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RESUMEN

Liolaemus monticola, especie endémica montafiosa de Chile, altamente variable
y de amplia distribucién geogrifica en Chile, presenta diversas razas cromosomicas de
complejidad creciente de sur a norte.

Se estudia la estructura genética y heterogeneidad poblacional de 18 loci
aloenzimaticos en 19 poblaciones representativas de cinco razas cromosomicas de
Liolaemus monticola monticola, mediante electroforesis en geles de almidén. Los
genotipos se analizaron con programas computacionales BIOSYS y GENEPOP. La
heterocigosidad observada (Ho) para el conjunto de marcadores muestra que tanto la
raza cromosomica “Sur 2n=34", considerada como ancestral y la raza del extremo norte
“Norte modificada 2, 2n=38-40" presentan valores de Ho menores que las restantes
razas cromosomicas consideradas derivadas: Raza Norte 2n=38-40, Multiple Fisiones
2n=40-42 y Norte modificada 1, 2n=38-40. Al analizar las frecuencias alélicas, para
algunos loci en particular, se observa ya sea una disminucién de la variabilidad genética,
explicable por efectos de deriva genética, por ejemplo Aat. A pesar de esto, en otros
varios loci, se observé un aumento de la variabilidad genética para las razas derivadas.

Los andlisis de heterogeneidad poblacional estimados con los estadigrafos F de
Wright, demuestran una moderada diferenciacion genética tanto a nivel intrapoblacional
como interpoblacional e interracial, con valores de Fst de 12% para una diferenciacion
genética interpoblacional y un 7,6% para una diferenciacion genética interracial.

Los valores de los estadigrafos F y los de distancia geneética de Rogers, aunque

bajos, permiten distinguir las poblaciones estudiadas, acorde con las razas cromosémicas

vil




y su distribucién geografica previamente descrita. Los andlisis de “Cluster” permiten
evidenciar dos grandes grupos: €l primero correspondiente a las razas Sur 2n=34 mas la
Norte modificada 2, 2n=38-40 y el segundo, agrupa las restantes razas derivadas.
Ademas, en este clado se observa una subdivision concordante con cada una de las razas
cromosémicas. La alta subdivision encontrada, se ve reforzada al analizar el promedio
de migrantes por generacion, Nm=0.290, considerado bajo, lo que estaria avalando una
efectiva limitacion al flujo génico entre las razas y entre las poblaciones dentro de cada
raza.

Los patrones de variabilidad genética y la aparente variacion clinal de los alelos
para algunos loci, por ejemplo: Aat, Gr, Gedh, Pep, indican que la estructura genética
altamente subdividida de L. m. monticola estaria modulada por la interaccion de
procesos estocasticos (aislamiento geografico, deriva génica) y efectos de agentes
selectivos (_rehgimcnes bioclimaticos locales), que cambian las frecuencias alélicas.

Basados en los resultados de diferenciacion genética, se discute la concordancia
de esta con la diferenciacion obtenida a nivel cromosdmico y morfolégico.

Adicionalmente, se proponen las posibles rutas de migracion para el conjunto de las

poblaciones y razas cromosomicas.

viit




SUMMARY

Liolaemus monticola is a highly variable endemic montane species, widely
distributed in Chile. It displays a latitudinal gradient of karyotypic complexity from
South to North, and several chromosomal races are recognized.

The genetic structure and populational heterogeneity of 19 Liolaemus monticola
monticola populations representative of five chromosomal races, were studied by means
of alloenzyme starch gel electroforesis at 18 presumptive gene loci, analysed through the
BIOSYS and GENEPOP programs. The observed heterozygosity (Ho) for all loci show
that the Southern 2n=34 race, considered ancestral, and the Northern modified 2,
2n=38-40 present lower values than the other derived chromosomal races: Northemn
2n=38-40, Multiple Fissions 2n=42-44 and Northen modified 1, 2n=38-40. Allelic
Frequency ai;alysis for some studied loci presented a decreased genetic variability in the
derived races, Aat, for example, explained by genetic drift. In spite of this other loci
exhibited an increased variability in the derived races,

Population heterogeneity analysis carried out by the estimation of Wright’s F-
statistics, demonstrated a moderate genetic differentiation within and between
populations, and within and between the chromosomal races, with Fst values of 12% for
the genetic differentiation between populations and 7.6% for the genetic differentiation
between races,

The F-statistic and the Rogers’s genetic distance values were low, but showed that the

genetic variation is distributed
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In accordance with the chromosomal races previously described. The Cluster
analysis exhibited Two main groups. The first group includes all the Southern race
populations plus the Northen modified 2 from the Northen part of the range; the second
includes all the derived race populations. Whithin this group a concordant subdivision or
each crhomosomal race was observed.

The pattern of genetic variability and the apparent clinal variation of alleles at
few loci, Aat, Gr, Gedh, Pep, for example, indicate that the subdivided genetic structure
of L m. monticola is molded by the interplay of stochastic processes (geograﬁhical
isolation, genetic drift) and agents selectively affecting allele frequency changes (local
bioclimatic regimes).

We dicusse the concordance between our genetic differentiation results with the
chromosomal and morphological previously analysed. In adition possible routes of

migration and/or colonization are discussed for all populations and chromosomal races.



1. INTRODUCCION

La familia Iguanidae o Tropiduridae (Frost y Etheridge, 1989), se encuentra
casi exclusivamente en el Continente Americano y contiene mas de 60 géneros. Tres de
estos géneros: Anolis, Sceloporus y Liolaemus se caracterizan por presentar un gran
numero de especies.

Liolaemus, género del cono sur de Sudamérica (Figura 1), presenta mas de
ochenta especies, taxondémicamente definidas, y en Chile resulta ser el género mas
representativo de Reptiles, con un gran niimero de especies endémicas.

Liolaemus monticola, Miller y Helmich, 1932, es una especie endémica,
montafiosa a altitudes que van desde los 900 a 2300 metros, altamente variable, y de
amplia distribucion geografica entre los 30° y 40° de latitud Sur (Donoso-Barros, 1966).
Contiene cuatro subespecies (Miiller y Hellmich, 1932) (Figura 2), a saber:

1.- Liolaemus monticola villaricense: subespecie que se ubica en las cercanias del
Volcan Villarrica (Figura 2); de gran tamafio, de habito alimentario preferentemente
herbivoro. Presenta un color café oliviceo oscuro en la mayor parte de su cuerpo
(Donoso-Barros, 1966). Posee un nimero cromosdmico, relativamente conservado,
diploide de 2n=32 cromosomas (Lamborot y col, 1979, 1981, 1989).

2.- Liolaemus monticola chillanensis: se distribuye en la Cordillera de Chillan (Figura
2), de gran tamafio, y habito alimentario omnivoro. Su colorido general es café plomizo
(Donoso-Barros, 1966), posee un complemento cromosomico diploide de 2n=32

(Lamborot y col, 1979, 1981, 1989).




3.- Liolaemus monticola ssp: se distribuye en la Cordillera de Chillan (Figura 2), de
gran tamaifio, con un habito alimentario omnivoro. Su colorido general es café plomizo
(Miller y Hellmich, 1932), posee una dotacién cromosomica 2n=32 (Lamborot y col,
en preparacion).
4.- Liolaemus monticola monticola: Habita en los nichos rocosos de la Cordillera de
los Andes y de la Cordillera de la Costa desde Coquimbo hasta Curicd, entre los 1200 y
1500 metros de altura (Figura 2), su tamafio es mas bien mediano con un color café
grisiceo en la mayor parte de su cuerpo, forma comunidades relativamente numerosas
con un habito alimentario insectivoro (Donoso-Bairos, 1966). Esta tltima subespecie de
amplia distribucion geografica presenta diferentes razas cromosomicas de complejidad
creciente de sur a norte, a saber:
a.- Raza “Primi“tiva, 2n=32" (Lamborot , 1993).
b.= Raza “Sur, 2n= 34" (Lamborot , 1993; 2001; Lamborot y Alvarez,1993;
Lamborot e Eaton, 1997)
c.- Raza “Norte, 2n = 38-40”(Lamborot, 1993; 2001; Lamborot y Alvarez,
1993; Lamborot e Eaton, 1997)
d.- Raza “Norte modificada 1, 2n = 38-40” (Lamborot y col, en preparacion)
e.- Raza “Multiples fisiones, 2n = 42-44” (Lamborot, 1993, 2001)

f.- Raza “Norte modificada 2, 2n = 38-40 (Lamborot y col, en preparacion)




Si bien, la mayoria de las especies de Liolaemus en Chile, retiene una dotacién
cromosomica diploide de 2n = 32 6 34 considerada primitiva dentro de la familia
(Lamborot y col, 1989), otras presentan un incremento en el nimero cromosomico,
explicado principalmente por fisiones céntricas. Sin embargo otros reordenamientos
como fusiones, translocaciones, inversiones, triploidia han sido descritos (Lamborot y

Alvarez-Sarret, 1989; Lamborot, 1993; Lamborot and Véasquez, 1998; Lamborot, 2001)

Oceano
Pacifico

Océano
Atlintico

Figura 1. Mapa de Sudamérica, que muestra la distribucion geografica del genero
Liolaemus, en color negro (Donoso-Barros, 1966).
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Figura 2. Mapa de Chile Central, que muestra la distribucion geografica de las cuatro
subespecies de Liolaemus monticola :

| Liolaemus monticola villaricensis

| Liolaemus monticola chillanensis

Liolaemus monticola monticola

Liolaemus monticola ssp.




En algunas instancias, las razas cromosomicas descritas para L. m. monticola se
encuentran separadas por rios que actiian como barreras geograficas al flujo génico. Asi
el Rio Maipo y uno de sus afluentes el Rio Yeso, separan las razas cromosémicas “Sur
2n=34" y “Norte 2n=38-40" (Lami)orot y Col, 1979; 1989; Lamborot y Alvarez, 1993;
Lamborot, 1991; Lamborot e Eaton, 1997). Asi también, en el Laboratorio de
Citogenética de la Facultad de Ciencias, de 1a Universidad de Chile, se ha determinado
que el Rio Aconcagua es también una barrera geografica para las razas “Norte 2n=38-
40” de 1a “Norte modificada 1 2n= 38-40” y “Multiple fisiones 2n = 42-44” (Lamborot y
Alvarez, 1993; Lamborot, 2001). Tanto las poblaciones de la raza Norte, Norte
modificada 1 y 2, como la de Multiple fisiones, presentan un gran polimorfismo
cromosdmico para fisiones céntricas en los macrocromosomas tal como se muestra en la
Figura 3. Ademas se observan otros reordenamientos como fusiones y translocaciones,
entre otras (Lamborot, 2001).

El presente trabajo caracteriza genéticamente, a través del estudio
electroforético de proteinas, la variabilidad intra e interpoblacional en la distribucion
geografica de L. m. monticola, y su eventual congruencia con las separaciones
evidenciadas por los rios como barreras geograficas a nivel cromosémico y morfologico
(Lamborot ¢ Eaton, 1997), basados en varias Hipétesis y Objetivos descritos en el punto
1.1. y 1.2. de este estudio.

La electroforesis de proteinas, fue introducida a mediados de la década de los
sesenta, como una herramienta de estudio en la Genética de poblaciones, y desde

entonces ha sido ampliamente reconocida como el camino mas directo para estimar la




variacion de los genes en los individuos. Estos estudios se centran fundamentalmente en
dos grandes categorias generales: la primera, utiliza la técnica de electroforesis para
abordar interrogantes de amplio interés sobre la estructura y evolucion de poblaciones y
especies. Esto incluye estudios de la divergencia genética durante la especiacion (Ayala
y Gilpin, 1974; Harrison, 1979), la identificacién de clones y especies cripticas,
estimacion de la cercania de las especies por medio de la consanguinidad, niveles de
flujo génico y otros (Coyne, 1982). Tales andlisis de variantes electroforéticas, en gran
medida se emplean como marcadores del genoma.

La segunda categoria de investigacion trata de explicar en que consiste la
variacion y porqué existe. Dado que muchas especies de plantas y animales son
altamente polimdérficos en los loci que lievan la informacién para enzimas solubles y
proteinas, dicha variacion presenta un importante desafio a los genetistas de
poblaciones. En un esfuerzo por entender su existencia encontramos dos grandes polos
los llamados "Seleccionistas” que piensan que la variacidén se mantiene por seleccién
natural balanceada, y los "Neutralistas" que piensan que la segregacion de variantes son
equivalentemente adaptativas o levemente deletéreas enfatizando como fuerzas
primarias la mutacién y la deriva genética.

Ambas lineas de investigacion, coinciden sin embargo, que 1a electroforesis en
gel no es un detector perfecto de la variacion proteica ya que el método separa proteinas
por su movimiento diferencial en un campo eléctrico, por lo tanto diferenciando solo
aquellas cuyas mutaciones implican un cambio en la carga y esto solo refleja una parte

de toda la posible variacion alélica.




El presente trabajo examina algunos patrones de variacién genética en una
especie de lagartija del género Liolaemus a saber; Liolaemus monticola monticola
(Miiller y Hellmich, 1932), especie altamente variable, endémica, montaifiosa, y de

amplia distribucion geografica (Donoso-Barros , 1966).
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Figura 3. Esquema que representa las diferentes variantes cromosémicas representativas
de las razas cromosdmicas en L. m. monticola.



1.1 Hipétesis de trabajo.

1.1.1 Hipotesis 1

HO® La variabilidad genética intra e inter poblacional, evoluciona en forma
independiente de la variabilidad cromosémica y morfoldgica descritas con anterioridad
para L. m. monticola.

HI"  La variabilidad genética intra e inter poblacional, evoluciona en forma ligada y
congruente con la variabilidad cromosémica y morfoldgica descritas para L. m.

monticola,

1.1.2 Hipotesis 2

HO’” La variabilidad genética intra e inter raza cromosémica, evoluciona en forma
independiente de la variabilidad cromosémica y morfoldgica descritas con anterioridad
para L. m. monticola.

H1”” La variabilidad genética intra e inter racial, evoluciona en forma ligada y
congruente con la variabilidad cromosémica y morfolégica descritas para L. m.

monticola.

1.1.3 Hipotesis 3
HO™” Las razas cromosomicas derivadas presentarian una reduccién en la variabilidad

genética para los marcadores aloenzimaticos, en relacién a la raza ancestral.




H1’”* Las razas cromosomicas derivadas presentarian un aumento de la variabilidad

genética para los distintos marcadores aloenzimaticos, en relacién con la raza ancestral.

1.1.4 Hipétesis 4

HO>’”*  Si las barreras biogeograficas no limitan el flujo génico, las poblaciones
derivadas presentarian una variabilidad genética similar a las presentadas por las
poblaciones consideradas ancestrales.

