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RESUMEN

En reptiles, los fendbmenos de poliploidia se relacionan generalmente con hibridacién
interespecifica, en ocasiones asociada a poblaciones unisexuales partenogenéticas. En
Chile, el lagarto Liolaemus chiliensis es una especie Unica en vertebrados por presentar
numerosas poblaciones con un cariotipo diploide (2n = 32) plesiomorfico para Liolaemus,
frente a otras poblaciones que poseen hembras diploides (2n), triploides (3n) o mosaico
(3n/2n) y machos diploides o mosaico, capaces de reproducirse sexualmente. En este reptil
no esta claro el origen de la poliploidia; estudios previos sugieren que estos surgirian del
cruzamiento entre individuos provenientes de poblaciones alopatridas dentro de la
especie. Con el objetivo de identificar si los poliploides proceden de la cruza de individuos
de poblaciones diferentes, se realizd un estudio de asignacion individual en base a la
variabilidad morfoldgica (analisis morfométricos) y genética (microsatélites vy
secuenciacion del gen mitocondrial cit-b) de distintas poblaciones de esta especie a lo
largo de su distribucién geografica. Con el analisis morfoldgico, se logré una reasignacion
del 98.5% de los individuos con la funcion discriminante. El andlisis genético mostrd Fst
significativos entre las poblaciones previamente delimitadas. Adicionalmente, se logro
una reasignacion del 93.9% de los individuos con los datos de los microsatélites. Los
resultados mostraron que un 23.1% de los triplodes y mosaico estudiados provienen de la
reproduccién de individuos de una misma poblacion; al menos un 19.2% corresponderian
al cruce entre poblaciones alopatricas y un 46.2% se categorizé como posible cruce entre
poblaciones diferentes. Estos resultados sugieren que la presencia de organismos

triploides o mosaico podria haber surgido tanto de la reproduccién de organismos



provenientes desde diferentes poblaciones, como de la reproduccion de individuos de una

misma poblacion.



ABSTRACT

In reptiles, polyploidy phenomena are generally related with interspecific hybridization,
sometimes associated to parthenogenetic unisexual populations. The lizard Liolaemus
chiliensis is a unique vertebrate species since it present populations with a diploid
karyotype (2n = 32) pleosiomorphic for Liolaemus, against others populations that include
diploids (2n), triploid (3n) or mosaic (2n/3n) females, and diploid or mosaic males able to
reproduce sexually. In this reptile, the origin of polyploidy is not clear; previous studies
suggest that these individuals came from the breed of lizards from allopatric populations
of this species. With the aim of identify if polyploid individuals proceed from the
reproduction of organisms from different populations, we made an individual assignment
study based on morphological (morphometric analysis) and genetic (microsatellites and
cit-b gene sequencing) variability of different populations along its geographical
distribution. The morphological analysis had 98.5% of reassignment with the discriminant
function. The genetic analysis showed significant Fst between previously delimited
populations and with microsatellite data, a reassignment of 93.9% was achieved. Results
showed that 23.1% of triploids and mosaics proceed from de reproduction of individuals
within the same population; at least 19.2% of individuals proceed from the breed between
allopatric populations and 46.2% of individuals was categorized as possible breed between
different populations. These results suggest that triploid and mosaic organisms could have
arisen from both the reproduction from organisms from different populations and the

reproduction within a same population.



INTRODUCCION

La poliploidia, entendida como la existencia de méas de dos set cromosémicos completos
en una ceélula, es un fenébmeno inusual en vertebrados, siendo reportado sélo en
poblaciones de algunas especies de peces, anfibios, mamiferos y reptiles (Darevsky, 1966;
Vanzolini, 1970; Dawley & Goodart, 1988; Porter, 1988; Gallardo y col., 1999; Stéck y
col., 2002). Las variaciones cromosomicas son de especial relevancia en un contexto
evolutivo (Otto, 2007). Diversos estudios explican cémo las mutaciones cromosoémicas
estructurales y/o numéricas pueden tener un papel de importancia en la especiacion (Sites
& Moritz, 1987; Olmo, 2005; Lamborot, 2008; Hall, 2010), ya sea reduciendo la fertilidad,
creando barreras al flujo genético o influyendo en la diferenciacion de individuos de una

poblacion (King, 1995).

