microcromosomas tiene una longitud total
mayor de su sector de microcromosomas (21.17%). En am-
bas poblaciones de L. afitissimus, las mediciones corres-

ponden a 18.96% y 19.78% respectivamente.

»

El conjunto de macrocromosomas de L. n. kuﬁt-.
mani y L. n. zapallanensis presenta una 1ongitud' rela-
tiva similar. La longitud del primero y segundo par de
macrocromosomas al igual que en los otros cariotipos
analizados, representa una medida relativa del set ha-
ploide que es constante en todas estas poblaciones. El

resto de los macrocromosomis representa un  sector mas

variable del cariotipo. Los microcromosomas en 1los ca-

t
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riotipos de L. nigromacufatfus representan en relacién al
set haploide un sector de menor tamaiho relativo que el

determinado en las otras poblaciones analizadas.

A partir del andlisis citotaxonbémico se de-
termina un conjunto de caracteres cromosdmicos (Tabla
I-2, Anexo I), para los cuales se determinan sus valores
de similitud cromosémica (Sc) (Tabla 1). El dendrograma
resultante de la aplicacién del método UPGMA se muestra
en la Figura 4b. Las poblaciones locales de L. altissi-
mus (1-2) tienen una Sc = 100, este valor también lo pre
sentan las subespecies de L. nigromaculatus (4-5). Las
poblaciones locales de L. altissimus y L. Leopardinus
forman una agrupacién a una Sc = 62.5 (1-2 / 3), de este
grupo se separan las subespecies de L. nigromacufatus a

un valor de Sc = 25.0 (1-2 / 3 / 4-5).

ANALISIS ELECTROFORETICO. CARACTERES BIOQUIMICQS

Mediante el andlisis electroforético se iden-
tifican 27 loci y sus respectivoes alelos (Tabla I - 3,
Anexo I). A partir del niimero de caracteres compartidos

en las 5 poblaciones se establecen los valores de simi-

litud bioquimica (Sb) (Tabla 1). Con estos valores se




Variables

HC .
AC
LC
aC
EA
LM
D AM
EP
LP
AP
AI
ac

Variables

HC
AC
LcC
aC
EA
LM
E AM
EP
Lr
AP
AT
ac

A
C

L. Leopardin

Tabla 3 (Continuacidn)

Rango X
59.9 80,2 68.5
11.0 16.4 13.6
13.4 18.5 15.8

8.3 12.5 10.0
21.0 28.4 24.8
9.4 12.1 10.9
3.4 5.1 4.1
34.4 44.8 39.7
16.5 21.5 15.0
3.8 6.4 4.8
25.4 36.2 30.5
14.5 23.1 17.6

Rango X
70.2 94.% 81.6
14.1 20.7 16.9
12.4 23.9 19.5

9.2 13.8 11.6
25.2 36.7 32.6
9.9 16.4 14.2
4.5 6.1 5.5
38.4 56.7 50.0
19.1 26.4 23.9
4.8 7.2 6.4
33.0 45.5 38.0
18.1 30.0 23.4

us (n=10); D=,

E=1L.n, zapallfarensis (n = 10).

X = promedio (mm
te de variacidn.

Las variables corresponden a las sefialada

Métodos (pﬁging

); ES = error estandard;

W, 11 y figura 1}.

ES

1.67
0.38

0.28
.46
.20
.12
.67
.37
.14
.70
-55

Coocoocooo

ES

.93
.78
.23
42
.24
.65
.18
«73
.23
.25
.24
42

OO uw OO OaD

n. buhimans

c.v.

10.34
12.04
10.74
12,20
8.04
7.98
13.47
7.24
8.32
12.95
5.84
13.30

c.v.

11.34
14.39
20.05
11.54
12.05
14.69
10.44
10.95

9.84
12.68
10.32
19.15

43.

L. aliissimus 1 (n = 23}; B =1L, altissimus 2 (n = 15);

(n = 18);

5 en Materiales

C.V., = coeficien-

Y




TABLA g4

Promedios, medidas de dispersién y variabilidad de
las hembras de 5 poblaciones de Liofaemus

Variables Rango X ES C.v.
HC 56.4 75.1 66.2 0.99 7.66

AC 10.7 14.7 12.3 0.17 7.37

LC 11.3 16.0 13.7 0.21 8.06

ac 6.2 9.1 7.9 0.13 8.61

EA 21.1 27.5 24 .9 0.37 7.31

A EM 8.4 13.0 11.1 0.22 10.22
AM 3.3 4.8 1.0 0.07 10.01

Ep 31.2 42.0 37.3 0.54 7.38

LP 16.4 21.1 18.4 0.30 8.48

AP 3.8 5.0 4.4 0.06 7.80

AT 25.1 40.0 33.6 0.69 10.48

ac 14.2 24.6 18.8 0.50 13.51
Variables Rango X ES c.v.
HC 56.9 70.0 61.0 1.93 7.77

AC 10.6 12.9 11.6 0.34 7.27

LC 12.6 14.5 13.4 0.28 5.19

ac 6.5 8.8 7.4 0.31 10.49

EA 20.9 26.3 23.5 0.86 8.98

B LM 10.0 712.1 10.7 0.34 7.87
AM 3.3 4.2 3.6 0.14 - 9.53

Ep 33.6 41.0 37.0 1,25 8.28

LP 16.8 21.2 18.3 0.64 8.61

AP 3.4 5.0 4.3 0.22 12.81

AI 26.1 40,2 29.8 2.18 17.88

ac 13.4 "18.1 15.8 0.75 11.60
Variables Rango X ES c.v
tHC 65.8 89.2 81.6 1.77 7.84

AC 13.0 18.1 16.0 0.40 9.m

LC 14.0 19.9 17.5 0.39 8.04

aC 7.6 11.1 9.8 2.58 9.48

EA 29.7 35.7 32.9 0.52 5.79

C LM 13.4 15.3 14.3 0.16 4,15
AM 4.5 5.8 5.1 0.12 8.63

Ep 45.4 53,8 50.2 0.58 4.23

LP 20.8 25.8 24,2 0.36 5.46

AP £.9 6.5 5.8 0.15 9.57

Al 28.6 41.7 38.0 1.07 10.16

ac 16.1 30.5 23.5 0.99 15.28
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Tabla 4 (Continuacién)

Variables

HC

1 AC
LC

aC

EA

LM

b AM
EP

LP

AP

AT

\ ac

Variables

HC
AC
LC
aC
EA
LM
AM
Ep
Lp
AP
Al
ac

Rango X
52.3 71.9 61.8
8.9 14.1 11.0
12.4 15.2 13.6
6.8 9.6 8.0
20.0 25.5 23.1
8.8 11.6 10.1
2.9 4.9 3.5
30.0 39.5 34.5
11.6 19.1 16,3
3.2 5.1 4.1
26.6 36.9 29.9
11.8 22,7 15.9
Rango X
68.9 99.8 80.9
11.4 16.9 14.9
15.2 19.0 17.1
8.7 16.6 11.1
28.9 35.1 31.5
11.7 16,2 13.5
4.7 6.3 5.1
44.0 50.7 47.3
20.0 24.1 22.0
5.2 6.6 6.1
32,7 46.8 39.6
17.8 27.0 23,5

ES

1.48
.37
0.24
0.20
0.44
0.20
0.12
0.74
0.45
0.13
0.85
0.91

==0o0ooCcCcoocoomnn
. . T e et v s e s e
ofim
=]

45,

c.v.

9.27
13.22
6.99
10.23
7.46
7.76
14.27
8.37
10.94
13.28
11.87
22.15

C.v.

10.70
11.15
§.88
20.58
5.60
9.44
9.51
5.47
5.54
8.01
12.57
13.90

A =L, altissimus 1 (n=26); B =g, altissimus 2 (n = 6);
(n=13); D=1y, p. kuhtmani (n = 15);
E = L. n. zapallarens.is (n =10).

C = L. Leopardinus

X = promedio {mm} ;
te de variacién.

ES = error estandard;

Las variahles corresponden a las sefialadas
Métodos {pdgina 10, 11 y figura 1).

1

c.v.