H1>>*> Si las barreras biogeograficas mantienen limitado el flujo génico, se deberia
encontrar que la variabilidad genética existente en las poblaciones derivadas sea menor

que las poblaciones ancestrales

1.2, Objetivos

1.2.1 Objetivos generales

1. Caracterizar el grado de variacidon genética iso y aloenzimatica intra e inter
poblacional e intra e interrazas cromosdmicas, estructura genética poblacional,
diversidad genética y estimacion del flujo génico para L. m. monticola

2. Comparar la divergencia genética con los pardmetros cromosomicos y morfologicos

ya estudiados en L. m. monticola.

1.2.2 Objetivos especificos
1. Determinar los genotipos para al menos 20 loci enzimaticos de cada individuo de las

diferentes poblaciones de cada una de las razas cromosomicas de L. m. monticola.
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2. Determinar los patrones de variabilidad genética intra e inter poblacional, como
intra ¢ inter raza cromosémica de L. m. monticola.

3. Comparar los analisis de divergencia genética que se obtengan, con los de
divergencia a nivel cromosémico y morfoldgico ya descritos.

4. Analizar la variabilidad genética aloenzimética en el contexto de su distribucion y
parametros geograficos, intentando detectar algunas barreras geogrificas que

estarian funcionando como barrera al flujo génico entre las razas de L. m. monticola.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1 Descripcién y ubieacion geogrifica de las poblaciones muestreadas.

En este estudio se analizaron 326 individuos de 19 poblaciones de Liolaemus
monticola monticola, representativas de cinco razas cromosdmicas, colectadas desde la
IV a la VII region (Figura 4), entre los afios 1998 y 2000, otras fueron colectadas con
anterioridad, y los tejidos fueron preservados a -85° C en el Laboratorio de Citogenética,
Facultad de Ciencias, de la Universidad de Chile.

La Tabla 1 y la Figura 4 indica él mimero de individuos vy la distribucién
geografica de las 19 poblaciones estudiadas para cinco razas cromosomicas.

TABLA 1

Niimero y ubicacion geogrifica de los individuos estudiados genéticamente,
correspondiente a las diferentes razas cromosomicas.

POBLACION N~ ~ | AREA REGION LATITUD LONGITUD | ALTITUD RAZA
CRONOSOM

1. Rio Lontué 05 A VII 35°08" 71°18° 1.200 34

2. Quefies 21 A VI 35°07 70° 527 1.200 34

3. C. Cantillana 18 C RM 33° 57 70°56° 1.300 34

4. Maipo Sur 19 A RM 33°45° 70°17 1.300 34

5. Farellones 20 A RM 33°20° 70° 15° 1.400 38-40
6. Yerba Loca 10 A RM 33°21° 70° 20° 1.800 38-40
7. Cta. Chacabuco 25 T \' 32° 59 70° 44° 1,100 38-40
8. Cta. DPormida 26 C v 33° 03’ 71° 02’ 1,300 38-40
9. C. Campana 14 C \'i 32°57 71° 07 1.400 38-40
10, Saladilio 26 A v 32° 58° 70° 18’ 1.450 38-40
11. Rio Blanco 05 A v 32°55° 70° 16° 1,450 38-40
12. R.Colorado Norte 22 A v 32° 52° T0° 22 1.550 38-40
13. R.Colorado Sur 26 A v 32°53° T0° 20° 1.550 38-40
14. Cabreria 07 C v 32° 56’ 71°02° 600 42-44
15, Cerillo 12 C v 32°28° 71° 08’ 1.400 42-44
16. Rocin- Chalaco 26 A IV 32°32 70° 25° 1.600 42-44
i7. Hierro Vigjo 21 C v 32018’ 70° 58° 350 42.44
18. CulimO- Tilama 15 C 1V 32° Q4 71° 14 450 38-40
19. Salamanca 08 C-T v 31°50° 70° 58’ 600 38-40

* N=nimero de individuos analizados para cada poblacién ** Area de distribucién altitudinal
A=andes; C=costa; T=valle transversal
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Figura 4. Mapa de Chile Central, que muestra las 19 localidades de L. m. monticola,
utilizadas en el estudio genético mediante la técnica de electroforesis.

LI Representa a las localidades con individuos de la Raza Sur 2n=34.

O Representa a las localidades con individuos de la Raza Norte 2n—38-40.

O Representa a las localidades con individuos de la Raza Norte modificada 1 2n=38-40,
A Representa a las localidades con individuos de la Raza Miltiples Fisiones 2n=42-44.
© Representa a las localidades con individuos de la Raza Norte modificada 2 2n=38-40,
Poblaciones: 1. Rio Lontué; 2. Los Queiies; 3. Cerro Cantillana; 4. Maipo sur; 5. Farellones; 6.
Yerba Loca; 7. Cta. Chacabuco; 8. Cta. Dormida; 9. Cerro Campana; 10. Saladilio; 11. Rio Blanco;
12. Rio Colerado Norte; 13. Rio Colorado Sur; 14. Cabreria; 15. Mina Cerrillo; 16. Rocin-Chalaco:
17, Mina Hierro Vigjo; 18, Culimé-Tilama; 19. Salamanca.

13




S

2.2, Preparacion de las muestras y extraccion de las enzimas

Se utilizaron diferentes tejidos de machos y hembras de L. m. monticola,
procedentes de 19 localidades, pertenecientes a cinco razas cromosomicas: La Raza Sur
2n = 34, Raza Norte 2n = 38-40, Raza Norte modificada 1 2n = 38-40, Raza Norte
Modificada 2 2n = 38-40 y la Raza Multiple Fisiones 2n = 42- 44 diagnosticadas en el
Laboratorio. Los lagartos anestesiados con Uretano fueron disectados, extrayéndoles
tejidos tanto para los andlisis cromosomicos, de ADN, como para las corridas de
electoforésis de proteinas, a saber: trozo de higado, estdmago e intestino (previamente
limpiados y lavados con agua destilada), pulmon y musculo esquelético, los que fueron
colocados en tubos Ependorff bien rotulados y guardados en un Freezer a -85° C del
Laboratorio.

Para la obtencién de las enzimas, los tejidos de cada individuo por separado
son descongelados y macerados manualmente en un mortero de porcelana limpio
mantenidos en hielo para evitar la degradacion de enzimas mas labiles a la temperatura,
y ayudar a una mejor y mas rapida molienda.

Para mantener las actividades proteicas es importante seleccionar un buffer de
extraccion (Anexo 1). Estos son muy variados en su composicion quimica, y
dependientes del tipo de tejido, ya sea vegetal o animal. Para animales, 1a mayoria de los
buffer de extraccion utilizan 2-mercaptoetanol que ayuda a una mejor resolucién de las
bandas en el momento de la tincidn, pero este compuesto no es recomendable para
reptiles, pues reduce las actividades de varias enzimas (Hillis y col, 1996). A partir de

las contradicciones del uso del buffer de extraccidn, se probd macerar las muestras con
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agua destilada frfa, no observandose ninguna variacién en la obtencion de los resultados,
adoptando esta metodologfa para el resto del estudio.

Cada macerado es alicuotado en dos tubos Ependorff bien rotulados y dejados a
-85° C, uno para la corrida electroforética y el otro de reserva en caso de tener que
repetir la tincién de alglin marcador. Se guardan a —85 °C ya que corresponde a una
temperatura Optima para mantener la actividad proteica durante varios meses y afios,
siempre y cuando no se expongan los tejidos o las moliendas a cambios bruscos de
temperaturas (Soltis y Soltis, 1989); aunque la mayoria de las proteinas también
mantienen su actividad a -70° C (Hoelzel, 1992). Existen algunas proteinas mds labiles
que otras a las altas temperaturas y a los cambios bruscos de estas, por ejemplo el
Lactato Dehidrogenasa (Ldh), es una de las mas resistentes manteniendo su actividad y
resolutividad en forma ljpdeﬁnida a-20 ° C. (Holzel, 1992).

Los tejidos fueron analizados electroforéticamente, en geles de almidon, para
un total de 14 enzimas, que son las siguientes: Aspartato Aminotransferasa (Aat),
Fosfoglucomutasa (Pgm), Glucosa — 6 fosfato isomerasa (Pgi o Gpi), a-Esterasa (a-Est),
[B-Esterasa (B-Est), Peptidasa-A (Pep-A), a-Manosidasa {(a-Man), Superoxido Dismutasa
(Sod), Lactato Dehidrogenasa (Ldh), Creatina Kinasa (Ck), Adenilato Kinasa (Ak),
Malato Dehidrogenasa (Mdh), Gliceraldehido-3-fosfato Dehidrogenasa (G3pdh),
Glucosa Dehidrogenasa (Gedh). La Tabla 2 muestra los tejidos utilizados para cada una
de las enzimas y loci presuntivos resueltos, obtenidos de individuos recién colectados
previo al comienzo de este estudio mas otros colectados durante el desarrollo del

mismo.
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Los 18 Loci enziméticos analizados y las condiciones de las electroforesis empleadas
para el anilisis genético en L. m. monticola

TABLA 2

Enzima Locus Ec. Number Tejido* Buffer**
Aspartato Aminotransferasa s-Aat 26.1.1 H-I-M C
Fosfoglucomutasa Pgm 5422 H-M-I A
Glucosa-6-fosfato isomerasa Pgi 53.19 H A
o-Esterasa o-Est 3.1.1.1 H-1 C
p-Esterasa B-Est 3.1.1.1 H-1 C
Dipeptidasa— A Pep-a 3.4.13.11 I-M A
o~ Manosidasa o-Man 3.2.1.24 H-M C
Glutation Reductasa Gr 1.6.4.2 I.H C
Superdxido Dismutasa s-Sod 1.15.1.1 H A
L-Lactato Dehidrogenasa Ldh-A/Ldb-B | 1.1.1.27 H-M A
Creatina Kinasa Ck-1/Ck-2 2.73.2 I-M B
Adenilato Kinasa Ak-2 2743 I-M B
Malato Dehidrogenasa m-Mdh/s-Mdh | 1.1.1.37 H-I A
Glicerol-3-fosfato Dehidrogenasa G3pdh 1.1.1.8 H-M-I B
Glucosa Dehidrogenasa Gedh 1.1.1.118 H-M C

* Tejido: M =musculo, H= higado, I= intestino ** Buffer: A= tris citrato pH 8.0, B = tris citrato EDTA

pH 7.0, C=tris borato EDTA pH 8.0,

2.3. Electroforesis en geles de almidén

2.3.1. Preparacion de los geles de almidén

Se prepara una suspension de almidon al 11% en un total de 450 mi de buffer

adecuado al gel (Anexo 2), segin el sistema a utilizar para los distintos marcadores

proteicos como se muestra en la Tabla 2.

La mezcla (almidon + buffer) en un matraz Kitasato se calienta en un mechero,

agitando vigorosamente a fin de lograr una buena suspension del almidén. El gel de
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almidoén esta listo cuando adquiere una coloracion semi-transparente y una consistencia
mas densa. Luego se aplica vacio por unos 10 a 15 segundos (con una bomba de vacio)
para extraer el maximo de burbujas ddndole al gel una mayor homogeneidad. Una vez
completado este procedimiento, se vierte ripidamente en moldes evitando la
solidificacién antes de tiempo y la presencia de espacios vacios en el interior del gel
(Thompson y col, 1982). Una vez solidificado el gel, después de 30 a 45 minutos, es
necesario cubrirlo con ALUSA PLASS (u otro similar) para evitar su deshidratacton y
contaminacion. Cada molde consta de una base de vidrio de 20 x 20 cm y cuatro varillas
de acrilico dos de las cuales de 19,3 x 1,4 x 0,5 cm y las otras dos sonde 16 x 1,4 x 0,5
cm, con las que se forma un cuadrilatero con la forma caracteristica al gel y la altura

adecuada.

2.3.2. Carga y corridas de geles

Una hora antes de utilizar el gel, debe enfriarse a 4° C, para que adquiera una
mejor consistencia y un ambiente més propicio que evite la degradacion de las
proteinas.

La inoculacién del homogeneizado se realiza con trozos de papel filtro Watman
N° 3 de 2 mm de ancho por 10 mm de largo (Hillis y col, 1996), reteniendo
aproximadamente de 8-10 microlitro de la molienda de tejido (medicion realizada en el
Laboratorio). El homogeneizado a utilizar debe mantenerse en abundante hielo; y una

vez descongelado, rapidamente cada trozo de papel filtro es humedecido y aplicado
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inmediatamente en el gel en forma vertical intentando no mover una vez que toca €l
almidén para evitar que difundan las proteinas.

Los diferentes buffer utilizados en la preparacion de los geles, estan
intimamente relacionados a aquellos que se utilizan para los electrodos; en algunos
casos estos son diferentes, y corresponden a variaciones en Jas diluciones que se utilizan
(Anexo 2). Asi mismo, se recomienda mantenerlos por aproximadamente 1 hora a una
baja temperatura (4 ° C), antes de ser utilizado, en matraces o en las propias camaras de
corrida.

En el transcurso del tiempo se va ajustando la cantidad de voltaje adecuada que
se requiere en la técnica de clectroforesis, de modo que cada sistema buffer utilice el
voltaje y amperaje apropiados para una migracion correcta de las proteinas. La Tabla 3
indica las condiciones Lrecomendadas y empleadas en este estudio para los distintos

sistemas buffer utilizados.

TABLA 3.

Sistemas buffer y condiciones para corridas electroforéticas utilizado en cada

sistema.
SISTEMA BUFFER pH mA VOLTS TIEMPO DE CORRIDA
Tris citrato 8.0 75 90 7- 8 horas
Tris citrato EDTA 80 75 130 7- 8 horas
Tris citrato EDTA 7.0 60 120 6 -7 horas
Tris borato EDTA 8.0 35 140 8-10 horas
Tris HCI 82 60 130 7- 8 horas

mA=corresponde miliampers.
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2.3.3. Tincién de los geles

Transcurrido el tiempo promedio de corrida a voltaje apropiado, se procede a
tefiir las protefnas. La distancia de migracion de cada proteina es altamente particular,
siendo visualizadas una vez que el gel se expone a una mezcla de la tincién especifica
para la proteina que se desea evidenciar (Hillis y col, 1996) (Anexo 3)

La tincidn se basa en un principio bioquimico, que comprende la interaccion de
la enzima con ciertos sustratos especificos cuyo producto da una coloracién especifica

al aplicarle una sal para que actiie (PMS-MTT), tal como muestra el siguiente esquema:

ENZIMA

SUSTRATO PRODUCTO + SAL

- COLOR

Cada tincidn dependera de la via metabdlica en la cual participa la enzima en
cuestion, como también de la existencia de un sustrato inmediato y la utilizacién de las
sales adecuadas.