En algunas especies que exhiben poliploidia se ha descrito mosaicismo, entendido como
la existencia de células con diferente ploidia en el mismo organismo. EI mosaicismo en
vertebrados es un fendmeno excepcional, dado que generalmente implica anomalias,
inviabilidad o infertilidad de los individuos con esta condicion (Fechheimer y col., 1983).
En reptiles, se han descrito poblaciones naturales que contienen individuos mosaicos y
con reproduccién sexual sdlo en tres especies: la tortuga Platemys platycephala (Bickham
y col., 1985) y en los lagartos Darevskia unisexualis (Kupriyanova, 1989) y Liolaemus

chiliensis (Lamborot y col. 2006).

La ocurrencia de poliploidia, en general esta asociada a eventos de hibridacién e
introgresion entre especies filogenéticamente relacionadas (Lowe & Wright, 1966; Sites

y col., 1990). Existen variados modelos que intentan explicar el mecanismo en que la



hibridacion podria gatillar la poliploidizacion, todos concordantes en que la existencia de
dos genomas diferenciados desestabilizaria la meiosis pudiendo implicar la produccion de

gametos no reducidos (Choleva & Janko, 2013).

Una serie de marcadores morfolégicos y genéticos se han utilizado como herramienta para
abordar la hibridacion asociada a la poliploidia entre especies o poblaciones. Los estudios
morfoldgicos son frecuentes en la investigacion de las caracteristicas ecoldgicas y
evolutivas en reptiles, y se han combinado exitosamente con analisis de morfometria
geométrica (Vidal y col, 2006; Kaliontzopoulou y col., 2008; Fontanella y col., 2012;
Ibafiez y col., 2015) como complemento a los analisis morfométricos tradicionales, dado
que consideran como caracteristicas las variaciones de forma y no solamente el tamafio
(Rohlf & Slice, 1990). Los estudios morfol6gicos de hibridacion han permitido encontrar
que los hibridos tienden a tener fenotipos intermedios a los de las especies parentales

(Doeringsfeld y col., 2004; Park y col., 2006; Manning y col., 2005).

Por otra parte, existen distintas herramientas genético-moleculares que permiten también
detectar la hibridacion. Por ejemplo, el anlisis de secuencias de genes mitocondriales se
ha utilizado para evaluar la existencia de introgresion entre dos linajes, dado que como
este marcador es heredado como una sola unidad con una baja tasa de recombinacion, se
pueden observar haplotipos compartidos entre grupos distintos como consecuencia de los

eventos de hibridacion (Plotner et al., 2008; Irwin y col., 2009; Olave y col. 2011).

Otro marcador que posee mdltiples aplicaciones en el ambito de la genética de
poblaciones, lo constituyen los microsatélites, secuencias extremadamente variables que

permiten identificar alelos exclusivos pertenecientes a diferentes poblaciones o especies,



de manera que los hibridos presentarian composiciones alélicas similares a ambas
poblaciones parentales (Jug y col., 2004; Verardi y col., 2006; Koopman y col., 2007,

Randi, 2008).

En este estudio, se combinaran estas aproximaciones para abordar uno de los fenémenos
de poliploidia existentes en Liolaemus. EIl genero Liolaemus es un grupo altamente
diversificado en el cono sur de Sudamérica (Donoso-Barros, 1996). Las especies de este
género en Chile exhiben una variabilidad cariotipica considerable, con un grupo que
comparte un cariotipo plesiomorfico (2n = 32) y otro grupo con especies que han
incrementado su nimero de cromosomas, ya sea por fisiones céntricas Robertsonianas o
por triploidia, lo que ha contribuido a su enorme diversificacion en el pais (Lamborot,

1993; Lamborot, 2008).

Se ha descrito la importancia de los rios en esta diversificacion, dado que constituyen
barreras geograficas al flujo genético en reptiles a lo largo de Chile, contribuyendo a la
diferenciaciéon (Lamborot & Eaton, 1997; Salaberry-Pincheira y col., 2011). Ademas, se
ha propuesto que en las dinamicas de las glaciaciones en el Pleistoceno, pudo existir flujo
de individuos a través de estas barreras, como es el ejemplo descrito para Liolaemus
monticola en que se ha detectado hibridacidn e introgresion entre razas cromosdmicas en

zonas proximas a los rios (Torres-Pérez y col., 2007; Lamborot, 2008).