= coeficien-

en Materiales Yy




TABLA 5
Comparaciones Intrapoblacionales.
Valores de Hotteling (Tz) y

Valores de F

Pares
Macho-Hembra T2 F
1 252.8 16, 14%
2 47.0 1.56
3 106.9 4,24%
4 96.6 5.28%
5 52.8 1.57

*  Valores de F significativos para p < 0.05

1 =1, altissimus 1, 2 =1, allissimus 2
3 =L, Leopardinus s 4 =L, n., huhlmani H

S =1, n. zapallarensis,

46,
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TABLA &6
Comparaciones interpoblacionales. Valores de

Hotteling (Tz) y Valores de F

Machos Hembras
Pa?es 2 2
Poblacionales T F T F

1T -2 135.3 7.83 29.5 1.56%
1 -3 328.7 17.24 483.8 28,69
1 -4 367.8 23,84 96.5 5.80
1-5 151.5 8.14 273.8 15.43
2 -3 286,5 8.95 366.4 10.78
2 - 4 184.9 9.94 57.9 2.03%
2 -5 496.5 15.51 276.1 4.93
3 -4 980.2 44,72 809.6  38.92
3 -5 261.0 8.46 37.3 2,27%
4 - 5 141.8 6.79 242.6 10.53

* Los valores de F no son significativos para p < 0.01,

1 =L, altissimus 15 2 = L, altissimus Z; 3 =1, Leopar-

dinusd; 4 = L, n, huhlmani; 5 = L, n. zapallarensis.
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TABLA 7
Comparaciones interpoblacionales. Valores de

Distancia de Mahalanobis (DZ)

i YA 3 4 5
1 14,9 46.0 36.4 21,7
2 6.1 47.7 22,6 82,2
3 56.5 89.2 152,5 52,2
4 10.2 13.5 116.3 22,1
5 37.9 73,6 10.1 48.4

3
Sobre la diagonal comparaciones entre machos,

Bajo la diagonal comparaciones entre hembras,

T = L. altissimus 15 2 =L, altissimus 2; 3 =L, Leopar-

dinus; 4 = L, n, kuhlmani; 5 = L, ne zapallarensis.
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TABLA 8
Frecuencias alélicas en § poblaciones de Li{iofaemus
Poblaciones

Locus alelo 1 2 3 4 5
Hb-2 1.00 - - - 1.00 1.00
Hb - 1 1.00 1.00% 1.00 b : .
Hb-3 1.00 = - 1.00 - -
EST-1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
EST-2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
ME-1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
ME-2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
LDH-A 1.00 - - 1.00 1.00 1.00

1.56 1.00 1.00 - - -
LDH-B 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
TO-1 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00
TO-2 1.00 - - - 1.00 1.00
, 1.08 - - 1.00 - -
TO-3 -1.00° . - 1.00  1.00 1.00
MDH-1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
MDH-2 =-1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
GPD-1 -1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
GOT-1 -1.00 1.00 1.00 0.92 0.67 1.00

-0.57 - - 0.08 0.33 -
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Tabla 8 (continuacién)

Poblaciones
Locus alelo 1 2 3 4 5
Ppt-19 1.00 1.00  1.00 1.00 1.00 1.00
Ppt-2 1.00 1.00  1.00 1.00 0.92 0.92
0.94 - - - 0.68 0.08
Ppt-3 1.00 0.73 1.00 1.00 1.00 1.00
0.88 0.27 - - - -
Ppt-4 1.00 - - 1.00 - 1.00
Ppt-5 0.95 - - - - 0.92
1.00 1.00 0.89 0.95 0.9 0.08
1.04 - 0.11  0.05 0.04 -
Pm-1° 1.00 1.00  1.00 1.00 - -
Pm-2 1.00 1.00  1.00 1.00 1.00 1.00
Pm-3 1.00 1.00  1.00 1.00 - -
Pm-4 1.00 1.00 1.00 1.60 1.00 1.00
Pm-5 1.00 - - 1.00  1.00 1.00
0.66 1.00 1.00 - - -
Pm-6 -1.00 1.00  1.00 1.00 1.00 1.00

a = el alelo estd presente en todos los ejemplares de la

poblacién; b = el alelo no estd presente; c = movilidad
catodica; d = proteina plasmitica; e = proteina en mis-
culo.

1= L. altisédmus 1; 2 = L. altissimus 2; 3 = L. Leopanr-
dinus; 4 = L. n. kuhfmani; 5 = L. n. zapallanensis.
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TABLA 9
Porcentaje de loci polim6rficos (P) y heterocigosidad

poblacional promedio (ﬁi)

Poblaciones P HL
L. attissimus 1 0.055 0.017
L, altissimus 2 0,044 0.010
L. Leopandinus 0.042 0.011
L. n. kuhfmani 0.091 0,011
L. n., zapallarensis 0.087 0.014

Se considera un locus polimérfico cuando la frecuencia

del alelo mds comiin es < 0.95.
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TABLA 10

Valores de Identidad Genética (I) y Distancia Gené&tica (D)

1 2 3 4 5
1 0.991 0.767 0.713 0.722
2 0.004 0.776 0.722 0.731
3 0.264 0.253 0.814 0.784
4 0.338 0.324 0.205 0,907
5 0.325 0.312 0.242 0.097

Sobre la diagonal : Identidad Gen&tica.

Bajo 1la diagonal : Distancia Genética,

1 =L, altissimus 1; 2 = [, allissimus 2; 3 = L, Leopanr~

dinus; 4 = L, n. kuhlmani; 5 = L, p, zapallarensis,
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genera el dendrograma que se muestra en la Figura 4c.
Las poblaciones locales de L. attissimus se diferencian
entre si a una Sb = 94,28 (1-2). Las subespecies de 1.
nigromaculatus presentan una Shb = 88.57 (4-5) y forman
un grupo con L. feopardinus a un valor de Sb = 71.48
(3 / 4-5). Este ETUpPO se separa de las poblaciones 1lo-
cales de L, altissimus a un valor de Sb = 62.85 (1-2 /

3/ 4-5).

ANALISIS DE CONJUNTO DE LOS CARACTERES CUALITATIVOS

Utilizando toda 1la informacidn taxondmica
(Tabla I-1, I-2 vy I-3, Anexo I) se determinan los valo-
res de similitud total (St) (Tabla 1). El dendrograma
resultante se muestra en la Figura 4d. Las vpoblaciones
locales de L. afltissimus se diferencian entre si a un
valor de St = 97.64. Las subespecies de [, nigromacula-
fus tienen valores de S = 91.76. Las agrupaciones que
S€é muestran en el dendrograma estdn formadas por las po-
blaciones locales de L. altiss imus Y L. ZLeopardinus
(S5t = 65.87), estas poblaciones se separan de las subes-

pecies de L. nigromacufatus a un valor de St = 64.69.
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5. VARIACION INTRA E INTERPOBLACIONAL DE CARACTERES CUANTI-

TATIVOS

5.1. Distancias Fenéticas

La Tabla 3 muestra las mediciones realizadas
en los machos. E1 cV para todas 1as medidas del

conjunto de ejemplares utilizados alcanza valores

entre 4.92% y 14.69%, con excepcién del largo de la
cabeza (CV = 20.05%) Y ancho del cuerpo (CV=19.15%)
de L. n. zapallarens is, que presentan valores ex-

tremos.

La Tabla 4 presenta las mediciones y los mis-
mos estadigrafos para las hembras. Los CV muestran
que las mediciones son mis variables que en los ma-
chos. Las hembras de L. altissimus ¢ presentan pa-
ra la distancia axila-ingle un CV = 17.38%. En las
hembras de L. Leopardinus Yy de L. n. huhlmani el

ancho del cuerpo tiene un CV de 15.28% y 22.15¢

respectivamente. Las hembras de L. n. zapatfaren-
444 presentan para el alto de la cabeza wun CV de
20.58%. EI resto de los C(V fluctfian entre 5.19% y
13.90%.
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Las comparaciones intrapoblacionales entre
machos y hembras (Tabla 5) de L. altissimus 1, L,
Leopandinus y L. n. huhlmani muestran valores de F
significativos (p < 0.05), indicando dimorfismo
sexual. En cambio, las poblaciones de L. alliissi-
mus Z y L. n. zapallfarensis no presentan dimorfismo

sexual.

El Test de Hotteling en las comparaciones in-
terpoblacionales se realizd para machos vy hembras
por separado. Los resultados de los machos mues-
tran que todos sus F (Tabla 6) son significativos
(p < 0.01). Las hembras presentan diferencias sig-
nificativas (p < 0.01), para 1los pares 1-3, 1-4,
1-5, 2-3, 2-5, 3-4 y 4-5. No presentan diferencias
significativas 1los pares correspondientes a L. aqf-
Tissimus 1 con L. altissimus 2; L. aliissimus ? con
L. n. Ruhfmani y L. Leopandinus con L. n. zapalla-

RERALS .