Cada tincion se prepara en matraces de 100 ml, con los buffer de tincion
especificos de acuerdo al sistema enzimdtico que se desea tefiir, y depositados en una
estufa a 37° C unas 2 horas antes de realizar la mezcla de tincion. Esta mezcla de
tincidn se realiza una vez que el gel ha sido retirado del campo eléctrico, y por efectos
practicos y de economia, cada gel de 1.8 cm se corta en rebanadas que dan 6 geles de 3

mm de espesor. Cada uno es depositado en una cubeta para recibir la mezcla de tincion
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adecuada a la proteina especifica. Para acelerar el proceso de tincién se cubre la cubeta

con alusa plass, evitando la evaporacién y se deja en una estufa de cultivo a 37°C.

2.3.4. Interpretacion de la informacion
2.3.4.1. Fijacién de geles de almidon.

Para dejar registro de los geles tefiidos con su patrén de bandas, cada uno de
estos es fotografiado, a fin de analizar y rechequear los resultados en conjunto. Otra
forma de asegurar la preservacién de la informacidn consiste en copiar el patr;ﬁn de
bandas en micas transparentes bien rotuladas. Por 1ltimo, otra modalidad obtenida con
éxito en el Laboratorio, es hacer perdurar los propios geles de almidoén, fijados en
Metanol Acido. acético 3:1, luego secado en una estufa a 60° C, como se muestra en el

Anexo 4 (técnica modificada en el laboratorio).

2.3.4.2. Interpretacion del patrén de bandas

Las bandas evidenciadas en un gel, son diagnosticadas de acuerdo a la
conformacion proteica. Por ejemplo si una sola cadena polipeptidica es activa, la
proteina se denomina monomeérica y el patron de bandas representara el aporte alélico
de los genes que codifican su conformacidén. La Figura 5A representa la banda de
migracidn mas ripida, anodal o catodal, que estard conformada por el alelo A en
homocigosis; la banda mas lenta representara el alelo B también en homocigosis
cuando ambos alelos estdn presentes en heterocigosis ambos daran un componente

representativo en bandas codominantes. Si la proteina es multimérica, como por ejemplo
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adecuada a la proteina especifica. Para acelerar el proceso de tincion se cubre la cubeta

con alusa plass, evitande la evaporacion y se deja en una estufa de cultivo a 37°C.

2.3.4. Interpretacién de la informacion
2.3.4.1. Fijacion de geles de almidén.

Para dejar registro de los geles tefiidos con su patrén de bandas, cada uno de
estos es fotografiado, a fin de analizar y rechequear los resultados en conjunto. Otra
forma de asegurar la preservacioén de la informacion consiste en copiar el patron de
bandas en micas transparentes bien rotuladas. Por tltimo, otra modalidad obtenida con
éxito en el Laboratorio, es hacer perdurar los propios geles de almidén, fijados en
Metanol Acido acético 3:1, luego secado en una estufa a 60° C, como se muestra en el

Anexo 4 (técnica modificada en el laboratorio).

2.3.4.2. Interpretacion del patrén de bandas

Las bandas evidenciadas en un gel, son diagnosticadas de acuerdo a la
conformacién proteica. Por ejemplo si una sola cadena polipeptidica es activa, la
proteina se denomina monomérica y el patrén de bandas representard el aporte alélico
de los genes que codifican su conformacion. La Figura 5A representa la banda de
migracién mas rapida, anodal o catodal, que estarda conformada por el alelo A en
homocigosis; la banda méas lenta representard el alelo B también en homocigosis
cuando ambos alelos estan presentes en heterocigosis ambos dardan un componente

representativo en bandas codominantes. Si la proteina es multimérica, como por ¢jemplo
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dimérica (Figura 5B), se producen dos cadenas polipeptidicas activas, donde los
homocigotos tanto para el alelo A como el B daran sus bandas correspondientes, asi el
heterocigoto estara representado por el aporte alélico de A de B y una migracion de tipo
intermedia aportada por la presencia de A y B en heterocigosis. Los restantes casos
como trimérica y tetramérica se esquematizan en la Figura 5C y 5D respectivamente.
Debemos diferenciar dos tipos de nomenclatura, la primera tiene relacion con
los sistemas isoenzimaticos de un mismo marcador de acuerdo a la movilidad relativa
que este posea, es decir, para aquellas proteinas con mas de un sistema decidimos
denominar al mas anodal con la letra A, y B al que lo sigue a continuacion; la segunda
nomenclatura a utilizar tiene relacion con la denominacién de los alelos que estdn
presentes para cada uno de los sistemas proteicos que observamos como fenotipo, por
ejemplo se le llama a_tlelo A aquel que se encuentra mas anodal y se prosigue
respectivamente con los alelos B — C, etc., para el caso de proteinas con més de un
sistema, esta nomenclatura de designacion de alelos es independiente para cada uno de

ellos.
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HOMOCIGOTO HETEROCIGOTO HOMOCIGOTO

A)
MONOMERICA I I

— —
B)
DIMERICA — I—

I— ——
<)
TRIMERICA I— —

— —
D)
TETRAMERICA L I

I—

Figura 5. Diagrama de expresion isoenzimatica, de acuerdo a las subunidades que
componen cada proteina. Las diferentes intensidades dan a conocer la actividad
isoenzimatica (Harris y Hopkinson, 1976).

Obtener el patrén de bandeo para cada enzima es técnicamente sencillo, pero
uno de los aspectos de mayor dificultad radica en la interpretacién y asignacion de las
bandas a un eventual genotipo.

El andlisis del patron de bandas de las protefnas se basa en un principio
genético basico relacionado con la estructura tridimensional de las proteinas (ya sea un

mondmero, dimero, trimero, etc.). Es asi como, para un simple locus con un par de
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alelos, una proteina monomeérica debe presentar un patron de bandeo como se muestra
en la Figura 6. Existen ocasiones sin embargo, donde la interpretacion electroforética se

complica debido a muchos factores entre los cuales podemos mencionar: la presencia de

mas de un simple par de alelos, la presencia de dos loci, etc.

MONOMERICO  DIMERICO TRIMERICO

HOMOMERICO A AA
HETEROMERICO AB

BA
HOMOMERICO B BB

Figura 6: Diagrama que representa las subunidades estructurales de las isoenzimas

homoméricas y heteroméricas.

ABA
BAA

BBA
BAB
ABB

BBB

TETRAMERICO

AABA
ABAA
BAAA

AABB
ABAB

ABBA
BABA
BBAA
BAAB

ABBB
BAEB
BBAB
BBBA
BEBB

2.3.4.3 Identificacion y descripcién de variantes electroforéticas

Para la realizacion de este estudio se analizaron 14 sistemas enzimaticos, que

dan cuenta de 18 loci claramente definidos (Tabla 2).
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2.3.4.3.1 Aspartato Aminotransferasa (Aat)

Enzima también conocida como Glutamato-Oxalacetato Transaminasa (Got),
participa en la transformacion del a-Ketoglutarato y el L-Aspartato en Glutamato y
Oxalacetato, este tltimo forma un complejo de color rojo oscuro con la sal Fast garnet
GBC, evidenciando la presencia de la enzima en el gel de almidén (Figura 7A)
(Radwan, 1980).

Aat posee una estructura cuaternaria dimérica, presumiblemente con dos loci
descritos para vertebrados (Richardson y col, 1986). Se describen dos sistemas
isoenzimaticos: uno & nivel mitocondrial m-Aat, con una migracion anodal en ambiente
basico, y una s-Aat a nivel nuclear de migracidn catodal en un ambiente basico. Se ha
visto que para obtener mejores resultados electroforéticos, es importante tener extractos

de tejidos frescos (Hillis y col, 1996).

2.3.4.3.2 Fosfoglucomutasa (Pgm)

La Pgm interviene en la via metabdlica que cataliza la reaccién de Glucosa-1-
Fosfato a Glucosa-6-Fosfato (con la ayuda de la Glucosa 1,6 difosfato), que a su vez es
catalizada por la Glucosa-6-Fosfato Dehidrogenasa y magnesio como cofactor, a 6-
Fosfogliceraldeido (6-PGA). Esta reaccién permite que el NADP sea reducido a
NADPH, y este ultimo en presencia de sales como el MTT y PMS forman un complejo
coloreado de azul oscuro (Figura 9A), en los geles de almidon.

Posee una estructura cuaternaria con una sola unidad estructural activa, siendo

catalogada como monomérica. Se ha descrito la presencia de tres loci para esta enzima
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en vertebrados en general, aunque para mamiferos se ha logrado distinguir cuatro
(Pretorius y col, 1975). En los restantes taxa solo se distinguen uno o dos loci.
Comunmente esta enzima puede exhibir bandas como artefacto de sobre tincion, ademas

se debe tener presente que su actividad se ve afectada con el tiempo.

2.3.4.3.3. Glucosa fosfato isomerasa (Pgi o Gpi)

Esta enzima participa en la transformacion de la fructosa 6 fosfato en glucosa 6
fosfato, para poder visualizar su presencia es necesario transformar ¢l resultado de la
reaccion enzimdtica (glucosa 6 fosfato} a 6-fosfogliceraldehido en presencia de
Magnesic y NADP, este ultimo se reduce a NADPH, y en el estado reducido, en unién
con las sales MTT y PMS dan una coloracion azul caracteristico de la enzima (Figura
10A).

Pgi presenta una estructura cuaternaria dimérica, con la presencia de un loci
descrito para vertebrados revelado catodalmente en el gel de almidén (Richardson y col,

1986)

2.3.4.3.4. Esterasas (Est)

Las esterasas corresponden a un conjunto de enzimas de gran interés en investigacion
para conocer o determinar cuantos genes estdn participando en estos complejos, dado el
gran polimorfismo encontrado en las diversas taxa estudiadas a través del tiempo:

Hubby y Lewontin, 1966 en Drosophila; Narang y col, 1977, en mosquitos; Baron,
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1972; 1973, en peces. Pueden ser revelada a través de dos metodologias de tincién: una
utilizando
4-Methylumbelliferyl acetato, reactivo que es catalizado por las Esterasas a acetato y
Methylumbelliferone, el que se colorea evidenciando la presencia de las enzimas al ser
expuestos a luz ultravioleta; la otra metodologia utiliza el o-Napthyl Acetato, que es
catalizado por las Esterasas a Acetato y a-Napthol, este dltimo en presencia de Fast
Garnet forma un complejo coloreado de negro (Figura 11A). Se ha visto la existencia
de varios otros sustratos para estas enzimas como: -Napthyl Acetato (Figura 12A), o-
Napthyl Butirate y o-Napthyl Palmitate; es importante tener presente la no-utilizacion
de mas de un sustrato por tincion.

Estas enzimas poseen una estructura cuaternaria de tipo monomérica o
dimérica dependiendo del tipo de Esterasa que estamos revelando. El nimero de loci
variaria de acuerdo a las taxa, encontrandose hasta seis para peces Alburnus alburnus

(Radwan, 1980).

2.3.4.3.5. Peptidasa-A (Pep-A)

Los términos dipepetidasa y tripeptidasa son los mas recomendables para
referirse a las Peptidasa en general, dada la existencia de variados sustratos. Esta enzima
cataliza la reaccién donde un péptido es llevado al 4dcido L-amino en presencia de
magnesio. El 4cido L-amino es catalizado a Cetoacido, Amoniaco y Agua oxigenada,
esta ultima catalizada por la Peroxidasa a oxigeno el cual forma un complejo coloreado

con la O-dianisidina (Figura 13A).

26




Las subunidades estructurales son variadas de acuerdo. al tipo de sustrato que
participa, como asi también lo es el nimero de loci descritos para este complejo

enzimatico, En vertebrados estan descritos los siguientes:

ENZIMA SUBUNIDAD ESTRUCTURAL SUSTRATO

PEP-A Dimérica Glycyl-Leucine

PEP-B Monomérica o dimérico L-Leucineglycyiglycine
PEP-C Monomérico Glycyl-Leucine

PEP-D Dimérica L-phenylalanyl-L-proline
PEP-E Monomérico Lycine-Leucine

PEP-F subunidad estructural desconocida L-Leucyl-Leucyl-Leucine
PEP-S probablemente tetramérico Glycil-Leucine.
2.3.4.3.6. a-Manosidasa (o-Man)

Enzima responsable de la reaccidon que transforma al 4-Metylumberiferyl-o-D
Manopiranosido en Manosa y Metilumberiferon, este ultimo compuesto al exponerlo a
luz ultravioleta evidencia la presencia de la enzima, con bandas fiuorescentes.

Para los vertebrados se postula que esta enzima presenta un locus y una
estructura cuaternaria monomeérica, aunque para algunas taxa puede ser dimérica (Hillis

y col, 1996).

2.3.4.3.7. Glutation reductasa (Gr)

Gr cataliza la reaccion de NADPH a NADP vy el de Glutation oxidado a Glutation

reducido. El cambio reversible de Glutation reducido a Oxidado permite que el
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Dichlorophenolindophenol se reduzca formando un complejo coloreado con el MTT
(Figura 154).

Se ha descrito como una estructura cuaternaria dimérica, con la presencia de un
locus descrito para vertebrados (Richardson y col, 1986).

En ocasiones la tincién de la GR permite ademds la aparicién de una enzima
contaminante que segin la literatura seria la Diaforasa-dependiente de NADPH la que
se diferencia de la GR por el sentido de la migracién. Al tener que preparar la tincién
con agar, en ocasiones se dificulta la interpretacién, principalmente por la no-
uniformidad del pintado del gel; para evitar eso es necesario aplicar el agar a una
temperatura de 50 °C ya que una menor temperatura solidificaria antes de tiempo la
tincion y una mayor temperatura podria eventualmente degradar las proteinas a

evidenciar.

2.3.4.3.8. Superoxido dismutasa (Sod)

Enzima conocida también como Indofenol oxidasa (Ipo) o Tetrasolium oxidasa
(To), su presencia puede ser evidenciada con una tincién indirecta y negativa, basada en
una reaccion sencilla donde el MTT, en presencia de PMS y luz se transforma a
Formazan, este Gltimo responsable de una coloracion azul intensa del gel de almidén,
sin embargo, la presencia de Sod impide que se produzca Formazan, quedando el gel
incoloro, evidenciando la presencia de la enzima, mientras que las demas zonas, donde

no esta la enzima, se tifien de azul (Richardson y col, 1986).
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Para la mayoria de los vertebrados se presentan dos loci: uno citoplasmatico (s-
Sod) con una estructura cuaternaria dimérica, y un segundo locus mitocondrial (m-Sod)

tetramérico.

2.3.4.3.9. Lactato dehidrogenasa (Ldh)

LDH cataliza la reaccién que transforma el Lactato a Piruvato en presencia de
NAD, siendo este tiitimo reducido a NADH, que forma un complejo coloreado con MTT
y PMS (Figura 16A). Posee una estructura cuaternaria del tipo tetramérico. En
vertebrados presenta dos loci (Richardson y col, 1986), los cuales en su conjunto
generan el tetramero en forma aleatoria (Figura 16B).