Liolaemus chiliensis (Lesson), es una especie de amplia distribucion en Chile y parte de
Argentina, abarcando desde el Sur de Coquimbo a Valdivia y desde el nivel del mar hasta
los 2100 msnm. (Donoso-Barros, 1966). La mayoria de los individuos de la especie posee

un namero plesiomarfico de cromosomas diploide con 2n = 32, con seis pares de macro-



cromosomas mas diez pares de micro-cromosomas (Lamborot, 2008). Sin embargo, a lo
largo de su rango de distribucion se han reportado en algunas localidades, junto a
individuos diplode, hembras triploides (3n) o mosaicos diploide-triploide (2n/3n) y

machos mosaico (2n/3n) (Lamborot & Alvarez-Sarret 1989; Lamborot y col., 2006).

En los machos mosaico, los espermatogonios tanto diploides como triploides entran en
meiosis, produciendo espermatocitos en metafase Il reducidos (n) e irreducidos (2n), la
mayoria de ellos euploides (Lamborot y col., 2006). Esto hace de L. chiliensis una especie
Unica en vertebrados, ya que en los mosaicos de Platemys platycephala, las células que
entran en meiosis son exclusivamente células 2n que forman gametos reducidos (n)
(Bickham & Hanks, 2010) y en Darevskia unisexualis, un set cromosémico es eliminado

antes de la meiosis en los espermatogonios triploides (Kupriyanova, 1989).

En esta especie, no estd claro si la poliploidia tiene un origen alopoliploide o
autopoliploide. Lamborot y col. (2006), describe que con analisis morfoldgicos
preliminares, electroforesis de proteinas y secuenciacion del gen citocromo b, no es
evidente una hibridacion de esta especie con alguno de los 30 taxa simpatricos descritos
para Liolaemus en Chile. Una explicacion alternativa, seria que una posible introgresion
cromosémica y/o genética entre individuos alopatricos de L. chiliensis dio origen a los
triploides y mosaicos, posibilitada por la migracién de individuos al cruzar los rios durante
los ciclos glaciales-interglaciales en el Pleistoceno, como se ha propuesto para Liolaemus

monticola (Lamborot & Eaton, 1997; Lamborot y col., 2003).

Con el objetivo de evaluar si la poliploidia en esta especie corresponde al cruce entre

poblaciones alopatricas, el principal objetivo de este estudio fue caracterizar la morfologia



y la composicion genética de L. chiliensis a lo largo de su distribucion en Chile,
examinando en detalle a los individuos triploides y mosaicos. Esperando encontrar, en el
caso de que existiera reproduccion entre poblaciones diferentes, que estos individuos
posean morfologias y composiciones genéticas similares a las de poblaciones distintas a
las de su origen. Esto permitiria caracterizar uno de los mecanismos que han generado
variabilidad en los reptiles de Chile y comprender los fendmenos evolutivos asociados a

la poliploidia.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar la variabilidad genética y morfoldgica de Liolaemus chiliensis a lo largo de
su distribucién geogréafica y determinar si los individuos poliploides provienen del
cruzamiento de individuos de una misma poblacion o son producto de la reproduccion de

individuos de poblaciones diferentes.

Obijetivos Especificos:

e Caracterizar la variacion morfoldgica de individuos diploide de L. chiliensis
provenientes de poblaciones diferentes, mediante morfometria tradicional y
morfometria geométrica.

e Caracterizar la variabilidad genética y estructuracion poblacional de individuos
diploides provenientes de poblaciones diferentes, con la secuenciacion del gen cit-
b y microsateélites.

e Asignar morfoldgica y genéticamente individuos triploide y mosaico a alguno de
los grupos determinados previamente con el analisis de diploides, para determinar

si provienen del cruce entre poblaciones distintas.



MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y especimenes utilizados

Especimenes de Liolaemus chiliensis (n = 115) fueron muestreados a lo largo de su rango
de distribucién en Chile entre los afios 1989 y 2007. Estudios previos en esta especie
sugieren la existencia de cuatro principales clados separados por grandes rios como
barreras geogréaficas (Figura 1) (Lamborot y col., datos no publicados). Se utilizaron estos
grupos para clasificar a los lagartos utilizados: Un primer grupo se defini6 al norte del Rio
Maipo (Grupo Norte), el segundo se situ6 entre los Rios Maipo y Rapel (Grupo Centro),
un tercer grupo se definio entre el Rio Rapel y el Rio Biobio (Grupo Centro-Sur), y el
ultimo se situd al sur del Rio Biobio (Grupo Sur) (Figura 2). Los especimenes fueron
sacrificados mediante inyeccién de uretano en el ojo pineal y se encuentran depositados
en la coleccion del Laboratorio de Citogenética Evolutiva, Departamento de Ciencias
Ecoldgicas, Universidad de Chile (Apéndice 1). De cada individuo se extrajo una muestra
de médula 6sea, higado, bazo y, en los machos, testiculo para la obtencion de cromosomas.
Muestras de corazon, higado y muasculo se preservaron en alcohol 95% para la extraccién