Distancia de Mahalanobis (QE) Yy Dendrograma

Las Distancias de Mahalanobis (Tabla 7} con-
siderando por separado los machos y las hembras son

empleadas en la construccién de dendrogramas (Fig.
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7a 'y b). Se destacan las diferentes agrupaciones
de los machos y de 1las hembras. En los machos un
grupo estd formado por las poblaciones de L. af-
Lissaimus, otro grupo lo forman las subespecies de
L. nigrnomaculatus y se separa de estos L. Leopanrdi-
nus. Ln las hembras se agrupan las poblaciones de
L. altissimus con L. n. kullmani y L. n. zapalla-

nensds se une a L. Leopardinus.

Distancias Genéticas

El andlisis de las frecuencias génicas se
realiza con un total de 16 enzimas y 11 proteinas
(5 plasmiticas y 6 en misculo), codificadas por 35

alelos presuntivos, que corresponden a 27 loci.

Las determinaciones de movilidad relativa y
las frecuencias alélicas para los 27 loci se mues-
tran en la Tabla 8. Los sistemas TO-3, MDH-2, GPD,
GOT, y Pm-6 son de movilidad catdédica, los restan-

tes sistemas son anbédicos. Presentan polimorfismos

" los sistemas GOT en las poblaciones de L. fLeoparndi-

nus y L.n, hauhfmani; la Ppt-2 en las poblaciones de

Lon. kuhfmand y L.n. zapallanensis; la'Ppth en la
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poblacién de L. altissimus 1 y la Ppt-5 en las po-
blaciones de L. altissimus 2, L. Leopandinus, L. n.

kuhlmani y L. n. zapallarensis.

Variabilidad Gené&tica Intrapoblacional

En 1la Tabla 9, se presentan los valores de P
y H . El porcentaje de loci polimérficos mids alto
lo presentan 1las subespecies de L. nigromaculatus.
La heterocigosidad ﬁobiacional promedio presenta
distintos valores. L. Leopardinus Yy L. n. khuhlmani

presentan los mismos valores de H; .

Variabilidad Genética Interpoblacional

Los valores de I y de D se presentan en la
Tabla 10. Los valores de I mis altos se observan
entre las poblaciones 1locales de L. alftissimus
(0.991); las subespecies de L. nighomaculatus pre-
sentan valores ligeramente menores (0.907); valores
intermedios 1o presentan las poblaciones alopdtri-
das de L. <leopardinus y L. n. zapallarens is
(0.815), y los menores valores se presentan entre

las poblaciones simpdtridas de L. aftissimus 1 y L.
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Leopardinus (0.767).

Con 1los valores de D, se confecciona el den-
drograma que se muestra en la Figura 7¢, el cual

resume la variabilidad genética interpoblacional.

Tiempo Evolutivo

Sobre los nodos del dendrograma que represen-
tan las agrupaciones de las distintas poblaciones
(Fig. 7¢), se indica el tiempo evolutivo o tiempo
de divergencia calculados entre poblaciones. Estos
valores (Tabla 11) corresponden al tiempo necesario
para que se acumulen las diferencias genéticas, de
acuerdo con los supuestos utilizados en ei cdlculo
de D y su constante de proporcionalidad (c) (26,

27).

Estos valores para las poblaciones locales de
L. altissimus son de 20.000 afios; para el par de
subespecies de L. nigromaculatus de 488.000 afios;
para el par de poblaciones alopdtridas de L. Leg-
pardinus con L. n. kuhlmani de 1.025.000 afios y pa-
ra él par de especies simpdtridas de L. alit.iss.imus

1 con L. Leopardinus de 1.224.000 afios.
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TABLA 1

Valores de Similitud (S) de caracteres cualitativos

Pares Similitud Similitud  Similitud Similitud
Poblacionales morfolégica cromosdmica bioquimica total
(Sm) (Sc) (Sb) (St)
1 -2 100,0 100.0 94.28 97.64
1 -3 66.60 62.50 62.85 64.70
1 -4 76.19 25.00 60.00 63.52
1«5 76,19 25.00 55.50 62,35
2 -3 66.60 62,50 68.57 67.05
2 -4 76.19 25,00 65.71 65.88
2 -5 76.19 25,00 55.50 62.35
3 - 4 69,04 25.00 74.08 67.05
3 -5 69.04 25,00 71.48 64,70
4 - 5 92.85 100,00 85.71 91.76

1]

—
[’

L. altissimus 15 2 = L. altissimus 2; 3 = L, Leopandinus;

-9
I

= L. n, huhlmani; 5 = L, n. zapallarensis,
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TABLA 3

Promedios, medidas de dispersidn y variabilidad de
los machos de 5 poblaciones de LioLaemus

Variables Rango X ES c.v.
HC 60.9 382.1 71.2 1.18 7.95

AC 11.4 16.2 13.8 0.25 8.86

Lc 12.8 17.0 14.9 0.24 7.75

aC 7.7 10.2 8.7 0.15 8.46

EA 21.6 31.3 26.9 0.55 9.85

L 10.5 14.5 '12.5 0.21 8.39

AM 3.5 5.7 4.3 0.08 9.44

EP 35.9 47.2 41.9 0.59 6.85

LP 17.7 23.6 20.4 0.26 6.20

AP 4.3 6.0 1.9 G.10 9.35

Al 25.4 38.7 32.6 0.74 10.93

ac 15.7 22.4 8.5 0.37 9.67
Variables Rango X ES C.v.
HC 58.5 78.0 66,2 1.25 7.37
AC 11.6 16.0 13.2 0.32 9.53

Lc 13.5 19.4 15.6 0.41 10,29

aC 7.2 9.9 8.5 0.22 10.23

EA 22.0 30.1 26.4 0.50 7.35

LM 10.4 13.8 11.8 D.22 7.30
AM 3.5 5.0 4.1 0.09 9.23

Ep 35.4 44.9 39.4 0.63 6.19

LP 18.3 21.6 19.4 0.24 4,92
AP 3.8 5.5 4.7 0.10 8.55
Al 24.5 37.6 30.2 0.82 10.59

ac 12.3 20.9 17.0 0.59 13.57
Variables Rango X ES c.v.
HC 68.6 89.3 84 .4 2.06 7.74

AC 13.0 17.4 16.1 0.38 7.54

LC 16.7 20.2 18.3 0.31 5,36

aC 8.3 10.7 10.1 0.23 7.40

il EA 29.8 -34.4 32.4 0.51 5.05
LM 13.1 15.9 14.7 0.26 5.79
AM 4.5 6.0 5.3 0.13 8.42
EP 46.0 57.8 53.2 1.01 6.05

LP 22.8 27.3 25.1 0.43 5.54
AP 5.1 6.3 5.8 0.12 6.73
Al 29.0 40.4 36.4 1.08 9.42

ac 17.9 24,7 21.5 .66 9.75
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TABLA 11
Valores de Tiempo Evolutivo

(miles de afios)

1 2 3 4 5 ,
1 - 20 1320 1690 1625
2 - - 1265 1620 1560
3 - - . 1025 1210
1 . - - 2 488
5 - - - - -

1 = L, altissdmus 1; 2 = L, aliissimus 2, 3 =1, Leo-

pardinuss 4 = L, n, huhmani; 5 =1, n. zapallarensis,
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TABLA 12

Correlacidn de los Valores
de Similitud

Sm Sc Sb St
Sm - 0.678 0.695 0.393
Sc - - 0.782 0.886
Shb - - - 0.918

st - - - -

Todos los valores son significativos para p < (.05.

Sm = similitud morfolégica; Sc = similjitud cromosd-’
mica; Sb = similitud bioquimica; St = similitud to-

tal.

-




Figura 2:
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Ejemplares de referencia de la descripcifn taxo-

ndémica.

a) Poblacién 1. Localidad La Parva.

0319 macho y 0809 hembra.

b) Poblacién 2. Localidad E1l Embalse.

0359 macho y 0376 hembra.

c) Poblacidén 3, Localidad La
0821 macho y 0820 hembra.

Parva.

Ejemplar

Ejemplar

Ejemplar
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Figura 3:
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Ejemplares de referencia de la descripcidn taxo-

némica,

a) Poblacibén 4, Localidad Maitencillo. Ejemplar

0298 macho y 0305 hembra.

b) Poblacién 5, Localidad Zapallar. Ejemplar
0383 macho y 0841 hembra.
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Figura 4: Dendrogramas de caracteres cualitativos.

S = similitud
a) Sm = similitud morfol6gica
b) Sc = similitud cromosémica
c) Sb = similitud bioquimica

d) St = similitud total

1 =L, altissimus 1; 2 = L, altissimus 2; 3= |,
Leoparndinus; 4 = L, n, kuhlmani; 5 = L, n. za-

pallanensis,




90 1003
I ]

' |

— 4

-————» {

%3

[

vy

I

58.