En general, se puede revelar adecuadamente con varios sistemas buffer, siendo
el mejor el tris citrato pH=8.0, donde migra en forma anodal con una separacién de

bandas bien marcadas.

2.3.4.3.10. Creatina kinasa (Ck)

Ck cataliza la reaccion de la Creatina Fosfato a Creatina en presencia de Mg
como cofactor enzimatico, permitiendo que el ADP se fosforile a ATP; la reaccion
reversible entre el ATP a ADP permite que la Hexoquinasa cataliza la reaccién de
Glucosa a Glucosa-6-Fosfato, producto que es llevado a 6-Fosfogliceraldehido por la
accion de 1a Glucosa-6-Fosfato Dehidrogenasa (G6PDH), permitiendo que €l NADP se
reduzca a NADPH formando un complejo coloreado con el MTT y el PMS (Figura

17A).

29




Ck se describe como una estructura cuaternaria dimérica, generada por la
presencia de dos loci (Ck-1 y Ck-2) (Figura 17B) descritos para vertebrados con

representatividad en los diferentes tejidos.

2.3.4.3.11. Adenilato kinasa (AK)

Esta enzima descrita por Buth y Murphy en 1980, cataliza la reaccion de ATP a
ADP en presencia de magnesio (Mg) como cofactor, esta reaccion permite que la
hexoquinasa lleve la Glucosa a Glucosa-6-Fosfato, esta por accién de la Glucosa 6
Fosfato Dehidrogenasa pasa a 6 Fosfogliceraldeido, permitiendo que el NADP se
reduzca a NADPH formando un complejo coloreado con el PMS y el MTT (Figura
18A).
2.3.4.3.12. Malato dehidrogenasa (Mdh)

Enzima responsable de la transformaciéon del Malato en Oxalacetato en
presencia de NAD, sufriendo este tltimo una reduccion a NADH, en el estado reducido
el NADH junto con MTT y PMS da una coloracién azul en el gel.

En vertebrados se evidencian 2 loci uno mitocondrial m-Mdh de una escasa
migracion anodal y un s-Mdh nuclear que presenta una mayor migracion anodal, ambos
loci descritos como diméricos (Richardson y col, 1996; Hillis y col, 1996), exhiben una
seric de artefactos de banda tanto anodales como catodales lo que tiende a mal

diagnosticar un polimorfismo.
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2.3.4.3.13. Glicerol-3-fosfato dehidrogenasa (G-3-pdh)

Enzima conocida también como o-Glicerofosfato dehidrogenasa, es la
responsable de la catalizacion del Glicerol-3-fosfato a Dehidroxiacetona fosfato en
presencia de NAD, reaccién en la cual este Gitimo cofactor se reduce a NADH. El
NADH en presencia de sales como MTT y PMS dan una coloracién azul revelando asi la
presencia de la enzima en el gel de almidon.

Presenta una estructura cuaternaria dimérica, con un namero de 2 loci en
general para los vertebrados, la mayoria de las ocasiones s6lo uno de los loci se revela,

mientras que el otro se tifie muy débilmente.

2.3.4.3.14. Glucosa dehidrogenasa (Gedh)
Enzima poco conocida en términos de andlisis electroforéticos, formalmente en un
principio” conocida como Hexosa-6-Fosfato Dehidrogenasa (H6PDH) (Hillis y col,
1996), esta enzima cataliza la reaccion de la Glucosa a Glucosa 6 Fosfato.

Se postula que es dimérica aunque no se plantea con seguridad de que esto sea

asi dado a los pocos estudios que se han realizado (Figura 19A).

2.4. Anilisis estadisticos

Una vez definida la nomenclatura, se procede a asignar el eventual genotipo
para cada individuo de cada poblacion, llenando una pauta de trabajo (Anexo 5), los que
son posteriormente analizados con los programa computacionales BIOSYS-1 (Swofford

y Selander, 1981) y GENEPOP 3.1 (Raymond y Rousset, 1995). Estos analisis
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estadisticos aportaran datos como: frecuencias alélicas, equilibrio de Hardy-Weinberg,
variabilidad genética, heterogeneidad poblacional, flujo génico, distancia genética y la

obtencion de analisis de Cluster.

2.4.1 Equilibrio de Hardy—Weinberg

Es importante aclarar que la ley de Hardy-Weinberg se basa en los supuestos de
que una poblacion ideal presentan las frecuencias alélicas y genotipicas mantenidas en
equilibrio estable siempre y cuando en la poblacion se cumplan los siguientes requisitos:
que no exista migracion, que el tamafio poblacional sea infinito, que no exista mutacion
ni seleccién, que las poblaciones presenten panmixia. Sin embargo, encontrar una
poblacién natural que cumpla todas las condiciones sefialadas anteriormente seria irreal,
a pesar de ello, este analisis permite estudiar las desviaciones genotipicas de las
esperadas y sus probables causas.

Las desviaciones de las frecuencias genotipicas observadas en relacion a las
esperadas bajo las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, se obtuvieron de los

programas computacionales BIOSYS y GENEPOP.

2.4.2 Estimacion de los niveles de variabilidad genética
Para determinar el nivel de variabilidad genética en las 19 poblaciones
muestreadas de L. m. monticola se utilizé el programa computacional BIOSYS,

obteniendo los siguientes indicadores:
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2.4.2.1 Promedio de alelos por locus (A)
A= se obtiene de la suma de los alelos por locus observados, dividido por ¢l

numero de loci analizados.

2.4.2.2 Porcentaje de loci polimorficos (P)
P = se obtiene de la suma de todos los loci polimoérficos observados, divididos
por el numero total de loci analizados. Se consideré un locus polimérfico cuando

presenta mas de una variante alélica independiente de su frecuencia.

2.4.2.3 Heterocigosidad (H)

I.a Heterosigosidad es la medida de variabilidad genética mas simple y
ampliamente utilizada. Su importancia radica en que cada heterocigoto leva diferentes
alelos, representando la variabilidad existente. Generalmente en los estudios
poblacionales se calculan dos heterocigosidades: La heterocigosidad observada (Ho) y la
heterocigosidad esperada (He) (Capula, 1996; Fisher, 1997).

Heterocigosidad observada (Ho): Esta medicion de heterocigosidad en una poblacion,
se obtiene de la suma del nimero de individuos heterocigotos observados para cada
locus y se divide por el ntimero total de individuos y loci analizado en la poblacién.

Heterocigosidad esperada (He): Esta medicion de heterocigosidad para una poblacion,
se obtiene de la suma del nimero de individuos heterocigotos esperados para cada locus,
considerando el equilibrio de Hardy-Weinberg, y dividido por el niimero total de

individuos y loci analizados en la poblacion.
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2.4.3 Heterogeneidad poblacional

Una medida para analizar la heterogeneidad poblacional o estructura genotipica
de una poblacién es la utilizacién de los estadigrafos F de Wright. Las relaciones
genéticas entre las poblaciones estudiadas fueron calculadas usando la identidad
genética de Nei (I) y la distancia standard de Nei (D) (Nei, 1972). Este estadigrafo
aporta estimativos tales como Fis, Fir y Fsr, que representan coeficientes de

consanguinidad.

Fis: corresponde a la correlacion existente en la unién de dos gametos al azar en
relacién a la subpoblacion, por lo tanto es el coeficiente de consanguinidad, cuyos
valores explican las variaciones de la heterocigosidad debido a apareamientos no
aleatorios en la subpoblacion y a posibles efectos selectivos. Su valor explicaria el
grado de panmixia (Fis=0) o el grado de consanguinidad (Fig=1), como también los
excesos o déficit de heterocigotos en la poblacion de acuerdo al signo que presenta su
valor: si el valor es negativo (-) da cuenta de un exceso de heterocigotos, y si es positivo

(+) da cuenta de un déficit de heterocigotos.

Fgr, corresponde a la correlacién existente en la unién de dos gametos al azar de dos
subpoblaciones en relacion a los gametos de la poblacién total. Llamado indice de
fijacién que explica los cambios en la heterocigosidad debido a subdisicién poblacional

y deriva genética, entregando el grado de diferenciacion existente, estimado entre las
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poblaciones; sus valores siempre son positivos y pueden ser clasificados como (Hartl,

1987; Cuguen y col, 1988):

Fsr=020.05 Escasa diferenciacion entre poblaciones
Fsr=0.0520.15 Moderada diferenciacion
Fsr = mas de 0.15 Gran diferenciacién

Fyp : correlacion entre dos gametos que se unen para producir un individuo en relacién a
la poblaci6n total, se define, por lo tanto, como el grado de consanguinidad de un
individuo en relacién a la poblacion total, por lo que participa como un indice
promedio entre los Fis y el Fgr (Fisher, 1997),

Para determinar el grado de significancia de los estatigrafos I se uso la prueba
de bondad de ajuste Chi Cuadrado (X*) para cada locus, esta prueba se aplica bajo las
siguientes ecuaciones:

a) Figy Fiy se usa el estadistico X2 de Li y Horvitz, 1953.
X2 =FNk-1); gl=k(k-1)/2
b) Fgy se usa el estadistico de X2 de Workman y Niswander, 1970.
X% =2NFy (K-1); gl = (k-1) (s-1)
Donde N=tamafio total de la muestra, k=nimero de alelos, s=mimero de

subpoblaciones.
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2.4.4 Flujo génico

En general los analisis de flujo génico, en la teoria, se basan en la estructura
espacial de las poblaciones naturales, a partir de esta se han planteado variados modelos
para explicar el flujo génico, por ejemplo: modelo de isla de Wright, continuo o de
aislamiento por distancia y el discontinuo o paso en paso. Sin embargo, en todos estos
modelos la estimacién del flujo génico se basa en métodos indirectos, tomando en
cuenta estimativos como alelos privativos, Fsr entre otros.

En este estudio se utilizaron dos métodos para la obtencion de los Nm, uno de
ellos basado en el Fgr estimando el niimero de migrantes por generacion (Nm) bajo una
amplia variedad de estructuras poblacionales. El mecanismo utilizado para el calculo de

flujo génico se resume en la siguiente ecuacion:

) Nmpey = (1/F~1)/4
N=Tamafio poblacional; m = tasa de migracion; Fy, = indice de fijacion.
El segundo método utilizado, se realiza a través del programa computacional

GENEPOP, el cual realiza una estimacion de los Nm basados en el método de alelos

privativos.

2.4.5 Distancias genéticas

Mediante el programa BIOSYS se obtuvieron, las distancias genéticas de Nei,
(1978) y de Rogers, (1972) para las 19 poblaciones de L. m. Monticola (Anexo 8). Las
distancias de Rogers obtenidas para estas poblaciones se utilizaron para generar

fenogramas por los analisis de Cluster, basados en la metodologia UPGMA.
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3. RESULTADOS

3.1. Andlisis de variantes alélicas

Con un total de 14 sistemas enziméticos se resolvieron 18 loci (Tabla 2), que
dan cuenta de 41 alelos identificados en todas las poblaciones de L. m. monticola; la
mayoria de los loci presentan migraciones anodales, a excepcion de la Aspartato
Aminotransferasa (s-Aat), Ia Glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y Glutatidn Reductasa
(Gr) (Figura 7, 10 y 15 respectivamente) que presentaron migracién catodal. Del total de
loci resueltos, para las 19 poblaciones de L. m. monticola estudiadas, cinco de ellos
resultaron fijos y monomorficos, a saber: m-Mdh, s-Mdh, G3pdh, Ldh-a y Ck-1, todos
ellos de migracion anodal; s-Sod fue monomérfica en todas las poblaciones excepto
para dos individuos de la poblacién Cerro la Campana (alelo privativo).

A continuaci6n se presentan los analisis de frecuencias al€élicas para cada uno
de los marcadores por separados:
Aspartato aminotransferasa (Aat)

Para este locus solo se obtuvo el sistema isoenzimaticos catodal a pH 8.0, lo
que nos permite decir que se trata del s-Aat presente a nivel citoplasmatico. Pese a
ensayar en un principio diversos sistemas buffer, no fue posible obtener la Aat
mitocondrial (m-Aat), lo que podria atribuirse a que en los lagartos como L. m.
monticola no este presente o si lo estd se encuentra en muy poca cantidad; esto tanto en

material fresco de individuos recién colectados, o antiguos.

37




Para s-Aat se obtuvo la presencia de dos alelos caracteristicos, siendo el alelo A
el mas comun dentro de las poblactones (Anexo 6), mds atin en algunas poblaciones
corresponde al unico alelo presente, como en las poblaciones de la Raza: Norte,
Multiple Fisiones y la poblacion de Salamanca, esta Gltima perteneciente a la Raza
Norte Modificada 2. Sélo la Raza Norte Modificada 1, la Raza Sur y la poblacién de
Culimé-Tilama, presentaron alelos A y B aunque este ultimo en una frecuencia menor a
excepcion de Maipo Sur y Cantillana (Figura 8).

Fosfoglucomutasa (Pgm)

En L. m. monticola se observa la presencia de migracion anodal en todas las
poblaciones estudiadas, con cuatro alelos denominados segtin patrén de interpretacion
propuesto {Figura 5 y 6). Es importante mencionar la presencia del alelo A, privativo,
sélo en algunos individuos de Cantillana; la alta frecuencia del alelo C en todas las
poblaciones y la fijacién del mismo en Rio Blanco, Yerba Loca, Colorado Sur, Rio
Rocin, Cabreria, Maipo Sur, Rio Lontue y Salamanca. Y en general, el alelo B y D se
encuentra presente en variadas poblaciones con una baja frecuencia (Figura 9 A y B).
Glucosa fosfato isomerasa (Pgi o Gpi)

En este estudio claramente se distinguen para este locus dos alelos designados
de acuerdo a la interpretacion planteada en los materiales y métodos de este trabajo.

En todas las poblaciones de L. m. monticola analizadas el alelo B se encuentra en
alta frecuencia, llegando a ser fijo en la mayoria de ellas, a excepcion de: Cta Dormida,
Colorado Norte, Rocin, Hierro viejo, Maipo Sur, Cantillana y Cerro La Campana, donde

el alelo A esta en baja frecuencia (Anexo 6) (Figura 10 A y B).
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Figura 7: A= fotografia del gel de almidon tefiido para Aat, B= zimograma para s-Aat
donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.
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Figura 8: Mapa de distribucién geografica para las localidades de Liolaemus monticola
analizadas, donde se entregan los valores de las frecuencias alélicas para cada poblacion

en el loci s-Aat. En azul el alelo A y rojo alelo B.
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Esterasas (Est)

En Liolaemus se observé que las Esterasas poseen una migracion rapida de tipo
anodal, logrando distinguir variados tipos isoenzimaticos, sin embargo, en L. m.
monticola son solo interpretables: la "o-Esterasa" de migr;cién mas rapida y "B-
Esterasa”, de migracion mas lenta, ambos loci presentan estructura cuaternaria
monomeérica, con un alto polimorfismo.