de ADN.
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Figura 1: Arbol de Maxima Parsimonia (1000 réplicas con bootstrap) con los principales clados

de Liolaemus chiliensis. En rojo individuos gue aparecen en un grupo no correspondiente con su

zona de colecta (Lamborot y col., datos no publicados).
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Figura 2: Mapa de Chile Central con la distribucion geografica de las zonas de muestreo de
Liolaemus chiliensis. Grupo Norte en Rojo, Grupo Centro en Verde, Grupo Centro Sur en
Amarillo y Grupo Sur en Azul. Las estrellas indican las poblaciones en que se han hallado

individuos triploides y/o mosaico.
Descripcion Cariotipica

Las preparaciones cromosomicas fueron obtenidas de machos y hembras de una mezcla

de tejidos somaticos (médula Osea, bazo e higado) y testiculos separadamente utilizando

12



la técnica de secado al aire pretratado con colchicina-hipoténica y se tifieron con Giemsa
(Lamborot y col., 2006). Se examinaron placas metafasicas mit6ticas y meidticas para
diagnosticar el grado de ploidia encontrado en los tejidos somaticos y testiculares. Cada
organismo se categorizd segun su ploidia y locacion geografica. Se consideré mosaico
aquella lagartija en que hubiera al menos una célula somatica 0 meiética que presentara

la condicidn triploide junto con otras células diploides.

Morfometria

Cada macho y hembra de L. chiliensis se midi6 con un pie de metro (+0.01 mm) para los
siguientes caracteres morfoldgicos: Longitud Hocico-Cloaca (SVL), Distancia Axila-
Ingle (AGD), Largo de la Extremidad Anterior (AL), Largo de la Extremidad Posterior
(FL), Ancho Méximo de la Cabeza (MHW), Largo de la Cabeza (HL), Distancia Escama
Interparietal-Hocico (ISD), Tamario de la Escama Interparietal (1S), Distancia Interocular
(ID), Largo del Ojo (EL), Distancia Nariz-Ojo (END) (Figura 3) (Vidal y col., 2005).
Cada una de las variables morfométricas se estandarizd dividiendo por la Longitud

Hocico-Cloaca.
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Figura 3: Caracteres morfométricos utilizados en este estudio. Modificado de Pincheira-Donoso

& Nufiez (2005) y de Vidal y col. (2005).

Para los andlisis de morfometria geométrica, se tomaron fotos de la vista dorsal y lateral
derecha de la cabeza de cada individuo con una camara Fujifilm FinePix S4600. Con el
programa TpsDig (Rohlf, 2003a) se marcaron 9 hitos homologos en la interseccion de las
escamas craneales para la vista dorsal y 9 hitos para la vista lateral por separado, acorde
con Vidal y col. (2006) (Figura 4). Posteriormente, las coordenadas de los hitos fueron
alineadas y superpuestas para remover las diferencias debidas a tamafo, rotacion y
traslacion dejando sélo las que se deban a la forma, mediante el método de minimos
cuadrados del andlisis generalizado de Procrusto (Rohlf & Slice, 1990) con el programa
TpsRelw (Rohlf, 2003b). Con este mismo programa se realizé un analisis de Componentes
Principales (Relative Warps Analysis) para visualizar las variaciones de forma. Ademas,
se produjeron grillas de deformacion mediante la regresion de las variables de forma con

las variables candnicas, también en TpsRelw. Finalmente, se extrajeron los “scores” de la
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matriz de Relative Warps (RW) y estos valores se utilizaron como variables de forma en

los analisis estadisticos posteriores (Adams & Rohlf, 2000).

Figura 4: Hitos homdélogos marcados en vista dorsal y lateral en Liolaemus chiliensis.
Extraccion de DNA gendmico

Se extrajo DNA de tejidos (1 mg. apréx.) de lagarto preservados en alcohol 95% (corazon,
higado o musculo) utilizando el protocolo de extraccién salina descrito por Aljanabi &
Martinez (1997), su concentracion fue cuantificada con un espectrofotdbmetro marca

Nanodrop.