59,

318 KB Xy 843 858 Al a

xg “ KR AR X% =» b

“ B e & » S .-
7 15

KY % ﬂﬂ nh A“ )\1\ ﬁf\ ‘\h AAC _-h AR

2 9 10 N
- - P - a» LR} -w - . . -9
12 20 | |
10 um

Figura 5: Cariotipos.
a) L. aftissdimus DBGUCH 0376 macho; b) L. Leopan-

dinus DBGUCH 0240 macho; ¢) L. n. kuhlmand NDBGUCH

0381 macho.
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Figura 6: Idiogramas.
m = microcromosocmas
a) L. altissimus 1; Db) L. altissimus 2; c) L.

Leopandinus; d) L. n, kuhfmani; e) L. n, zapa-

LLarensis.
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Figura 7:
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DISCUSION

En 1la Familia Iguanidae estin incluidos mis
de 50 géneros. De estos, tres son altamente diversificados,
Anolis cuenta con mids de 200 especies, Scefoporus con mis de
70 y Liolaemus de acuerdo con estimaciones, podria estar
constituido por unas 100 especies (28). El resto correspon-
de a géneros poco diversificados, ninguno con mids de 10 es-

pecies, excepto Tropidurus en el cual se reconocen 20 (4,

28}).

Las especies de los géneros Anolis y Scelopo-
hus son bastante conocidas desde el punto de vista distribu-
cional, de su osteologia, cromosomas, comportamiento, ecolo-
gia vy genética, lo que ha permitido establecer, mediante un
andlisis combinado de esta informacidn, su diversidad y pro-
poner hip6tesis sobre su origen y poblamiento (29,30,31,32).
Si a estos datos se agregan eétudios geoldgicos y de regis-
tro paleontolégico, es posible dimensionar temporalmente la
ocurrencia de estos acontecimientos evolutivos. Algunos de
estos trabajos son orientadores en el estudio de la diversi-

dad y procesos evolutivos en Liofaemuas.
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DELIMITACION DE ENTIDADES ESPECIFICAS Y SUBESPECIFICAS

1

s

Caracteres de la Morfologia Externa

E1 conjunto de caracteres cualitativos de la
morfologia externa con los que se han descrito y
comparado las poblaciones, muestran que estos son
resolutivos en la delimitacién de especies y subes-

pecies.

El presente trabajo significa un avance meto-
dolégico, en relacién a aquellos realizados por
Donoso-Barros (2). Se propone realizar descripcio-
nes ordenadas wutilizando un mismo conjunto de ca-
racteres para cada taxén, identificar sin ambigue-
dad caracteres de diagnosis distintiva y considerar
el patrén de coloracién. Ademds, el método pro-
puesto permite establecer comparaciones entre espe-
cies y subespecies utilizando valores de similitud
(S), que Trepresentados grdficamente (dendrogramas)
sefialan las relaciones fenéticas establecidas para

los taxa identificados.
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Caracteres Cromosémicos

El conjunto de caracteres cromosdémicos con-
firman 1las delimitaciones de estas especies, rea-
lizadas mediante el uso de caracteres de la morfo-

logia externa.

Un total de 6 revisiones de la informacidn
cromosdmica en Iguanidae han sido realizadas, y re-
cientemente puestas al dia por Peccinini-Seale (33,
34). El1 nivel Beta (35) de andlisis cromosémico
que considera el nimero, morfologia, longitud de
los cromosomas, y la identificacién de cromosomas
sexuales, muestra que los cariotipos aqui conside-
rados no difieren de los mds representativos de es-

ta Familia.

De acuerdo con 1la evidencia disponibie en
LioLaemus, un alto ndmero de sus especies tienen
cariotipos con 12 macrocromosomas de morfologia me-
ta y submetacéntrica y con un conjunto variable de
microcromosomas. Algunas especies presentan varia-
ciones del nimero y de la morfologia de estos ma-
crocromosomas (12,13), y se conoce un solo caso en

el cual se presenta variacidén intraespecifica (36).
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El uso de este nivel de andlisis cromosémico ha re-
sultado orientador en el estudio de 1la diversidad

de este grupo de especies.

La incorporacifén del nivel Gamma (35), que
considera entre otros andlisis las técnicas de ban-
deo C, heterocromatina constitutiva y bandeo G,
Giemsa-tripsina podria aumentar la resolutividad de
los andlisis cromosémicos, agregando nuevos elemen-
tos de la estructura cromosémica para el andlisis

comparativo.

Caracteres Biogquimicos

Los caracteres bioquimicos, proteinaé e iso-
enzimas, permiten delimitar especies y subespecies,
Yy ademds proporcionan marcadores genéticos con los
cuales pueden reconocerse las poblaciones locales
de L. altissimus. Diferencias entre estas pobla-
ciones no se evidencian con los anidlisis de la mor-

fologia externa y cromosémicos.

El dnico estudio electrofordtico realizado
recientemente es el de Ortiz, en el ""grupo ndigroma-

culatus” (37). Quien mediante el método UPGMA
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agrupa las especies utilizando valores de similitud
(S}. Sus resultados indican que L. n. kuhfmani y
L. n. zapallarensis tienen un valor de S = 0.700,
lo que junto a datos de la biometria y -ecologia de
estos taxa, le permiten proponer que se trataria de.

especies diferentes.

En nuestro trabajo el valor de S obtenido por
el mismo método de andlisis en estas subespecies es
de 0.857. Si se considera el valor de identidad
genética (I), que corresponde a 0.907, este nuevo
antecedente permite discutir la proposicién de Or-
tiz (37), ya que las diferencias gené&ticas encon-
tradas no son suficientes por si solas, para justi-

ficar rango de especies para estos taxones (19).

AGRUPACIONES DE POBLACIONES GENERADAS POR LOS CARACTERES

CUALITATIVOS

Varios métodos han sido desarrollados para
representar grificamente las relaciones entre taxa a
partir de uno o varios conjuntos de caracteres (38,39).
Estos difieren en la clase y cantidad de informacidn que

llevan y en cuanto a que permiten o no inferir relacio-
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nes filogenéticas.

La representacién aqui usada son dendrogramas
Yy las agrupaciones generadas se basan en la similitud
fenética entre poblaciones. Al someter a una prueba de
correlacién los valores de similitud (Tabla 1) obtenidos
en forma independiente a partir de los datos de la mor-
fologia externa, de los cromosomas y de las proteinas e
isoenzimas, ella da una correlacién positiva (Tabla 12).
Esto significa que en forma independiente al conjunto de
caracteres que se considere, las poblaciones se ordenan
en forma similar de acuerdo a sus valores de similitud,
las que estdn en correspondencia con la jerarquia taxo-
némica; es decir, tanto a nivel de la morfologia, cromo-
somas y proteinas e isoenzimas, el par de poblaciones
locales presenta una mayor similitud fenética que el par
de subespecies y éstas a su vez que las especies. .Sin
embargo, las agrupaciones de poblaciones representadas
grificamente en los dendrogramas no son las mismas seglin
el sistema biol6gico que se analice. Estas agrupaciones
representan relaciones entre taxa, y las diferencias
que se establecen, ademis, pueden estar relacionadas con
el hecho que valores de S ligeramente diferentes entre

poblaciones pueden generar agrupaciones distintas, ya
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que los puntos a partir de los cuales se generan las ra-
mas del dendrograma respectivo son, por razones de méto -

dos, muy sensibles al tratamiento computacional (40).

Al considerar de conjunto los caracteres de
la morfologia externa, cromosémicos y hioquimicos en un
andlisis global, utilizando el método UPGMA, se observa
una correlacién positiva (Tabla 12) con los valores par-
ticulares de cada conjunto de caracteres. En el dendro-
grama total, se mantiene 1la correspondencia con las

asignaciones taxonémicas.

Al realizar este andlisis global se supone
que los caracteres fenotipicos son equivalentes, es de-
cir, que tienen 1igual peso y representarian una muestra
al azar de 1los diversos genotipos considerados. Al in-
cluir un mayor nimero de caracteres fenotipicos resulta-
ria una representacién con un mayor contenido de infor-
macién que si se considera cada uno de los sistemas bio-

légicos por separados (22,23).