Para o-Esterasa distinguimos tres alelos, denominados de acuerdo a Ia
nomenclatura propuesta (Figura 11 B), donde es importante mencionar que la presencia
del alelo C es el de mayor frecuencia, fijandose en Rio Lontué¢ y Salamanca. La
presencia del alelo A solo en las poblaciones de la Raza Norte, Raza Norte Modificada
1, y una muy baja frecuencia del alelo B en Los Queiies y Maipo Sur, estos tltimos de la
Raza Sur.

Para B-Esterasa en cambio se interpretaron cuatro alelos (Figura 12 B) con la
ﬁjaqién del alelo B en: Quefies, Maipo Sur, Rio Lontué (Raza Sur) y Salamanca (Raza
Norte Modificada 2). Los demas alelos se presentan repartidos en las distintas
poblaciones en variadas frecuencias exceptuando la ausencia de los alelos A y D para las
poblaciones de la Raza Sur (anexo 6) (Figura 14 A).

Las interpretaciones de estas enzimas en ocasiones se dificulta por las cercanias
que existe entre ellas, pero al realizar tinciones en geles separados y especificas para
cada una, se les puede distinguir claramente. Asi para a-Esterasa se aplica la tincién
con a-Napthyl Acetato y la revelacién es bastante rapida a temperatura ambiente (unos

pocos minutos), en cambio para B-Esterasa que utiliza el 3-Napthyl acetato la aparicion
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es también rapida pero comparativamente bastante mas lenta que para la o-Esterasa. En
ambos casos obtenemos la presencia de ambos sistemas isoenzimaticos en un mismo gel
(Figura 11y 12).

Peptidasa-A (Pep-a)

Durante el desarrollo de este trabajo se pudo distinguir la presencia de un locus
de migracion mas bien rapida y anodal cuya tincion se refleja con bandas de color
naranjo en un fondo blanco (Figura 13 A). De los diversos sistemas buffer ensayados, la
migracion mas nitida se obtuvo con Tris Citrato a pH 8.0, observandose la presencia de
tres alelos para la calificada Peptidasa-a {Figura 13 B), trabajada con un sustrato
especifico el Glycyl-Leucine.

En esta enzima se puede observar una alta frecuencia para el alelo B, llegando
a ser fijo para las localidades de la Raza Multiple Fisiones, mas la poblacion de
Salamanca. El alelo A en cambio, se encuentra en baja frecuencia y bastante
representativo en casi todas las localidades, exceptuando las poblaciones de la Raza
Multiple Fisiones, Colorado Norte y Salamanca. El alelo C presenta aiin una menor
frecuencia y en unas pocas poblaciones como Cuesta la Dormida, Chacabuco y

Colorado Norte (Anexo 6) (Figura 14 B).
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CD CC BC CC AC

Figura 9: A= fotografia del gel de almidén tefiido para Pgm, B= zimograma para Pgm
donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.




BB AA AB AA

Figura 10: A= fotografia de gel de almidén revelado para Pgi, B= zimograma para Pgm
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.




s a- EST

AB BB BC AA BB CC

Figura 11: A= fotografia de gel de almidén revelado para a- Est, B= zimograma para a-
Est donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.
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Figura 12: A= fotografia de gel de almidén revelado para B- Est, B= zimograma para B-
Est donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.
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+ PEP

CC BB BC AB

Figura 13: A= fotografia de gel de almidén revelado para Pep, B=.zimograma para Pep
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos
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. 34%

Figura 14: Valores de las frecuencias alélicas para cada poblacion de Liolaemus
monticola, distribuida geograficamente.

A : B-Est, en azul el alelo A, rojo alelo B, blanco alelo C'y naranjo alelo D.

B : Pep-A, en azul el alelo A, rojo alelo B y naranjo alelo C
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c-Manosidasa (a-Man)

En L. m. monticola se reveld un locus monomérico con dos alelos, de acuerdo a
la interpretacion (Figura 5). El alelo A se presenta en baja frecuencia para 18 de las
poblaciones estudiadas excepto Los Queiies que tiene fijo el alelo B. (Anexo 6).
Glutatidn reductasa (Gr)

La Gr de migracion catodal mas bien rapida con bandas nitidas de coloracion
verde oscuro en un gel verde mas claro (Figura 15 A), permite una buena interpretacion,
También se observé un patrdn de bandas anodales, que al compararlos pudimos
constatar que eventualmente corresponden a una enzima denominada Menadion
Reductasa (Mnr). Para GR distinguimos la presencia de dos alelos (Figura 15 B), siendo
¢l alelo B el mas frecuente en todas las poblaciones, llegando a ser fijo para las
localidades de la Raza Sur, Norte Modificada 1 y para las seis poblaciones de la Raza
Norte mas Salamanca; solo las localidades de la Raza Multiple Fisiones, Chacabuco y
Culim¢-Tilama, presentan ¢l alelo B y A este Gltimo en baja frecuencia (Anexo 6).
Superoxido dismutasa (Sod)

En Liolaemus monticola solo se obtuvo s-Sod con una migracion anodal y dos
alelos. Donde el alelo A es fijo para todas las poblaciones a excepcion de La Campana
unica localidad que presenta el alelo B privativo.

Lactato dehidrogenasa (Ldh)
Segun la literatura y lo observado pudimos obtener la presencia de dos loci, siendo él
mas anodal (Ldh-a) invariablemente monomédrfico, para todas las poblaciones. En

cambio, para el otro sistema isoenzimético (Ldh-b) encontramos la presencia de dos
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alelos. La interpretacién de los cambios sutiles para Ldh-b se ve esquematizada en la
figura 16 B.

Es importante mencionar la presencia del alelo B fijo de Ldh-b para las poblaciones de
la Raza Norte modificada 2, Rio Blanco, Maipo Sur y Rio Lontué, las restantes
poblaciones presentan una marcada varabilidad alélica con un alelo A en baja
frecuencia.

Creatina kinasa (Ck)

Ck, en L. m. monticola presenta una migracion rapida anodal donde los dos loci
se encuentra relativamente muy cercanos entre si (Figura 17 A) (mas anodal Ck-1). Ck-1
presenta un patron de bandas fijas y monomorficas, mientras que Ck-2 presenta poca
variabilidad con una fijacion del alelo A en 17 de las poblaciones a excepcion de
Colorado Sur y Rocin unicas localidades que presentan el alelo B siendo este
considerado un alelo privativo (Figura 17 B) (Anexo 6).

Adenilato kinasa (Ak)

Ak posee una estructura cuaternaria del tipo monomeérica, describiéndose dos
loci para vertebrados: Ak-1 y Ak-2. Ambas poseen una migracion de tipo anodal muy
pegada al origen, asignando dos loci, muy juntos lo que en ocasiones dificulta la
interpretacion (Figura 18 B). Los mejores resultados se obtuvieron con un sistema
buffer Tris Citrato EDTA pH=8.0. Por problemas de interpretacién sélo se pudo
diagnosticar Ak-2, altamente variable con dos alelos siendo, el alelo A el mas frecuente,

para todas las localidades.
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Figura 15: A= fotografia de gel de almidén revelado para Gr, B= zimograma para Gr
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos obtenidos
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i3 LDH

Ldh-a

Ldh-b

Figura 16: A= fotografia de gel de almidén revelado para Ldh., B= zimograma para Ldh
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.
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B
+ CK
Ck-1 SE 2 Gom
CK-2 =) - .
oy

Ck-1 BB BB BB

CK-2 AA AA AB

Figura 17: A= fotografia de gel de almidén revelado para Ck, B= zimograma para Ck
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.
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AK-1 o
—_—

Figura 18: A= fotografia de gel de almidén revelado para Ak, B=. zimograma para Ak
donde se representa la migracién diferencial de cada uno de los alelos obtenidos
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Glucosa dehidrogenasa (Gedh)

Este marcador, en Liolaemus, di6 3 alelos claramente diferenciados (Figura
16A), de acuerdo a la nomenclatura establecida en los Materiales y Métodos, posee un
gran polimorfismo alélico, donde la ausencia del alelo A se observo en las poblaciones
correspondientes a la Raza Sur con excepcion de Cantillana, la ausencia del alelo C sélo

en Cabreria. Todas las restantes poblaciones presentaron todos los alelos en diferente

frecuencia.
A
B
I f )
- . -
= =

AA BB BC AB CC

Figura 19: A= fotografia de gel de almidén revelado para Gedh, B= zimograma para
Gedh donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos obtenidos
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Una forma de visualizar las frecuencias alélicas obtenidas en las poblaciones de
L. m. monticola, es clasificar los alelos obtenidos para cada marcador enzimatico de
acuerdo con los criterios de Zanetto y Kremer, 1995 y Schnabel y Hamrick, 1990, asi los
alelos de acuerdo a sus frecuencias se clasifican en: Alelo frecuente, cuando su
frecuencia alélica se encuentra entre 0.20 — 0.99; Alelo con frecuencia intermedia,
cuando su frecuencia se encuentra entre 0.11 — 0.19; Alelo raro, cuando su frecuencia es
menor al 10 % (bajo 0.10) y alelo privativos, cuando se encuentra presente solo en una o
unas pocas poblaciones, independiente de su frecuencia. Para las 19 poblaciones de L.
m. monticola estudiadas se obtuvo un total de 41 alelos en 18 loci analizados, cuya
clasificacion se entrega en la Tabla 4.

TABLA 4
Resumen de los alelos evidenciados en 18 loci analizados en L. m. monticola y
clasificados de acuerdo a su frecuencia.
Locus/Alelos C D
Aat
Pgm
Pgi
o-Est
B-Est
Pep-a
o-Man
Gr
Sod
Ldh-b
Ck-1
Ck.2
Ak-2
m-Mdh
s-Mdh F
G-3-pdh
Ldh-A F
Gedh FI F FI
F=frecuente, F.I.= frecuencia intermedia, R= alelo raro y P= alelo privativeo.

F R

el Pl bl ol
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Sl le-Tiel el -l ol el he He et Felie o)
~
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3.2. Resultados de anilisis estadisticos
3.2.1. A nivel de equilibrio de Hardy-Weinberg

Los equilibrios de Hardy—Weinberg obtenidos por BIOSYS son presentados en
el anexo 7 y resumidos en la tabla 5. Es importante destacar que las desviaciones de las
frecuencias genotipicas observadas en relacion a las frecuencias esperadas, bajo los
supuestos de equilibrio de Hardy—Weinberg, para la mayoria de las poblaciones y en
todos los loci analizados fueron no significativas (P>0.05), salvo algunas excepciones
muy puntuales con desviaciones significativas (P<0.05) como: Cuesta la Dormida y Rio
Blanco para B-Est; Colorado Norte y Cabreria para Gedh; Cantillana para Pgi; Colorado
Sur y Rio Lontué para s-Aat. Ademas hubo poblaciones que presentaron loci con
desviaciones catalogadas como altamente significativa (P< 0.01) tales como Colorado
Norte para e-Man y Ldh-b, Colorado Sur para B-Est — Pep-a - a-Man y La Campana
para s-Sod.

Los equilibrios de Hardy—Weinberg obtenidos por el programa computacional
GENEPOP son presentados en forma resumida en la tabla 6. Es importante destacar que
en la mayoria de las poblaciones y para todos los loci analizados fueron no significativas
(P>0.05), salvo algunas excepciones muy puntuales donde las desviaciones fueron
significativas (P<0.05) como: Cuesta la Dommida, para B-Est; Rio Colorado Norte para
o-Man y Ldh-b; Colorado Sur para o-Man y Pep-a Cerro La Campana, para Sod y Rio
Lontué para s-Aat. De acuerdo a los valores obtenidos con este programa computacional

hubo una sola poblacién que presenté un locus con desviaciones catalogadas como

altamente significativa (P<0.01), comesponde a Colorado Sur, para {-Est.
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3.2.2. Variabilidad genética.

Una vez asignados los genotipos (Anexo 5) y corrido el programa BIOSYS, las
medidas de variabilidad genética obtenidas se dan en la Tabla 7. El nimero de alelos
por locus va desde 1.3 en Salamanca y Rio Lontué a 1.8 en Cuesta La. Dormida y
Colorado Norte; mientras que el porcentaje de loci polimérficos va de un 22,2 % en
Salamanca a un 55.6 % en Colorado Norte, Cantillana y Cerro La Campana. Los indices
mas bajos del promedio de heterocigosidad observado (Ho) corresponden a Salamanca
con 0.049 y los Quefies con 0.065 pertenecientes a la Raza Norte modificada 2 y la Sur
respectivamente; en tanto que los mas altos se dan para La Campana 0.200 y Yerba Loca
0.169 ambas pertenecientes a la Raza Norte. Las mayores diferencias entre la
Heterocigosidad observada y esperada se presentan en las poblaciones de Cerrillo,

Colorado Sur y Hierro Viejo.

3.2.3. Heterogeneidad poblacional.

La Tabla 8 proporciona los estimativos para Fys, ¥ir y Fs7 entre las poblaciones
de L. m. monticola. El promedio de valores Fsy es de 0.120, equivalente a una moderada
diferenciacion (Hartl, 1987; Cuguen y col, 1988), esto indica que el 12% de la variacion
genética en L. m. monticola, es atribuible a la diferenciacion entre las poblaciones, y de
acuerdo a la formula 1-F g7 que corresponde 0.88 se puede establecer que el 88 % de la
variacion genética es atribuible a diferenciacion dentro de las poblaciones. Los mayores
apories a esta diferenciacion son entregados por los marcadores s-Aat (0.419), s-Sod

(0.240), o-Est (0.143), B-Est (0.129) y Gr (0.124), todos altamente significativos con el

60




test de significacién de Chi-Cuadrado (Tabla 8). El valor promedio de Fis= -0.053
sugiere que la heterogeneidad poblacional es debido en parte a panmixia. Sin embargo,
el valor negativo de Fis indica la presencia de un ligero exceso de heteroocigotos lo que

es corroborado por 7 de los 13 marcadores polimdrficos analizados (Tabla N°8).
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3.2.4. Flujo génico

La Tabla 9 resume los valores de flujo génico calculados a partir de los
estadigrafos Fst de cada uno de los loci polimoérficos. De esta tabla se puede extraer que
el locus Ck-2 presentaria el nivel mas alto de flujo génico (Nmgy =13.6), mientras que
los loci Aat-s y Sod mostraron los valores mas bajos de flujo génico (Nmgy= 0.34 y 0.79
respectivamente). Los restantes loci fluctuaron su valor de Nmyq entre los 1.49 a 6.16.
El promedio general de los Nmyg fue de 1.83 para todos los loci de acuerdo al valor

promedio de los Fst.