Amplificacion citocromo b

Se amplifico el gen mitocondrial cit-b, mediante una reaccion de 25 pl de solucion final:
Taq DNA polimerasa a 5 U/ul, 2.5 pl buffer 10X y 1 ul de MgCl, 0.5 pul de DNTps
(10mM), 1ul (25uM) de los primers: GLUD: 5>~-TGACTTGAARAACCAYCGTTG y

CB3: 5’-GGCAAATAGGAARTATCATTC (Palumbi, 1996) y 2ul de DNA genémico
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(50ng/uL). ElI PCR constdé de 5 min. A 95°C, seguido por 35 ciclos de 90 seg. de
denaturacién a 94°C, 25 seg. de alineamiento a 52°C y 90 seg. de extension a 72°C, y
culminando con una extension de 8 min. a 72°C. Los productos PCR fueron enviados a
secuenciar a Macrogen Inc. Las secuencias del ADN mitocondrial obtenidas, fueron
editadas manualmente y alineadas con el programa ProSeq 2.0 (Filatov, 2009). Con el
programa PopArt 1.7 (http://popart.otago.ac.nz) se construyo una red de haplotiplos con
el método “Median Joining Network™ para visualizar la relacion genealdgica de los

haplotipos.

Amplificacién de Microsatélites

Se probaron 21 microsatélites desarrollados para Liolaemus (Murphy y col., 2009; Hanna
y col., 2012). La amplificacion de los microsatélites se realizd mediante PCR siguiendo

los protocolos de Murphy y col. (2009) y Hannah y col. (2012) respectivamente.

De los microsatélites probados, los 7 que pudieron amplificar (Tabla 1) fueron
genotipificados en el servicio de secuenciacion de la Pontificia Universidad Catolica de
Chile. Posteriormente, la matriz de alelos se obtuvo con la ayuda del programa

Genemarker (SoftGenetics Inc).

Tabla 1: Loci de microsatélites utilizados en este estudio

Locus N° de Alelos Referencia
Liol01 12
Lio106 14
Liol07 11 Murphy y col. (2009)
Lio108 11
Liol134 7
DI17938 3
TET2216 9 Hannah y col. (2012)
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Caracterizacion Morfologica

Los individuos estudiados, agrupados por poblaciones geograficas, se compararon
morfolégicamente mediante un Analisis de Discriminante Lineal, considerando en
conjunto las variables morfomeétricas tradicionales y las de morfometria geométrica dorsal
y lateral. Para este andlisis se utilizaron solamente individuos diploide y se realizo en el

software R 3.1.1 (R Core Team, 2016).

Estructuracion Poblacional

Se realizaron dos tipos de analisis para determinar el grado de diferenciacion poblacional
de los diploides de Liolaemus chiliensis agrupados geograficamente. Primero, se estimé
Fst entre pares de poblaciones geogréficas utilizando el software Arlequin 3.5 (Excoffier
& Lischer, 2010). Este analisis se realizd para citocromo-b y microsatélites separadamente
y la significancia se obtuvo utilizando un test de permutaciones (10.000 réplicas)
implementado en el mismo programa. Segundo, se realizé un Analisis de Discriminantes
para Componentes Principales (DAPC) (Jombart y col., 2010) para los loci de
microsatélites obtenidos de los lagartos diploides. Este analisis se realizé en R 3.1.1 con

el paquete “adegenet” (Jombart, 2008).

Reasignacion de individuos triploides y mosaico

Se utilizé el modelo del Discriminante Lineal de los datos morfologicos para obtener la
probabilidad de reasignacion de los individuos triploides y mosaico a alguno de los grupos

geograficos definidos.
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Posteriormente, se sometio a estos lagartos al modelo realizado con el DAPC. Como en
los organismos poliploides no es posible determinar con exactitud la proporcion alélica en
individuos heterocigotos, los microsatélites fueron analizados como marcadores
dominantes considerando presencia o ausencia del alelo (Dufresne y col., 2014), para

poder aplicar la funcidon discriminante a los individuos poliploides.

Con el fin de determinar si los triploides y mosaicos de esta especie correspondian a cruces
entre las poblaciones estudiadas, se evalud su probabilidad de asignacién a cada localidad
geografica con ambos modelos, eligiendo la localidad a la que se asignaran con una
probabilidad del 60% o mayor. Se consideraron provenientes de reproduccién entre
poblaciones alopatricas aquellos individuos en los que al menos dos marcadores
coincidieron al indicar la pertenencia del individuo a una zona geografica distinta de la de
origen. Si s6lo un marcador asoci6 al individuo a una zona geografica que no correspondia
a su origen, se consider6 como posible cruce entre poblaciones distintas. Si todos los
marcadores coinciden con la zona de origen del individuo, este se consideré como

proveniente de un cruce entre individuos de la misma poblacion.
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RESULTADOS

Descripcion Cariotipica

La tabla 2 resume la cantidad de individuos asignados a cada categoria segun el

diagnostico cromosémico.