En relacidén con las agrupaciones de especies,
la topologia del dendrograma global, es similar a 1la

obtenida mediante los caracteres cromosdémicos (Fig. 7d).
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Este hecho puede constituir un aporte significativo para
establecer la filogenia de L{iofaemus y sus relaciones en
Iguanidae, ya que existe una informacién sobre nimero y
morfologia cromosdmica para un conjunto importante .ﬁe
especies del género (30%), lo que permitirfa determinar
cual ha sido la secuencia de eventos que han caracteri-
zado su evolucidn carioldgica (28,41). Establecido este
proceso se puede determinar también el sentido de cambio
de los caracteres de la morfologia externa y bioquimicos

aqui considerados.

De acuerdo con la informacién disponible en
la literatura los cariotipos de 1las 5 poblaciones de
Liofaemus aqui presentados serian derivados, y han re-
sultado de reordenamientos a partir de un 2n = 36 primi-
tivo, formado por 12 macrocromosomas de morfologia meta

Y submetacéntrica y 24 microcromosomas (10,28).

Las especies de L. alfissimus vy L. Leopandi-
nud presentan estos 12 macrocromosomas, la disminucién
en el nimero de sus microcromosomas puede explicarse por
fusién o delecidén de estos (10,12,13,28,33). Los cario-
tipos de los L. ndigromaculatus que presentan una notable
variacién en la morfologia y tamafio de los pares 3 al 11

4

de sus macrocromosomas, sugieren la participacidén de fi-
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siones céntricas como mecanismo responsable de la forma-
cién de los macrocromosomas telocéntricos y fisiones con
inversiones para los subtelocéntricos. Los antecedentes
sefialados son bhastante consistentes para postular 1la
existencia de por lo menos dos grupos en estas poblacio-
ncsv de Ldiolaemus. Un grupo esti formado por especies
con bajo nimero cromosémico y de morfologia meta y sub-
metacéntrica y otro grupo con altos nimeros y de variada

mor fologia.

VARIACION INTRA E INTERPOBLACIONAL DE CARACTERES CUANTI-

TATIVOS

3.1. Distancias Fenéticas

El andlisis de los caracteres cuantitativos
de la morfologia externa, estd orientado a precisar
la existencia de subconjuntos de poblaciones que
conforman las diferentes entidades especificas. La
muestra que estd formada por individuos adultos,
hace necesario recurrir a un andlisis por separado
de machos y hembras, ya que podria existir una va-
riacién independiente de proporciones corporales o

particularidades anatémicas que esté relacionada
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con el sexo. Los resultados de la estadistica des-
criptiva de la muestra, en especial el CV y la de-
terminacidén de dimorfismo sexual constituyen etapas
previas para que las comparaciones interpoblaciona-
les queden validadas, al reconocer conjuntos homo-

géneos de machos y hembras.

Consideraciones sobre este aspecto han sido
hechas por Veloso y col. (9), para un grupo de L.{o-
Laemus del Norte de Chile, en que se demuestra que
las agrupaciones entre especies con dimorfismo
sexual dan resultados diferentes seglin se comparen

machos o hembras por separado.

3.1.1. Comparaciones Intrapoblacionales

La variabilidad de las medidas corporales es-
timadas por el CV (Tabla 3 Y 4) son del mismo or-
den de magnitud, con valores miximos de 22.15%,
correspondiente al ancho del cuerpo (ac) en L. n.
kuhtmani. Esto permite evaluar a priori la cali-
dad de las variables que se incluirin en estudios
posteriores. En este caso particular, el ac en
las hembras puede ser mu} variable cuando en la

muestra hay hembras grividas.
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El dimorfismo sexual en las poblaciones con-
sideradas es evidente en L. aliissimus 1, L. Zeo-
pardinus y L. n. huhfmani (Tabla 5). En las res-
tantes poblaciones 1las comparacioneg biométricas
no nmuestran diferencias significativas entre ma-
chos y hembras. Las hembras de 1la poblacién de
L. altissimus ?Z son sélo 6, las cuales probable-
mente sSon una muestra parcial comparadas con las
26 hembras de 1la poblacién 1. Otro aspecto a
considerar en esta poblacién es su patrén de co-
loracidn, que es homogéneo, sin que estén repre-
sentadas las variaciones extremas de coloracién y
disefio presentes en los ejemplares de L. altissi-
mus 1. En L. n. zapallanensis, tanto las varia-
bles morfoldgicas consideradas como el patrdén de
coloracién no dejan en evidencia el dimorfismo
sexual, por lo que las comparaciones pueden que-
dar indistintamente referidas a los machos, hem-
bras o a la totalidad de la muestra de ejemplares

adul tos.

Comparaciones Interpoblacionales_

Las comparaciones interpoblacionales entre

los machos muestran que estos difieren mis en sus
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proporciones corporales que las hembras respecti-
vas (Tabla 6). Los machos son entonces mis ade-
cuados para establecer diferencias entre entida-
des especificas y subespecificas, como lo sefialan
los resultados del presente trabajo. El andlisis
de conjunto con machos y hembras hace necesario
recurrir a un factor de correccidn para las dife-
rencias sexuales (42). En efecto, la construc-
cién de los dendrogramas con los valores de D2 en
forma separada para machos y hembras presentan
diferencias en las agrupaciones de poblaciones.
En relacién con las variables consideradas es in-
teresante destacar que el conjuntoe de las hembras
son mds homogéneas entre si, esto puede tener re-
lacién con factores reguladores extrinsécos, lo
que incidiria en los tamafios corporales y patrén
de coloracidn de las hembras en 1las poblaciones

naturales.

5.2. Distancias Genéticas

Para 1la realizacidn de estudios que dejen en
evidencia la existencia de relaciones evolutivas en

un conjunto de taxa, el conocimiento de la varia-
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cifn genética ‘se constituye en una herramienta fun-
damental. La estimacién de esta variacifn genética
puede realizarse mediante el andlisis electroforé-
tico de las frecuencias genéticas de proteinas e
isoenzimas, a partir de las cuales se obtienen di-
versos estimadores que den cuenta de la diferencia-

ci6n de las poblaciones (P, HL’ I, D).

La estimacidn de la variabilidad genética es
una medida que permite precisar el estado evolutive
de las poblaciones consideradas. La utilizacién de
estos pardmetros permite ademis, expresar en térmi-
nos de distancia evolutiva la variabilidad genética
existente y examinar la relacién que se establece
entre el grado de divergencia fenética y el de di-
vergencia genética entre especies, subespecies vy
poblaciones locales que estdn representadas en 1la
muestra analizada (Fig. 7). Ademds, la transforma-
cidn de los valores de distancia genética interpo-
blacional (D), mediante una constante de proporcio-
nalidad (c) permitirfa a su vez dimensionar tempo-
ralmente el proceso de divergencia fendtica Yy gené-

tica entre estos diversos taxa.
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Comparaciones Intra e Interpoblacionales

Los estimadores de la variacién genética in-
tra ¢ 1interpoblacional corresponden a distintas

formas de expresar las frecuencias génicas.

La variabilidad genética intrapoblacional es-
timada mediante el porcentaje de loci polimérfi-
cos (F) y la heterocigosidad poblacional promedio
(ﬁi) en las 5 poblaciones de L{ofaemus es P=0.062

(rango 0.042 - 0.091) y ﬁL = 0.013 (rango 0.010 -
0.017) (Tabla 9). Estos valores son menores de 2
a 7 veces para los obtenidos en otros géneros de
Tguanidae, asi como también a 1los valores prome-
dios de Vertebrados (43). La variabilidad gené-
tica interpoblacional determinada por la identi-
dad genética (I) y la distancia genética (D), co-
rresponden igualmente a valores mis bajos (Tabla
10) que lo esperado en la definicidén tanto de es-
pecies como entidades subespecificas. Los valo-
res de I entre poblaciones locales y subespecies
se sotreponen, lo que no permite contar con cri-
terios genéticos para distinguir entre estas ca-

tegorias subespecificas. Altos valores de 1 en-

tre especies y categorias subespecificas simila-
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res a los aqui encontrados han sido tambidn sefia-

lados por otros autores (30,31}).

La comparacién de 1a variabilidad genética
encontrada en Liofaemus en relacidén a otros gru-
pos de Iguanidae debe ser considerada @e caricter
preliminar. En estos otros grupos de Iguanidae
los estudios genéticos se han realizado con dife-
Trentes nimeros de loci y con diferentes sistemas
de proteinas e isoenzimas. Ademids, los niimerocs
de ejemplares considerados en estos estudios tam-

bi&n son diferentes (43).

Otra consideracién que reafirma el caricter
preliminar de las comparaciones genéticas reali-
zadas en el presente trabajo, es el reducido nii-
mero de especies que se conoce genéticamente en

Liolaemus .