TABLA 9
Valores de flujo génico para los 18 loci enzimaticos en 19 poblaciones de Liolaemus
monticola
s-Aat | Pgm | Pgi | a-Est | B-Est |Pep-a|{aMan| Gr |[s-Sod |Ldh-b| Ck-2 | Ak-2 | Gedh | X
F(st) 0.41-97 0.059 [ 0.058 [ 0.143 | 0.129 | 0.100 | 0.076 | 0.124 | 0.240 { 0.039 [ 0.018 | 0.068 | 0.050 | 0.120
Nmggey | 034 | 3.98 ) 406 | 149 | 1.68 [ 225 | 3.03 | 1.76 | 0.79 | 6.16 | 136 | 342 | 475 | 1.83

A través del programa computacional GENEPOP, se pudo estimar el valor del
ndmero de migrantes por generacion, de acuerdo al uso de alelos privativos, dando un

valor promedio de 0.330.

3.2.5. Distancia genética.
En L. m. monticola los valores més altos de distancia genética modificada de

Rogers (Anexo 8) corresponden a 0.163 que separa a las poblaciones de Cerro
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Cantillana y Quefies pertenecientes ambas a la Raza Sur y Farellones de Maipo Sur
Raza Norte y Sur respectivamente {(Zona al Sur y al Norte del Rio Maipo). En general
los valores mas altos se dan entre las poblaciones de las Razas Norte con las de Raza
Sur. El valor mas bajo es 0.042 que enfrenta a las poblaciones de Rio Rocin y Mina
Cerrillos ambas de la Raza Muitiple Fisiones. En general los valores mds bajos se dan al

comparar las poblaciones dentro de cada Raza cromosomica.

3.2.6. Anilisis de Cluster.

Las relaciones genéticas entre las poblaciones de L. m. monticola estudiadas se
presentan en la Figura 20. El procedimiento de Cluster de UPGMA muestra el
fenograma construido en base a la matriz de distancias genéticas modificada de Rogers,
el que revela dos grupos principales que se separan con una distancia cercana a los 0.16
apartando-a la Raza Sur y Norte Modificada 2 del resto de las tres razas cromosémicas
antes mencionadas. En otro sub Cluster (distancia= 0.12) podemos encontrar a las
poblaciones de la Raza Norte modificada 2 y Cantillana separadas del resto de las
poblaciones de la Raza Sur. Un segundo sub Cluster (Distancia = 0.11) agrupa las
poblaciones de la Raza Multiple Fisiones que claramente se aparta de las poblaciones de
la Raza Norte y Norte Modificada 1. Ademas cada uno de los sub cluster evidenciados, a
su vez, presentan subdivisiones que van a ser coherentes con las ubicaciones geograficas
de cada poblacion.

Un segundo fenograma presentado en la figura 21 muestra la separacién de las

poblaciones agrupadas por Raza Cromosémica y ubicacién geografica, donde se
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presenta nuevamente la separacién en dos Cluster (Distancia= 0.125) que separa a la
Raza Sur y Norte Modificada 2, del resto de las Razas Cromosomicas, a su vez las tres
razas cromosémicas {Norte, Norte Modificada 1 y Multiple fisiones) se ven mas

limpiamente separadas al analizarlas por razas.
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Distancia genética modificada de Rogers

T ——F————F ===+
.00

.20 .17 .13 .10 .07

RS S SRS e s B S S - -
Rio Lontué

Maipo Sur
Los Queiies
Co.Cantillana
CulimoTilama
Salamanca
Farellones
Yerba Loca
C.Dormida
Chacabuco
Saladillo

Rio Col. Sur
Rio Col Norte
Rio. Blanco
Co Campana
Cabreria
MinaCerrillos
Rio.Rocin

Hierro viejo

Figura 20: Fenograma generado por UPGMA a través de los andlisis de Cluster, basados

en las distancias genéticas modificada de Rogers, para
monticola pertenecientes a cinco Razas Cromosémicas.

19

localidades de Liolaemus

En verde Raza Sur, en gris Raza Norte modificada 2, en rojo Raza Muiltiple Fisiones, en azul la Raza Norte y

negro Raza Norte Modificada 1
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Distancia genética modificada de Rogers

«20 .17 .13 .10 .07 .03 .00

NORTE

NORTE MOD1
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20 17 13 +10 07 03 00

Figura 21: Fenograma generado por UPGMA a través de los analisis de Cluster, basados
en las distancias genéticas modificada de Rogers, para cinco Razas Cromosomicas de

Liolaemus monticola.(genotipos Anexo 5B)
En verde Raza Sur, en gris Raza Norte modificada 2, en rojo Raza Muiltiple Fisiones, en azul la Raza Norte y
negro Raza Norte Modificada 1
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4, DISCUSION

Variabilidad genética

La variacién aloenzimdtica analizada para las 19 poblaciones de L. m.
monticola, nos indica que el polimorfismo genético observado, es relativamente aito
para la especie. Al analizar los niveles de heterocigosidad, tanto para los valores
promedios observados (Ho=0.129) como los esperados {He=0.128) (Tabla 5), resultaron
ser mucho mayor que los calculados por: Nevo en 1978, en 17 especies de lagartos del
género Lacerta (Ho= 0.04), Gorman y col. en 1978, en especies de Anolis y Hall y
Selander en 1973 y Sites y col. en 1988 para Sceloporus grammicus. Sélo los valores
encontrados por Mendoza-Quijano y col. en 1998 para Sceloporus variabilis variabilis,
resultaron ser mas altos.

Las heterocigosidades obtenidas en los andlisis por razas y mapeadas en la
distribucidn geografica de L. m. monticola (Figura 22 A), nos indica que la Raza Sur
2n=34, considerada como ancestral (Lamborot,‘ 1993), presenta una menor
heterocigosidad comparada con las razas, consideradas como derivadas (Raza Norte
2n=34, Raza Norte Modificada 1 2n=38-40 y Raza Miiltiple Fisiones 2n= 42-44), a
excepeion de la Raza derivada Norte Modificada 2 2n=38-40, que presento la menor
heterocigocidad entre todas las razas incluidas en este estudio.

Estos estudios contrastan con los obtenidos a nivel cromosémico por Lamborot
en 1993, 2001 y Lamborot y col. en 1993, los que muestran una tendencia de franco

incremento de la variabilidad cromosomica de sur a norte.
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El modelo de especiacidn cromosdmica en “cascada™ planteado por Hall en
1973 y 1988, predice que las especies (o razas) cromosémicas derivadas presentarian
una menor variabilidad genética que las ancestrales. Este modelo seria compatible
considerando la vartacién cromosomica en L. m. monticola, sin embargo, no seria
coincidente desde el punto de vista molecular, especialmente para la Raza Sur y Norte;
si para la Raza Norte en relacion a las restantes razas derivadas (Modificada 1, Multiple
Fisiones y Modificada 2). Una posible explicacion radicaria en el tiempo de divergencia
y separacion que serfa mayor entre las razas Sur y Norte.

Un andlisis mas detallado de la heterocigosidad dentro de las razas Sur y Noxte,
separandolas en zonas costeras, transversal y andinas, de acuerdo a los diversos
cordones geograficos. (Figura 22 B), nos permite observar que la tendencia general es de
una mayor heterocigosidad en los cordones costeros, tanto para la raza Sur como para la
Raza Norte. Asi la raza Sur costa (Cerro Cantillana Ho=0.131) presenta una
heterocigosidad intermedia entre la raza Sur andes y la Raza Norte, aspecto que coincide
con los estudios cromosdmicos realizados por Lamborot y col en 1993, donde ademads se
postula una ruta de migracion posible a fravés del rango costero. Asi también las
poblaciones de 1a Raza Norte del rango costero presentan una mayor heterocigosidad
que las poblaciones del cordén transversal y rango andino. Luego las razas Norte
Modificada 1 y Miiltiple Fisiones mantienen una heterocigesidad levemente menor que
la Raza Norte, y por ultimo la Raza Norte Modificada 2 que presenta una

heterocigosidad baja semejante a la Raza Sur.
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Valores tan altos de heterocigosidad como los encontrados en L. m. monticola 'y

la sustancial diferenciacion entre las poblaciones locales estaria indicando la existencia

de poblaciones bastante subdivididas en relacion a los valores conocidos en otros

lagartos evidenciados a través de los estudios realizados por Sites y col. en 1988 y 1993;

Arévalo y col. en 1993 y Mindell y col., 1985.
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Figura 22: Valores de heterocigosidad observadas para cada raza cromosomicas de
Liolaemus monticola analizadas, distribuyéndolas en un mapa de ubicacion geografica.

A: Estudio por Raza. B: Estudio realizado separando poblaciones por cordones
geograficos




Si bien .los niveles de heterocigosidad estin calculados para el conjunto de
alelos y para todas las poblaciones, resulta de interés analizar las frecuencias alélicas
para algunos loci en particular. Por ejemplo, para la Aspartato aminotransferasa (s-Aat)
(Figura 8) donde se observa una mayor variabilidad para las poblaciones de la Raza Sur,
con el alelo B en mayor frecuencia que el resto de las razas en estudio. Para este
marcador enzimatico en particular, se podria pensar en un posible efecto de deriva
génica que involucra una reduccién de la variabilidad genética en las poblaciones de las
razas derivadas.

Sin embargo, otros marcadores como por ejemplo Gedh, Gr, B-Est y Pep-a, se
comportan en forma inversa, asi, las poblaciones derivadas presentarian una mayor
variabilidad genética que las postuladas razas ancestrales (Figura 14 y 23), de modo que
las poblaciones de cada raza habrian adquirido un grado de variacién genética
importante a lo largo del tiempo. Lo anterior se ve corroborado por los analisis en las
frecuencias alélicas obtenidos de los estudios por razas.

En base a los andlisis de las frecuencias alélicas, se puede validar la hipotesis 3
propuesta en este frabajo, en relacion al aumento de la variabilidad genética de las
poblaciones de las Razas derivadas. Ya que en la mayoria de los marcadores se presenta
un aumento de la variacion, solo en algunos casos en particular se podria postular algin
efecto de deriva génica en la variacién genética observada, permitiendo con esto

descartar en alguna medida la hipétesis nula.

72




Heterogeneidad poblacional

La varianza estimada y estandarizada de los Fgp para el total de las 19
poblaciones, resulta altamente significativa con un valor promedio de 0.120, siendo
bastante més alta que los datos obtenidos para vertebrados en general, a excepcion de
los trabajos de Capula.en 1994 y 1996, en Lacerta (Fst=0.460). Asi, basados en el
promedio de los valores de Fsr, se puede establecer que en L. m. monticola, ¢l 12 % de
la diversidad genética se da entre las poblaciones, mientras que el 88 % de la variacién
corresponderian a cambios intrapoblacionales. Asf también, los valores de los Fis que en
su mayoria son negativos (7 de los 13 loci polimérficos), permitirian postular un exceso
de heterocigotos en las poblaciones, y cuyo valor promedio tendientes a cero, permite
proponer un grado de panmixia poblacional.

Basado en los andlisis por razas para los Fst, podemos establecer que a nivel
interpoblacional, la diversidad genética alcanza a un 7.6 %. En definitiva al comparar
los valores de los Fst a nivel poblacional y'por razas (12 % y 7.6% respectivamente) la
diferencia existente entre ellos nos entrega un valor aproximado de la diversidad
genética de un 4.4% el cual es atribuible a la diversidad genética existente dentro de
cada una de las razas, este ultimo valor al igual que los obtenidos a nivel poblacional y
por razas es bastante alto, lo que de alguna forma estarfa reforzando la independencia de

los demos locales.
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Flujo génico

A nivel genético, los resultados permiten estudiar el flujo génico, a través de
los analisis del nimero de migrantes por generacién (Nm), tanto basados en los Fgr
como por la presencia de alelos privativos con valores promedios, considerados bajos,
de 1.83 y 0.330 respectivamente, lo que hace pensar en una eficiente limitacion al flujo
génico dado en parte por las barreras geogréficas antes mencionadas y la fragmentacion
poblacional. Asimismo, al comparar a nivel de razas cromosémicas los valores de Nm
también son bajos, permitiendo con lo anterior aceptar la ultima de las hipétesis
propuestas, la que establece una efectiva limitacion del flujo génico por estas barreras
geogréficas. Sin embargo, la variacién propia de cada una de estas razas, producto de
posibles mutaciones nuevas a través del tiempo, establece que las razas derivadas no
necesariamente presenten una menor variabilidad genética.

En resumen, la estructura genética de L. m. monticola aparece mas subdividida
que otros lagartos estudiados hasta la fecha por Aguilars y col. en 1988 y Sites y col. en
1993. El patron de variabilidad genética observada y la aparente variacion clinal de los
alelos para algunos loci, sugeririan que la estructura genética de L. m. monticola se ha
modelado por la interaccién de procesos estocasticos como : aislamiento geografico,
barreras biogeograficas al flujo génico, deriva génica y agentes selectivos como
regimenes bioclimaticos locales cuyo conjunto podria estar favoreciendo algunos alelos

de algunas localidades. En este estudio, existen cambios en las frecuencias alélicas para

s-Aat, s-Sod, Pep-a, Gr, a y B Est, por ejemplo (Figura 8, 14 y 23).
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Figura 23 Valores de las frecuencias alélicas para cada poblacion de Liolaemus
monticola, mapeadas de acuerdo a su ubicacion geografica. A: Gedh, en naranjo ¢l alelo
A, negro alelo B y blanco alelo C. B: Gr, en blanco el alelo Ay rojo alelo B

Las fechas indican las posibles rutas de migracion postuladas para L. m. Monticola




Distancias Genéticas

Los datos de distancia genética tanto de Nei como de Rogers (Anexo 8) y los
estadigrafos F de Wright, obtenidos en este estudio, tanto a nivel de poblaciones como a
nivel de raza, nos permiten distinguir que la divergencia genética se distribuye en dos
grupos principales coincidentes, en gran medida, con las razas cromosémicas ancestral
v/s derivadas. Esta divergencia aloenzimatica encontrada es coincidente con los datos
cromosOmicos proporcionados por los trabajos de: Lamborot, 1993, 1991, 2001;
Lamborot y col, 1979; 1981; Lamborot y Alvarez, 1993 y Lamborot e Eaton, 1997, y
también son coincidentes con los datos morfolégicos encontrados por Lamborot y Eaton
en 1997. Asi mismo, las agrupaciones obtenidas a nivél aloenzimatico, son coincidentes
con la distribucion geografica, dada en particular por barreras geogrificas de
importancia como son _el Rio Maipo y el Rio Aconcagua, y algunos de sus afluentes,
siendo evidenciadas también como barreras geogréficas a nivel cromosémico y
morfolégico.