No obstante las limitaciones antes sefialadas,
desde el punto de vista metodolSgico el andlisis
electroforético se perfila de gran utilidad para

el estudio de sus relaciones intraespecificas.
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En el andlisis proyectado de la revisidn del
género LioLaemus que es la perspectiva en la cual
se inscribe el presente aporte metodolégico, seri
de especial interés la bfisqueda de los factores
extrinsecos e intrinsecos a las poblaciones que

dan cuenta de su variacién gendtica.

Tiempo de Divergencia de los Taxa

La estimacién del tiempo de divergencia evo-
lutiva entre taxa, es calculado por Nei en base
@ una constante de proporcionalidad "c'", la cual
se estima que corresponde a 5.0 millones de afios

(26,46) .

Una objecifén importante para la utilizacién
de *"c" como medida de divergencia evolutiva se
sustenta en el hecho de que las proteinas e iso-
enzimas consideradas para su cdlculo pueden exhi-
bir diferentes tasas de sustitucidn de sus amino-
dcidos constituyentes (45). Segiin el tipo de
proteinas e isoenzimas sobre las cuales se base
el cdlculo de "¢", el valor de esta constante po-

dria aumentar hasta en un orden de magnitud. Con
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el objeto de que las medidas de tiempo de diver-
gencia resulten validadas en diferentes grupos,
es necesario calibrar las determinaciones de
tiempo evolutivo y buscar antecedentes geolégicos
o paleontolfgicos, que sirvan para determinar el
momento de la ocurrencia de una separacidn entre
taxa, a partir del cual se reconstruya su filoge-
nia.

No obstante las objeciones al cdlculo de ety
si se aplica 1la constante de proporcionalidad de
5.0 millones de afios a especies de Liokaemus, los
valores obtenidos entregan para este grupo un
tiempo de divergencia de 1.7 millones de afios pa-
ra un D = 0.338, calculado entre L. alitiss.imus y
L. n. huhﬁmag{, y de 20.000 para un D = 0.004

para las poblaciones locales de L. alitissimus.

Estas estimaciones de tiempo de divergencia

estarian en ,correspondencia con la datacién de
i

eventos geol&g;cos que habrian incidido en los

procesos de céiﬁnizacién y diversificacién de es-

tas poblaciones componentes de la biota andina a

partir del Pleistoceno (46,47,48,49).
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CONCLUSIONES

La utilizacién de caracteres cualitativos de la morfolo-
gia externa, cromosémicos y bioquimicos sirven para al-
canzar diferentes grados de resolucidén en la delimita-
cién de estos taxa de LioLaemus. FEl criterio de ca-
racteres compartidos expresados en valores de similitud
(S) permite generar representaciones grdficas (dendro-

gramas) que agrupan las poblaciones.

Los caracteres cualitativos de 1a morfologia externa
utilizados y sus estados del cardcter, seleccionados se-
glin su reconocimiento inambiguo, posibilitan una des-
cripcién ordenada de 1los ejemplares de Liolaemus y el
reconocimiento de caracteres distintivos. Estos carac-

teres permiten delimitar 1las especies y subespecies es-

tudiadas.

Los caracteres citotaxonémicos son de utilidad en la de-
limitacién de estas especies de L{ioLaemus, al mismo

tiempo que permiten reconocer la existencia de grupos en

estas poblaciones.
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4. . Los caracteres biloquimicos representados por proteinas

plasmidticas y en miisculo y diversos sistemas de isoenzi-
mas, permiten reconocer diferencias entre las poblacio-
nes locales, las que no son detectadas por los otros ca-
racteres. Las proteinas e isoenzimas constituyen un
nuevo conjunto de caracteres que se incorporan a la sis-

temidtica de Liolaemus.

Los dendrogramas generados independientemente por los
caracteres morfoldgicos, cromosdmicos y bioquimicos or-
denan a 1las poblaciones en forma generalmente similar,
en correspondencia con la jerarquia taxondmica previa-

mente asignada.

Las relaciones entre poblaciones, representadas en. un
dendrograma dnico, resultante del andlisis de conjunto

de caracteres de la morfologia externa, cromosdmicos y

bioquimicos, constituye una sumatoria de la informacién .

proveniente de los diferentes sistemas biolégicos consi-

derados.

La variabilidad de las medidas corporales estimadas por
el coeficiente de variacién (CV) permite evaluar a

priori 1la calidad de las variables que se incluirin en
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estudios posteriores, lo que junto con la determinacién
del dimorfismo sexual constituyen etapas previas necesa-
rias para validar las comparaciones de distancias fené-

ticas interpoblacionales.

Las distancias fenéticas (Dzj son mayores entre especies
que entre categorias subespecificas. A su vez, las dis-
tancias genéticas (D), muestran esta misma tendencia de

variacidén.

La wvariabilidad genética intrapoblacional estimada me-
diante el porcentaje de loci polimérficos (P) y la hete-
rocigosidad poblacional promedio (ﬁi), es de 2 a 7 veces

menor que las obtenidas en otros géneros de Iguanidae.

Las poblaciones locales y las subespecies examinadas so-
breponen sus valores de distancia genética. Las espe-
cies, en cambio, presentan valores de distancia genética

que las diferencian de las entidades subespecificas.

Al no existir registro paleontoldgico en Liofaemus, la
utilizacién de D y su constante de proporcionalidad (c¢),
permitiria dimensionar en el tiempo la historia evoluti-

va del grupo de sus especies constituyentes.
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ANEXDO I

CARACTERES DE LA MORFOLOGIA EXTERNA

1.

6.

Proporcién de la cabeza: mids ancha que larga (1); mis

larga que ancha (2).

Tamafio de las escamas supraoculares en relacién a las
de la roseta nasal: mayores (1); iguales (2); menores

LSde

NGmero de escamas supraoculares: hasta 5 escamas (1);

entre 6 y 9 escamas (2); 10 6 mds escamas (3).

Posicién de la narina: lateral (1); frontal (2); dor-

solateral (3).

Nidmero de escamas sobresalientes en el borde antero-
posterior del timpano: 0 escama (1); 1 escama (2); 3

escamas (3); mis de 3 escamas (4).

Nfimero de lados de la escama rostral: heptagonal (1);

octogonal (2).
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13.
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NGmero de escamas del complejo de la roseta nasal:

hasta 6 escamas (1); m&s de 6 escamas (2).

NGmero de escamas parietales: hasta 5 escamas (1);

mis de 5 escamas (2).

NGmero de escamas frontales: hasta 5 escamas (1);

mis de 5 escamas (2).

Disposicién de 1las escamas frontales: en dos filas

longitudinales (1); en disposicién triangular (2).

Forma de la escama interparietal: triangular (1);

pentagonal (2).

Tamafio del ojo pineal / tamafio de la escama interpa-
rietal: 1/7 pequefio (1); 1/5 mediano (2); 1/3 grande
(3).

Escamas de 1la regidn temporal: lisas (1); quilladas

(2).
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15.

16.

i7.

18.

19,

20.

21.

85.

Organos sensoriales presentes en regifn dorsal de 1la
cabeza: punta de la cabeza (1); punta de la cabeza y
regidén orbital (2)}; punta de 1la cabeza, regi6n orbi-

tal y regién temporal (3).
NGmero mfximo de 6rganos sensoriales por escamas: 6
por escamas (1); 8 por escamas (2); 9 poTr escamas

(3); 10 por escamas (4),

Ancho del cuello / regidn occipital: igual (1); menor

(2); mayor (3).

Forma de la escama sinfisial: pentagonal (1); semi-

circular (2).

Pliegue gular: presente (1); ausente (2).

Organos sensoriales en escamas infralabiales: presen-

tes (1); ausentes (2).

Cuello con pliegue lateral longitudinal: presente (1);

ausente (2).

Pliegue antehumeral: presente (1); ausente (2).
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23,

24,

25.

26.

27.

28;

29,

86.

Escamas dorsales del tronco quilladas: presentes (1);

ausentes (2).

Flancos con pliegue longitudinal: presente (1)}; au-

sente (2).

Escamas granulares de los flancos: presentes (1); au-

sentes (2),

Escamas de 1la regi6n dorsal del brazo: circulares

(1); triéngulares (2); lanceoladas (3).

Escamas de la regifn dorsal del antebrazo: circulares

(1); triangulares (2); lanceoladas (3).

Escamas de 1la regién dorsal de la mano: circulares

(1); triangulares (2).

Escamas de 1la regién ventral del antebrazo: lisas

(1); quilladas (2).

Forma de las escamas de la regi6n dorsal del muslo:

granulares (1}; triangulares (2).
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30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

87.

Superficie de las-escamas triangulares de la Tegién

dorsal .del muslo: lisas (1); quilladas (2).

Forma de las escamas de la regifn dorsal de la pier-

na: granulares (1); triangulares (2).

Superficie de 1las escamas triangulares de la regifn
dorsal de la pierna: lisas (1); quilladas (2).
Superficie de las escamas triangulares de la regidn

dorsal del pie: lisas (1); quilladas (2).

Escamas de la regién ventral del muslo: circulares

{1); triangulares (2).

Escamas de la regifn ventral de la pierna: circula-

res (1); triangulares (2).

Superficie de las escamas plantares: lisas (1); care-

nadas (2).

Longitud de la cola en relacifn al largo del cuerpo:

mids larga que el cuerpo (1); mis corta que el cuerpo

(2).
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38. Poros anales: presentes (1); ausentes (2).

39. Seccibn transversal de la cola: circular m; semi-

circular (2),

40. Regibn vertebral de la cola: con escamas prominentes

(1); sin escamas prominentes (2),

41. Escamas dorsales de la cola: lanceoladas (1); trian-

gulares (2); cuadrangulares (3).

42. Escamas vertebrales de 1la cola: 1ldnceoladas (1);

triangulares (2).

El nfimero entre paréntesis ( ), indica el estado del carfc-

ter.

B) CARACTERES CROMOSOMICOS

1. NGmero cromosémico diploide (2n): 30 (1); 32 (2); 40
(3}.

2. Nimero fundamental de brazos cromosdmicos (NF): 42

(1); 44 (2); 52 (3).




c)

3. Morfologia cromosdmica: m-sm (1); m-sm-st-t (2)}.

4. Presencia de cromosomas sexuales; presente (1); au-

sente (2).

5. Presencia de constriccién secundaria (CS); presente

(1); ausente (2).

6. Disminucién del tamafio de los macrocromosomas: gra-

dual (1); no gradual (2).
7. Comparacién del tamafio relativo del conjunto de los
microcromosomas: grandes (1); intermedios (2); peque-

nos (3).

8. Morfologia del primer par de microcromosomas: meta-~

céntrico (1); telocéntrico (2); puntiforme (3).

CARACTERES BIOQUIMICOS

Cada uno de los 35 alelos considerados se identifican
por su movilidad relativa. Entre paréntesis se sefiala

la movilidad absoluta (cm).

1. Hemoglobina-1, alelo 1.00 (1.75).




10.

11.

12.

13,

14,

15,

16.

17.

Hemoglobina-

2, alelo 1.00 (1.25)

Hemoglobina-3, alelo 1.00 (0.62)

Esterasa-1,

Esterasa-2,

alelo 1.00 (5.2)

alelo 1.00 (1.8)

Enzima milica-1, alelo 1.00 (2.8)

Enzima mdlica-2, alelo 1,00 (2.0)

Lactato deshidrogenasa-A, alelo 1.00 (4.7)

Lactato deshidrogenasa-A, alelo 1.56 (3.0)

Lactato deshidrogenasa-B, alelo 1.00 (0.8)

Tetrasolium

Tetrasolium

Tetrasolium

Tetrasolium

oxidasa-1, alelo 1.00 (1.5)

oxidasa-2, alelo 1.00 (2.6)

oxidasa-2, alelo 1,08 (2.4)

oxidasa-3, alelo -1,00 (0.3)

Malato deshidrogenasa-1, alelo 1.00 (1.5)

Malato deshidrogenasa-2, alelo 1.00 (0.2)

90 .

Glicerofosfato deshidrogenasa-1, alelo -1,00 (0.3) °




18,

19,

20.

21,

iy 4P

23,

24,

25,

26.

27,

28.
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30.

31,

32.

33,

Glutdmico oxalacetato transaminasa-1, alelo -1,00 (1.4)

Glutamico oxalacetato transaminasa-1, alelo -0,57 (0.8)

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

Proteina

plasmatica-1,

plasmitica-2,

plasmitica-2,

plasmitica-3,

plasmitica-3,

plasmitica-4,

plasmitica-5,

plasmitica-5,

plasmitica-5,

en mfisculo-1,

en

en

en

en

miisculo-2,

miisculo-3,

mGsculo-4,

miisculo-5,

alelo 1.00

alelo 1.00

alelo 0,94

alelo 1,00

alelo 0,88

alelo 1,00

alelo 0.95

alelo 1.00

alelo 1,04

alelo 1,00

alelo 1.00

alelo 1.00

alelo 1,00

alelo 1.00

(5.0)

(3.8)

(3.6)

(3.3)

(3.1)

(2.7)

(2.2)

(2.1)

(2.0)

(5.3)

(4.8)

(3.4)

(1.6)

(0.6)




34, Proteina en m@isculo-5, alelo 0,66 (0.4)

35. Proteina en mGsculo-6, alelo 1.00 (0.8)
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TABLA

I-1

Caracteres morfol6gicos (1-42) y estados

Cardcter

L= =R N = ¥ T - N O T N Gy

o

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

1T = L. altissdmus 1;

dinus; 4 = L.

Rectingulos, circulos y cuadrados = caractercs de diagnosis.

del cardcter (1-4)

n.

Poblaciones
1 2 3 4 5
2 Z 2 % 3
2 2(® 2 2
[2 2] 3 3 3
11 1 1
2 2] @ (][]
111
2 2 2 2 2
2 ¥ z 2 2
11 @ 1
2 2 () 2 2
2 2 2 2 2
22 2 2 2
U I S T
333@
22| @ [3]
1 13 33
LA TS I
A TS I B
111 1
U B I
(21 1

kuhfmand;

5 = L.

n.

Poblaciones

1T 2 3 4 5

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

0
©)
0
®

—_— = | N = P -
— ] PO P = fD

®

NN—'N—‘—IN—l—'NNNNNNdwN—‘N—‘
NN‘N—.—AN.—.—.NNNNNN—‘MN—‘N—‘

1
1
2
2
2
2
2
2
1
1
2
1
1
1
1
1

—_ N = e = N e = BN NN
i R s I S o B N T NC S S S

2 = L. abtissimus 2; 3 = |, Leopan-

zapallanens (s .
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TABLA I-2
Caracteres cromosémicos (1-8) y estados
del cardcter (1-3)

Poblacién
Caracter 1 2 3 4 5 ‘

1 2 2| (|3 3
2 2 2|(M3 3
3 i1 1 2 2
4 2 2 2 2 2
5 11 1 11
6 11 1 2
7 2 2|3 _3
8 2 2 2 3 3

1 =1. altissimus 1; 2 = L. altisadimus 2; 3 = L. Leo-

pardinus; 4 = L. n. kuhlmani; S5 = L. n. zapallarensis.

Rectdngulos y circulos = caracteres de diagnosis.




TABLA I-3

Caracteres bioquimicos (1-35) y estados del cardcter

{1 = presente; 2 = ausente)

Poblaciones
Cardcter 1 2 3 4 5§

1 1 1 2 2 2 19
2 2 2 2 1 1 20
3 2 2 1 2 2 21
4 1 1 1 1 1 22
5 T 1 1 1t 1 23
6 T 1 1 1 1 24
7 T 1 1 1 1 25
8 2 2 1 1 1 26
9 1 1 2 2 2 27
10 T 1t 1 1 1 28
1M 1 1@ 11 29
12 2 2 2 1 1 30
13 2 2 1 2 2 31
14 2 2 1 1 1 32
15 T 1 1 1 1 33
16 T 1 1 1 1 34
17 T 1 1 1 1 35
18 T 1T 1 1 1 .

1 =L, altissdimus T; 2 = L. altissimus 2Z;

Circulos = caracteres de diagnosis.

95.

Poblaciones
12 3 4 5
2 2 1 1 2
1t 1 1 11
11 1 1 1
2 2 2 1 1
1.1 1 1 1
M2 2 2 2
2 2 1 2 1
2 2 2 2QD
11 1 11
2 1 1 1 2
11 1 2 2
11 1 11
1T 1 1 2 2
111 11
2 2 1 11
1 1 2 2 2
1 1 1 11

3 =1L, Leopar-
dinus; 4 = L, n., kuhlmani; 5 = L. n. zapallarnensis.
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ANEXDO II
ELECTROFORESIS

Se utilizan ejemplares adultos de la pobla-
cidén de L. altissimus 1, para evidenciar diversos sistemas
enzimdticos y proteinas totales, lo que permitird realizar
un andlisis electroforético comparativo. La técnica elec-
troforética empleada es tomada de Ayala y col. (50) y de Se-

lander y col. (51) con modificaciones.