Sin embargo, las poblaciones de la Raza Norte modificada 2 se ven agrupadas
con la Raza Sur lo cual no concuerda con la agrupacion general esperada, de acuerdo a
los antecedentes cromosdmicos y morfoldgicos descritos por Lamborot y col., esto
puede ser explicado por algunas limitaciones del método electroforético que impide
diagnosticar variantes alélicas que no difieren en su carga neta, generando con esto que
cambios a nivel genético con cargas similares pero no iguales tiendan a diagnosticarse
como idénticos. Otra posible explicacion puede estar dada por procesos de migracidon

(colonizacion y recolonizacion) producidos en el tiempo.
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Lo anterior permitiria validar algunas de las hipétesis propuestas, en relacién a
la evolucion ligada y congruente de la variabilidad genética con la cromosomica y
morfoldgica en L. m. monticola, descartancio, en parte, las hipotesis nulas.

La coherencia, a nivel genético, con la distribucion geografica y barreras
geograficas, se ve afianzada al determinar la presencia de alelos privativos para algunas
de las poblaciones, en diversas razas cromosdmicas (Tabla 4), estos alelos privativos son
sugerentes de una variabilidad independiente en las diversas zonas geogréficas,

coincidentes con las razas cromosoémicas encontradas.

Analisis de Cluster

El Fenograma obtenido del analisis de “Cluster”, basado en las distancias
genéticas de Rogers (ar_l_cxo 8), cuyos valores aunque bajos, ayuda a validar las hipétesis
1y 2 propuestas en este estudio, donde los Rios aparecen como barreras geograficas,
permitiendo visualizar una correspondencia entre las Razas cromosomicas y la
divergencia genética. Nuevamente la Raza Norte Modificada 2 se observa proxima a la
Raza Sur, aspecto que se discutié en parrafos anteriores.

Valores tan bajos de distancia genética entre las Razas cromosémicas no
alcanzan a los valores obtenidos para estudios a nivel de especies en lagartos,
reafirmando asi el estatus de “raza™ dada para poblaciones de L. m. monticola
estudiadas.

Los valores de distancias genéticas de Rogers y/o de Nei muestran valores

comparativamente mas bajos que los obtenidos en los estudios de divergencia
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cromosémica por Lamborot, 2001 y/o los morfologicos de Lamborot e Eaton, 1992,
1997 y Lamborot y col (en preparacion). Asi por ejemplo, la diferenciacion
cromosomica de las razas de L. m. monticola (Lamborot, 2001), expresada en distancias
genéticas de Rogers son bastante grandes al comparar las razas Sur, Norte y Muitiple
Fisiones; donde, un primer cluster, a una distancia de 0.60, separa la Raza Miiltiple
Fisiones de las restantes, mientras que a una distancia de 0.45 se presenta la separacion
de las Razas Norte y Sur. Esta agrupacion también fue observada por Lamborot e
Eaton,1992; 1997 a nivel de diferenciacion morfoldgica, donde se mantiene la tendencia
general, separando a las razas Sur y Norte con distancias bastante elevadas (separacion
3.6 distancia de Sokal).

La baja divergencia a nivel aloenzimatico encontrado en L. m. monticola,
contrasta con la e_llta q_ivergencia a nivel cromosomico y morfoldgico que podria ser
explicada, dado que se sabe que las aloenzimas evolucionan a tasas menores que los
ADN mitocondriales o Cromosémicos (nuclear) dada la alta tasa de mutaciones
cromosoOmicas de esta especie.

Mas ain, cabe hacer notar que a nivel genético dentro de las razas
cromosomicas, se presentan distancias genéticas, que aunque pequefias, permiten
diferenciar entre localidades, por ejemplo, dentro de la Raza Sur distinguimos el rango
Cordillera de la Costa y Cordillera de los Andes; deniro de 1a raza norte modificada 1 es
posible distinguir las poblaciones Colorado Norte y Colorado Sur, geograficamente
separadas solo por el Rio Colorado afluente de importancia del Rio Aconcagua (Figura

3).
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Varias condiciones podrian estar influyendo en la estructuracién genética y
diferenciacién en la tan fragmentada distribucion de L. m. monticola, cuya coincidencia
con los datos cromosomicos y las barreras geograficas que las separan hace dificil
discriminar entre ambas. Los rios pueden ser barreras importantes a la dispersién del
flujo génico de algunas especies terrestres, esto es especialmente valido para aquellos
rios que no cambian su curso con el paso del tiempo (Mayr, 1963; Lamborot 1993). En
ciertos casos, los rios pueden separar Razas o especies emparentadas (Pound y Jackson,
1981). Este aspecto se demostré a nivel cromosémico para L. m. monticola a través de

los estudios realizados por Lamborot en 1993 y 2001.

;Como se dispersaron las razas cromosémicas de Livlaemus monticola ?

Estudios previos en Liolaemus monticola basados en datos biogeograficos,
cromosomico poblacionales, tanto mitdticos como meidticos de Lamborot, 1993, 2001 y
por andlisis morfolégicos de Lamborot ¢ Eaton, 1992, 1997, plantean la hipdtesis que la
Raza Norte 2n=38-40 se habria originado de la Raza Sur 2n=34, probablemente en el
rango costero, pues tanto para el valle del Maipo como el valle Aconcagua, ambos
habrian escapado a la accién de los glaciares del Pleistoceno (Briiggen, 1950; Huesser,
1966; Vuilleumier, 1971; Caviedes, 1972; Formas, 1979).

Las lenguas de los glaciares habrian actuado como mayores barreras en la

Cordillera de los Andes que en la Cordillera de la Costa, debido a que en el rango
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costero, durante la glaciacion, debieron quedar refugios de individuos que desde alli
colonizan,

Actualmente los Rios Maipo y Yeso actiian como barrera al flujo génico de las
razas Sur y Norte de L. m. monticola, a excepcion de una zona de hibridacién secundaria
reciente descrita por Lamborot, 1991; Lamborot y col, 1993; en tanto que el Rio
Aconcagua separa las razas Norte y Multiple Fisiones (Lamborot, 1993, 2001). Cabe
sefialar que en ambas laderas del Rio Colorado, importante afluente del Rio Aconcagua,
se presenta la raza Norte modificada 1, cromosdémicamente intermedia entre las razas
Norte y Miultiple Fisiones (Lamborot y col, en preparacion), quedando como una raza
aislada en el rango Andino, y que de acuerdo a los datos genéticos obtenidos, es
probable que la Raza Norte Modificada 1 corresponde a una zona de contacto del
pasado.

Varios episodios de migracién y colonizacién pueden estar dando cuenta de la
situacion actual de L. m. monticola. Si partimos antes o durante del Pleistoceno reciente,
es probable que individuos del “tipo raza Sur” ocupasen la actual distribucién
geografica de L. m. monticola. Un primer evento de colonizacién probablemente ocurrid
en ¢l rango costero concomitante con el establecimiento de los rearreglos cromosémicos
propios de la raza Norte ejemplo: fision del cromosoma 4 en homocigosis y
polimorfismo para la fision del par cromosomico 3 (Figura 3). Estos rearreglos se
habrian expandido probablemente en toda €l drea comprendida al norte del Rio Maipo.
Luego, sobre estos reordenamientos, habria ocurrido un cambio en los pares

cromosomicos 6 y 7 tipicos de la raza Norte modificada 1, al norte del Rio Aconcagua;
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seguidos por una nueva ola de cambios probablemente en el sector costero, como
fisiones del par 1y 2 que colonizan el sector comprendido entre los Rios Aconcagua y
Petorca. La raza Norte modificada 2, habria adquirido cambios cromosémicos leves que
la diferencian de las razas Norte por una parte y Norte modificada 1 por otra. (Lamborot,
2001).

Los estudios aloenziméticos estarfan aportando informacién que apoyaria las
eventuales rutas de migracién propuestas para L. m. monticola, y congruentes con los
estudios cromosémicos (Lamborot, 2001) y morfolégicos (Lamborot y Eaton, 1992;
1997) descritos anteriormente. Basandose en las frecuencias alélicas de algunos loci en
particular, por ejemplo Gedh cuyas frecuencias alélicas estan mapeadas en la Figura 23
A, es posible observar que el alelo A no esta presente en ninguna de las poblaciones de
la raza Sur Andes y s6lo aparece en baja frecuencia en la raza Sur Costa, manteniendo
su presencia en la mayoria de las poblaciones de las razas derivadas, las flechas
permiten visualizar las eventuales rutas de migracion y colonizacién aportado por este
loci.

Una situacién similar se ilustra para B-Est (Figura 14 B); en este caso en la
Raza Sur Andes, el alelo B esta fijo, apareciendo el alelo C en la Raza Sur Costa, y a su
vez presente en casi todas las poblaciones de las razas derivadas a excepcién de
Farellones y Yerba Loca, lo que permitiria establecer que la migracion se prolongé hasta
ese lugar. A esto se suma la posibilidad de cambios genéticos locales, zonas de

aislamiento geografico, con cambios genéticos particulares.
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De la misma forma Gr podria estar dando cuenta de las eventuales rutas de
migracion, especialmente a través del Rio Aconcagua (Figura 23 B), aportando

importante informacion junto con otros loci analizados en este estudio,

Este trabajo forma parte de un estudio méas amplio de exploracion de Ila
varicion presentada por L. m. monticola, a nivel cromosémico, morfoldgico y molecular.
En ultimo término se espera poder correlacionar estas diferentes bases de datos en vista
de una mejor comprension de la divergencia poblacional acoplada a la divergencia
cromosomica y las posibles asociaciones evolutivas para esta especie elejida como

modelo de estudio.
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5. CONCLUSIONES

La variabilidad genética intra e interracial obtenida sugiere que ésta evolucionaria a
tasas menores que la variabilidad cromosémica y morfologica encontrada para esta
especie.

L. m. monticola presenta en general un alto polimorfismo genético de acuerdo a los
valores de heterocigosidad tanto observada como espel;ada, siendo estos valores
mucho mas altos que los encontrados para otras especies de lagartos.

Los analisis de cluster realizados a partir de distancias genéticas en 19 poblaciones
de L. m. monticola, establece una separacion primaria de las poblaciones, la que es
coincidente con las razas cromosdmicas sur (ancestral) y las restantes cuatro razas
cromosomicas consideradas como derivadas.

Los valores de Fst resultaron ser altos, en comparacién con otras especies de
lagartos, representando una elevada diferenciacion interpoblacional, lo que sugiere
la existencia de demos locales altamente subdivididos. Sin embargo, la divergencia
genética observada no es lo suficientemente alta como para el estatus de especie.

De los datos obtenidos se puede sefialar que para la mayoria de los marcadores
genéticos aloenzimaticos, no presentarian los efectos de la deriva génica, reflejada
principalmente por la independencia de la variabilidad genética en las poblaciones
consideradas como derivadas; sin embargo, existen otros marcadores donde se
evidencia un aumento de la variabilidad en las poblaciones derivadas, posiblemente

por un efecto de deriva génica
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6. La agrupacién de las.poblaciones de L .m. monticola a nivel genético, coincide con
la distribucion geografica y la eventual existencia de barreras geograficas como son

los Rios Maipo y Aconcagua y algunos de sus afluentes mas importantes.
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ANEXO N° 1

COMPOSICION QUIMICA DEL BUFFER DE EXTRACCION

Trizma Base (0,01 M) 1,21 gr/litros
EDTA ph6,8 (0,001 M) 0,37 gr/litros
NaCl (0,03 M) 1,75 gr/litros
Agua destilada 1000 ml

Ajustado a Ph 6,8 con HCI




ANEXO N°2

SISTEMAS BUFFER UTILIZADOS EN LAS CORRIDAS ELEECTROFORETICAS

Tris Citrato Ph 8,0

Solucion stock
Trizma Base (0.687M) 832g/L
Acido citrico monohidrat. (0.157M) 33.0g/L
Ajustar a pH 8.0,

Solucidn electrodo:

Sin diluir la solucion stock.

Solucion gel:

Dilusion de 1:29 de la solucién stock.

Tris Borato EDTA pH 8,0

Solucion Stock;
Trizma Base (0.50M) 606g/L
Acido Barico (0.65M) 402 g/L
EDTA (0.02M) 67gL
Ajustar a pH 8.0

Solucién electrodo:

Sin diluir la solucidn stock.
Solucion gel:

Diluir 1: 9 de la solucidn stock.

Tris Citrato EDTA pH 8,0

Solucion stock:
Trizma Base (0.135M) 164g/L
Acido citrico (0.045M) 946/l
EDTA {(l3mM) 044¢gL
Ajustar a pH 8.0

Solucidén electrado:

Sin diluir la solucién stock.
Solucién gel:

Diluir I : 14 de la solucién stock.