Los tejidos wutilizados son: higado, rifién y
misculo esquelético, los que se guardan en un tubo con solu-
cidn salina de NaCl al 0.9%. La sangre se obtiene por pun-
cidn cardiaca, recibiéndose directamente en tubos heparini-
zados de 50 y 100 wul., la sangre se centrifuga a 1.500
r.p.m. durante 5 min.; separdndose el plasma de los glébulos

rojos. Las muestras se guardan a -80°C.

Muestras de los tejidos de la poblacidn de L.
altissimus 1, se utilizan como control de movilidad durante

las electroforesis de las otras poblaciones.
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Electroforesis

Las electroforesis se realizan en un aparato
horizontal para geles usando como base almiddn (Sigma) al

12%. El1 gel mide 18.5 x 13.0 x 1.0 cm.

Preparaci6én de las muestras: a) los gl6bulos rojos se lisan

agregando dos voliimenes de agua destilada. El hemolizado se
obtiene por centrifugacién a 3.000 r.p.m. durante 5 min.;
b) las muestras de higado, rifién y misculo esquelético se
homogeneizan en el mismo tampdén en que se prepara el gel
(ver mds adelante); c) el hemolizado, plasma y las muestras
homogeneizadas se absorben con una pieza de papel Whatman

N° 3 de 0.9 x 0.5 cm., para ser puestas en el gel.

Procedimiento electroforético: a) las muestras se colocan

en un corte realizado en el gel a 3.5 cm. del cdtodo; b) en
cada extremo de las muestras se coloca una pieza de papel
filtro con solucién de Azul de Bromo Fenol al 1.0%, como
marcador de movilidad; c) las electroforesis se corren den-
tro de un refrigerador a 4°C; sobre el gel se sobrepone hie-
lo en una cubeta de acrilico para mantenerlo frio; d) termi-
nada la electroforesis se cortan rebanadas de 2 mm. de espe-
sor, las que se colocan en una cubeta con la solucibn de

tincidén especifica.
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Preparacién de tampones de gel Y de electrodos

El gel para hemolizado se prepara en tampdn
Tris Borato EDTA pH 9.0, el que también se usa en las cu-
betas de electrodos. E1 tampén contiene: 10.54 gr. de TFis,
0.54 gr. de Ac. bérico y 0.41 gr. de EDTA, se completa a un
litro con agua deionizada. La electroforesis se realiza a

20 mA durante 10 a 12 horas hasta que la hemoglobina migra

12.5 mm.

El gel para plasma, higado, rifién y misculo
Sé prepara en tampén Poulik (Tris citrato pH 8.65): 9.3 gr.
de Tris y 1.15 gr. de Ac. citrico, se completa a un litro de
agua deionizada. Las cubetas de electrodos 1llevan tampén
Poulik (Acido bérico NaOH pH 8.1): 18.2 gr. de Ac. bérico y
2.5 gr. de NaOH, se completa a un litro de agua deionizada.
La electroforesis se realiza a 20 mA durante 10 a 12 horas

hasta que el marcador de Azul de Bromo Fenol migre 65 mm.

Tampones de Tincién

1. Tampén Tris borato EDTA pH 9.0.

2. Tampén Tris-Cl 0.5 M pH 7.1: 60.55 gr. de Tris, se com-

pleta a wun litro de agua deionizada, se ajusta el pH con

HC1 concentrado.
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3. Tamp6n Tris-Cl 0.1 M pH 7.1: dilucién de 20 ml. de tampdn

2 + 80 ml. de agua deionizada.

4. Tampdén Tris-Cl1 0.5 M PH 8.5: 60.55 gr. de Tris, se com-
Pleta a un 1litro de agua deionizada, se ajusta el pH con
HC1 concentrado.

5. Tampén fosfato esterasas pll 6.9,

Solucién 1: 27.8 gr. de NaH,PO, .
Selucién 2: 71.5 gr. de NazHP04.

Se utilizan 45 ml. de solucidén 1 + 55 ml. de solucidn 2.

Tinciones Especificas

Proteinas totales de plasma (Ppt) y de mdscu-
lo esquelético (Fm), se tifien durante una hora con Coomassie
Blue R: 60 mg. de Coomassie Blue R en 100 ml. de mezcla de
fijacién (1 parte de &cido acético, § partes de metanol y §
partes de agua destilada). EI exceso de tincidn se remueve

con mezcla de fijacién.

IIb. Hemoglobina (Hemolizado)

Se tifie con Coomassie Blue R 0 Benzidina: 100 mg. de Benzi-
dina, 0.45 ml. de HZOZ’ 9.0 ml. de dcido acético y 80.55 ml.

de agua destilada.
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PGM. Fosfoglucomutasa (E.C. 2.7.5.1.) (Hemolizado)

Se tifie en una solucién qQue contiene: 20 mg. NBT, 10 mg.
NADP*, 200 mg. MgCl,, 600 mg. de Glucosa-1-P, 80 unidades de
Glucosa-6-P deshidrogenasa en 100 ml. de tampén Tris-C1

0.1 M pH 7.1.

EST. Esterasas (L.C. 3.1.1.1.) (Plasma)

La rebanada de gel se trata previamente a la tincidn con
dcido bérico 0.5 M durante 15 minutos. La solucidn de tin-
cidén contiene: 60 mg. de Sal Fast Garnet GBC, 1.5 ml. de
Naftil acetato al 1% (Z gr. de Naftil acetato en 100 ml. de
agua destilada y 100 ml. de acetona) y 98.5 ml. de tampén

Fosfato Esterasas pH 6.9.

GPD. Glicerofosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.8) (Higado)

Se tifie en una solucién que contiene: 20 mg. de NBT, 25 mg.
de NAD", 180 mg. de EDTA, 800 mg. de Glicerofosfato en
100 ml. de tampén Tris Borato 'EDTA pH 9.0.

GOT. Glutdmico oxalacetato transaminasa (E.C. 2.6.1.1.)

(Higado).

Se tifie en wuna solucidn que contiene: 150 mg. de Sal Fast

Blue BB, 10 mg. de Piridoxal 5'-P, 200 mg. de dcido asparti-
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co, 100 mg. de 4dcido Cetoglutdrico en 100 ml. de tampdn

Tris-Cl 0.5 M pH 8.5.

ME. Enzima mdlica (E.C. 1.1.1.37.) (Rifi6n)

Se tifle en una solucidn que contiene: 20 mg. de NBT, 20 mg.
de NADP*, 25 mg. de MgClz, 50 mg. de 4cido L-milico en
100 m1. de tampén Tris Borato EDTA pH 9.0.

LDH. Lactato deshidrogenasa (E.C. 1.71.1.27.) (Rifién)

Se tifie en una solucidn que contiene: 25 mg. de NAD+, 20 mg.
de NBT, 960 mg. de Lactato de litio en 100 ml. de tampén
Tris-Cl 0.5 M pH 7.1.

T0. Tetrasolium oxidasa (Rifién)

La actividad de esta enzima se detecta durante la tincién de
ME. La reduccidn del NBT a Formazan ennegrece el gel, menos
en la zona donde se encuentra la enzima TO, donde aparecen
sitios blancos. La prueba de la actividad sobre el tetraso-
lium se obtienen tifiendo en una  solucidn que contiene:

20 mg. de NBT en 100 ml. de tamp6én Tris Borato EDTA pH 9.0,
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MDH. Malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37.) (Misculo esque-
lético)
Se tifie en una solucién que contiene: 20 mg. de NBT, 25 mg.

de NAD*, 50 mg. de 4cido L-milico en 100 ml. de Tris Borato

EDTA pH 9.0.

La enzima GOT, se .incuba durante 1 hora a
37°C, luego se agrega la Sal Fast Blue BB: 150 mg. de Sal
Fast Blue BB en tamp6n Tris-Cl 0.5 M pH 8.5.

Las enzimas GPD, ME, LDH, MDH y PGM, se incu-
ban en sus soluciones de tincidn durante una hora a 37°C,

después se agregan 5 mg. de PMS.

Las hemoglobinas y esterasas son de rdpida

resolucidn y no necesitan ser incubadas.

Abreviaturas:

Las abreviaturas correspondientes a reactivos

de geles, tampones y soluciones de tincién son:

TRIS : Tris(hidroximetil)aminometano

EDTA : Etilenodiamino tetracético
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NADP* : Nicotinamida adenindinucleétido fosfato
NAD*  : Nicotinamida adenindinucleétido
NBT : Nitro Azul de tetrasolium

PMS : Fenazina metasulfato




¢ n.

( 2).

 3).

(4).

( 5).
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