ANEXO N°

3

RECETAS DE TINCION ESPECIFICA PARA DIVERSOS MARCADORES

ENZIMAS
ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (Aat)
Buffer fosfato (0.2 M) pH7.5 25
Piridoxal-5-fosfato (solucidn 0.5 %) 0.8
Albimina de bovino 750
Acido L-AsparticopH 7.5 (0.2 M) 6.8
Fast Garnet GBC 6.0
FOSFOGLUCOMUTASA  (Pgm)
Buffer Tris HCI (0.2 M) pH 8.0 50
MgCl2 (0.1 M) 5.0
a-D-glucosa-1-fosfato 0.1
Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa 40
NAD (10 mg/ mt ) 20
MTT (5 mg/ml) 1.0
PMS (5 mg/ ml) 1.0
GLUCOSA —6-FOSFATO ISOMERASA (Pgl)
Buffer Tris HCI  (0.2M) pH7.0
MgCl2 (0.1 M) 5.0
D-fructosa & fosfato 0.04
Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa 40
NADP (10 mg/ml) 2.0
MTIT (Smg/ml) 1.0
PMS (5 mg/ml) 1.0
a-ESTERASA (a~Est)
Buffer TasHCl  (0.2M) pH7.0 50
o-Naphthyl Acetato solucion 3.0
Fast blue BB salt 0.05
8-ESTERASA (BEst)
Buffer Tris HCt  (0.2M) pH7.0 50
b-Naphthyl Acetato solucion 3.0
Fast blue BB salt 0.05

PEPTIDASA (Pep-A)

Buffer Tris HCI (0.2 M) pH 8.0 50

Valina-Leucina 0.04
Veneno de serpiente 0.01
Peroxidasa 0.02
o-dianisidine dihydrochloride 0.01

o-MANOSIDASA (a-Man)
Buffer fosfato citrato pH 4.0 (0.1M) 5.0
4-methylumberyferyl-a-Dmanopyranoesido 0.01

mi
mi

mg
mi

ml

mi
ml

ml
ml
ml




GLUTATION REDUCTASA (Gr)
Buffer Tris HCl (0.2 M) pH 8.0

2,6 indofenol (2 mg/ ml)

Glutatién oxtdado

Flavina adenina

NADH

MTT (5 mg/ mi)

SUPEROXIDO DISMUTASA (Sod)
Buffer Tris HCI (0.005M)

Riboflavina

EDTA

MTT

LACTATO DEHIDROGENASA  (Ldh)

Buffer Tris HCI (0.2M) pH 8.0

Solucién de Lactato de Litio (0.1 M) pH 8.0
NAD (10 mg / ml)

MTT (5 mg/ml)

PMS (5 mg/mi)

CREATINA KINASA {Ck)
Buffer Tris HCl (0.2M) pH 7.0
MgCIz (0.1 M)

ADP

D{+) glucosa

Hexoquinasa

Fosfocreatina

Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa
NAD (10 mg/ ml)

MIT (5 mg/ ml)

PMS (5 mg/ ml)

ADENILATO KINASA (Ak)
Buffer TrisHC! (0.2 M) pH8.0

MgClz (0.1M)

ADP

D({+) glucosa

hexoquinasa

Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa

NAD (10 mg/ ml)

MTT (5 mg / ml)

PMS (5mg/ml)

MALATO DEHIDROGENASA (Mdh)
Buffer Tris HCI (0.2 M) pHB8.0

D-l-4cido malico (2.0 M)

NAD (10 mg/ ml)

MTT (5 mg / ml)

PMS (Smg/ml)

13
1.0
0.02
0.002
0.01
1.0

50
0.002
0.001
0.01

50

8.0
1.0
1.0
1.0

50
1.0
0.03
0.05
200
0.05
40
1.0
1.0
1.0

50
6.0
0.03
0.1
200
40
2.0
1.0
1.0

50

5.0
1.0
1.0
1.0

ml
ml
ml
ml
ml




GLICEROL-3-FOSFATO DEHIDROGENASA (G-3-pdh)

Buffer Tris HCI (0.2 M) pH 8.0 mli
Dl-o-Gliceraldehido fosfato pH 8.0 1.0 g
NAD (10 mg / ml) 2.0 ml
MTT (5 mg/ ml) Lo ml
PMS (5mg/ mi) 1.0 mi
GLUCOSA DEHIDROGENASA  (Gcedh)

Buffer fosfato de potasio (0.05 M) pH 7.0 50 ml
D(+) Glucosa 9.0 g
NAD (10 mg / ml) 20 ml
MTT (5 mg / ml) 1.0 mi

PMS (5 mg/ ml) 1.0 mal




ANEXO N° 4
METODOLOGIA DE FIJACION Y PRESERVACION DE GELES DE ALMIDON
Una vez los geles de almidén tefiidos son expuestos a la siguiente metodologia de trabajo :

1.- Aplicar una solucién fijadora (Metanol-acético en proporcién 3 : j) por aproximadamente 5
a 10 minutos, en la cubeta de tincién una vez sacada la tincién y enjuagado el gel.

2.- Lavar con abundante agua en lo posible destilada.

3.- Dejar el gel durante toda la noche en Glicerina al 10 %

4.- Depositar el gel entre dos hojas de papel celofan bien estirado, poniéndole un vidrio como
soporte.

5.- Dejar secar el gel por unas 2 horas a 40° C en una estufa de cultivo.

6.- Dejar secar el gel por unas 4 horas mas pero a 60° C.
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ANEXO N° 6

FRECUENCIAS ALELICAS DETERMINADAS PARA CADA POBLACION DE

Liolaemus monticola.
Poblacidn
Locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AAT
(N} 9 21 ig 19 20 10 25 26 14
pe .500 .238 .861 .632 1.000 1.000 1.000 1.600 1.000
B .500 .162 .139 .368 .000 . 000 . 000 . 000 .000
PGM
{N) 5 21 18 19 20 10 25 26 13
A .000 .000 .056 .000 .000 .000 .000 .000 .000
B . 000 .048 .139 .000 .025 .000 .000 .000 L0077
C 1.000 .952 .806 1.000 . 950 1.000 .940 .923 .923
D .000 . 000 . Q00 .000 .025 .000 .060 L0777 .000
PGI
(N) 9 20 18 17 20 10 24 25 12
A .000 . 000 .111 .088 .000 .000 .000 .060 .083
B 1.000 1.000 .889 .912 1.000 1.000 1.060 . 940 .917
akEs1l
{N} 9 21 17 19 20 10 24 24 14
A . 000 .000 .000 . 000 . 050 .150 .104 .083 107
B .000 .024 .118 .105 .400 .450 .458 .375 .393
C 1.000 976 . 882 .895 .550 .400 .438 .h4z2 .500
bES
(N} 7 20 - 18 19 17 10 24 24 14
A .000 .000 000 .000 .265 .150 .083 .146 .143
B 1.000 1.000 .944 1.000 .735 .850 .833 .688 750
C .000 .000 .056 .000 .000 000 .083 .104 .107
D .000 .000 L0000 .000 .000 .000 .000 .063 . 000
PEP
(N) 5 20 i8 19 19 10 25 22 14
A L100 .075 .083 .053 .105 .250 .320 .250 .179
B - .900 .925 .917 .947 .895 .750 .640 .705 .821
C .000 . 000 L0000 .000 .000 .000 . 040 045 .000
aMAN
(M) 8 17 13 17 15 9 24 24 13
A .188 . 000 .192 .059 .267 .333 .063 .208 .231
B .813 1.000 .B08 .941 .133 . 667 .838 .792 . 769
GR
{N} 7 20 17 19 19 6 20 i9 9
B .000 .000 .000 . 000 .000 .000 .075 .000 . 000
B 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 .925 1.000 1.000
S0D
(N} 9 14 14 17 18 9 22 19 8
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 .750
B .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .250
LDHb
{N} 9 18 18 19 20 10 22 24 13
A .000 .056 111 .000 .150 .100 .068 .083 077

B 1.000 . 944 .889 1.000 .850 .200 .932 .817 .923
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GCDH
{M}

24 4
.208 . 000
.604 .875
.188 .125
Population
18 i9
14 8
.893 1.000
.107 .000
15 8
.000 .000
.033 . 000
.967 1.000
.000 .000
14 8
.000 .000
1.000 1.000
15 8
.000 .000
.133 .063
.867 .938
15 8
.033 .000
.B33 1.000
.133 .000
.000 .000
14 8
.107 .000
.893 1.000
.000 .000
14 8
.036 .063
.964 .938
i0 3
.050 .000
.950 1.000
13 8
1.000 1.000
.000 .000
15 8
. 000 .000
1.000 1.000

17 20 7 1z
.088 .225 .357 .167
.824 .675 .643 150
.088 .100 .000 .083

18
.194
. 778
.028

17
.05%
.735
.2086




{N) 15 8

A .000 .000

B 1.000 1.000

CK2

{N) 15 8

A 1.000 1,000

B .000 .000

AK2

(N) 11 8

A .90% .938

B . 091 .063
MMDH

{N} 15 8

y .000 .000

B 1.000 1.000
SMDH

(N} 15 8

g 1.000 1.000
G3FPDH

(N) 15 8

A .000 . 000

B 1.000 i.000
LDHa

(N) 15 8

A 1.000 1.000
GCDH

(N) 12 &

A .04z .083

B .792 7 7150 -

C 167 .167

POBLACIONES: 1. Rio Lontué, 2. Los Quefies, 3. Cerro Cantillana, 4. Maipo Sur,
5. Farellones, 6. Yerba Loca, 7. Cta Chacabuco, 8. Cta Dormida, 9. Cerro La
Cmpana, 10. Saladillc, 11. Rio Blanco, 12. Rio Colorado Norte, 13. Rio
colorado Sur, 14. Cabreria, 15. Mina Cerrillos, 16. Rio Rocin, 17. Mina Hierro
Viejo, 18. Culimo Tilama y 19. Salamanca.




ANEXO7

TEST DE CHI CUADRADO PARA LAS DESVIASIONES DEL EQUILIBRIO DE
HARDY-WEINBERG.

CUESTA LA DORMIDA

LOCUS CLASE FRECUENCIA  FRECUENCIA
GENOTIPICA OBSERVADA ESPERADA CUADRADO LIBERTAD PROBABILIDAD
bES
A-A 1 .447
A-B 1 4.915
A-C 3 .745
B-D 1 L4477
B-B 14 11.234
B~C 2 3.511
B-D 2 2.106
c-C 0 .213
C-D 0 .319
D-D 0 .064
13.251 6 .0309%
RIC BLANCO
bES _
A-A 0 111
__A-B 1 1.111
A-C 1 .222
A-D 0 444
B-B 2 1.111
B-C 0 .556
B-D 0 1.111
c-C 0 .000
c-D 0 .222
D-D 1 .111
13.000 6 L043%
RIC COLORADO NORTE
aMAN
B-A 1 .024
A-B 0 1.951
B-B 20 19,024
41,026 1 L000¥**
LDHEDL
A-A 1 .026
A-B 0 1.949
B-B 19 18,026
39,027 1 L000**




GCDH

bES

PEP

CABRERIA

GCDH

CANTILLANA

PGI

UO("}UJD:IW
goaououaw

A-B

_B-B

A-3
A-B
B-B

fury
QOWNOPERK

PN ROy

N DN

W N

.091
2.545
J273
11.455
2.545
.091

21.196
4.608
.196

8.286
6.510
5,918
1.122
2.245

.218

.294
5.412
20.294

022
1.956
21.022

.769
3.462
2,769

.171
3.657
14.171

10,500

3.888

16.734

12.188

45.023

4.267

4.804

.01L5*

.049%

LO01**

.000**

L000**

.039*

.028*




RIO LONTUE

AAT

O,

M s

4.400
3.200
-.400

2.118
4.765
2.118

10.182

6.321

1

1

.001**

.012*




ANEXON’8

MATRIZ DE SIMILITUD GENETICA Y/O COEFICIENTE DE DISTANCIA PARA
OCHO POBLACIONES DE Liolaemus monticola monticola.

Poblacion 1 2 3 4 5 6 7 8
1 Rio Lontue Fkkkk . 002 .007 .000 .032 .035 .038 .029
2 Quefies .080 FxkE* .026 .009 .058 .063 061 . 055
3 Cantillana .110 L1863 kkkkdk .005 L.011 .015 .018 .010
4 MaipoSur .056 .101 LO0B7  kEkkE .026 .029 .029 022
5 Farellones .185 .233 .118 L1633 kxR .000 .005 L.001
& Yerba loca .195 .245 .138 L1177 LQB3 Rk .002 . 000
7 Chacabuco .197 .236 .139 .168 .092 .086 AEkkEx .002
8 C.Dormida 2177 .226 L112 .152 .069 . 068 069 HEkk*
9 La campana .184 .234 126 . 157 .096 . 099 .1086 .081
10 .saladillo .205 .248 .145 .180 .086 .095 .083 .074
11 .R.blanco .189 .235 .137 .169 .083 .099 .122 .082
12 .R.Coloradc Nort .159 .190 .110 .125 .093 112 .099 .083
13 .Colorado Sur BD .168 .205 .119 .140 .100 .124 .096 .087
14 .Cabreria .185 .234 .129 .165 .08B6 .134 .135 L1112
15 .Cerrillos .182 .224 .122 .147 .106 122 .108 .106
16 .R.Rocin .176 .217 L1111 .140 .092 .116 .099 .082
17 .Hierro viejo .170 L212 .108 .135 .102 .132 .115 .136
18 .cul-Til 111 .163 072 .078 .128 2147 L127 .108
19 .Salamanca .126 .1l84 .081 .0982 .142 .164 .153 .137
Population 9 10 11 i2 13 14 15 16
1 Ric Lontue Y 1) .042 .028 .023 .026 .029 .030 .030
2 Queiies - - . 057 .068 .053 .037 .044 . 055 .052 .050
3 Cantillana L0112 .020 011 .010 .012 .011 012 .010
4 MaipoSur .022 .033 .022 .014 .019 .023 .020 .018
5 Farellones .004 .004 .000 .006 .007 .000 .007 .005
6 Yerba loca .002 .004 .000 .008 .011 .010 .00¢% .009
7 Chacabuco .007 .004 007 .008 007 .013 . 008 .008
8 C.Dormida .001 .002 . 000 .004 . 005 .006 . 008 .006
9 La campana kook ke ok .005 003 .007 .010 .009  ,007 .008
10 .Saladillo L0899  Fkdkx .000 .006 .002 .010 .010 .007
11 .R.blanco .118 L0886  Hkkkx . 000 . 000 .001 .011 .005
12 .R.Colorade Nort .107 .091 .095  FxEkAk .002 .008 .005 .002
13 .Colorado Sur BD .118 .68 .085 LOB9 ki .007 .011 .005
14 .Cabreria .132 124 .118 .118 L1134 Akkdk . 005 . 0303
15 .Cerrillos .115 .114 .142 092 .117 2111 RxkEE . 000
16 .R.Rocin 112 .096 117 . 069 .086 .09¢6 L0042  AEkkkk
17 .Hierro viejo 117 .120 .105 .090 . 097 .110 .093 .078
18 .Cul-Til .123 .136 .126 .095 .096 .125 L111 .086
19 .Salamanca .143 .163 .152 .127 .128 .133 .120 L.111
Population 17 18 i9
1 Rio Lontue .027 .008 .011
2 Quefies .048 .026 .034
3 Cantillana .009 .001 .002
4 MaipoSur .017 .003 .006

5 Farellones .007 .013 .016




6 Yerba loca .014 .018 .022

7 Chacabuco .011 .014 .020

8 C.Dormida . 009 .008 .015

9 La campana .G09 .010 .014
10 .Saladillo .013 .017 .024
11 .R.blanco .002 .007 .014
12 .R.Colorado Nort .005 .006 .013
13 .Colorado Sur BD L007 .006 .013
14 .Cabreria .006 .009 .011
15 .Cerrillos .005 . 009 .011
16 .R.Rocin .003 .007 .010
17 .Hierro viejo ek k ok ok .005 .008
18 .Cul-Til L089 k*k*x 000
198 .Salamanca .110 L0077  kkEkk

Sobre la diagonal : distancia genética aleatoria de Nei (1978)
Bajo la diagonal : distancia modificada de Rogers (Wright, 1978)

POBLACIONES: 1. Rio Lontué, 2. Los Quefies, 3. Cerro Cantillana, 4. Maipo Sur,
5. Farellones, 6. Yerba Loca, 7. Cta Chacabuco, 8. Cta Dormida, 9. Cerro La
Cmpana, 10. Saladillo, 11. Rio Blanco, 12. Rio Colorado Norte, 13. Rio
colorado Sur; 14. Cabreria, 15. Mina Cerrillos, 16, Rio Rocin, 17. Mina Hierro
Viejo, 18. Culimo Tilama y 19. Salamanca.