Tabla 2: Numero de individuos diploides (2n), mosaico (2n/3n) y triploides (3n) de Liolaemus
chiliensis en cada grupo geografico.

2n 2n/3n 3n
Norte 28 7 -
Centro 9 11 4
Centro-Sur 23 3
Sur 27 1 -

Caracterizacion Morfoldgica

Con el andlisis de la morfometria geométrica de la vista dorsal se obtuvieron 14 Relative
Warps. El primer componente principal (19.6%), mostré un ensanchamiento lateral de la
cabeza hacia valores positivos, mientras que el segundo (13.7%) correspondié con un
alargamiento antero-posterior de la cabeza (Figura 5a). En la vista lateral de la cabeza de
los lagartos se obtuvieron 14 Relative Warps. EI RW1 (28.0%) se correspondié con una
compresion antero-posterior de la cabeza del lagarto, mientras que el RW2 (19.3%)

mostrd una disminucion en el tamafio proporcional de la cavidad ocular (Figura 5b).
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Figura 5: Grillas de deformacion de los dos primeros Componentes Principales (Relative Warps)
del andlisis de morfometria geométrica para la vista dorsal de la cabeza de Liolaemus chiliensis

(@) y la vista lateral (b).

Para caracterizar cada una de las poblaciones estudiadas, se realizd un analisis de
discriminante lineal con todas las mediciones morfométricas en conjunto (Figura 6). El
LD1 permitio explicar el 49.82% de la varianza y se asoci6 con AL, ID, EL y las variables
de la morfometria geométrica de la vista dorsal de la cabeza del lagarto; permiti6 segregar
los individuos de la zona Sur respecto de los demas. EI LD2 explicd un 34.34% y se asocid
principalmente a las variables ISD, EL, END y AGD; permiti¢ diferenciar los individuos
de los grupos Norte, Centro y CentroSur. Con la funcion discriminante generada se logro

un 98.5% de éxitos en la reasignacion de individuos.
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Figura 6: LDA realizado con las variables morfométricas en Liolaemus chiliensis diploides. Las

elipses muestran el 90% de confianza.

Estructuracion Poblacional

Se estimo la diferenciacién entre grupos geogréaficos de L. chiliensis, mediante el calculo
de Fst a partir de los datos de citocromo-b y de microsatélites. La Tabla 3 muestra sobre
la diagonal los valores obtenidos con el marcador mitocondrial, donde se pudieron
detectar diferencias significativas entre los cuatro grupos estudiados. Con los
microsatélites (Tabla 3, bajo la diagonal) fue posible detectar diferencias sélo entre el

grupo Norte y los demas, y entre las poblaciones Centro y Sur.
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Tabla 3: Valores de Fst obtenidos con el gen del citocromo b (sobre la diagonal) y
microsatélites (bajo la diagonal).

Norte Centro CentroSur Sur
Norte - 0.23* 0.43* 0.13*
Centro 0.095* - 0.30* 0.10*
CentroSur 0.12* 0.019 - 0.25*
Sur 0.17* 0.044* 0.015 -

*: Diferencias significativas.

Con los datos de los microsatélites se realiz6 un DAPC para visualizar la diferenciacién

genética entre poblaciones (Figura 7). El primer discriminante tuvo una importancia del

63.81% y permiti6 separar al grupo Norte de los demas. El segundo, explic6 un 30.60% y
segreg0 los grupos Centro Sur y Sur. Finalmente, el tercer discriminante lineal acumul6
el 5.59% de varianza y permitio separar los individuos de la zona Centro del resto. Con la

funcion discriminante se obtuvo un 93.9% de éxitos en la reasignacion de individuos.
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Figura 7: DAPC realizado con los microsatélites para Liolaemus chiliensis (Rojo = Norte, Verde

= Centro, Amarillo = CentroSur, Azul = Sur).

La Figura 8 muestra la red de haplotipos del gen cit-b de los individuos diploides de L.

chiliensis. Se puede observar una segregacion de los grupos Norte, Centro y CentroSur.
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Los haplotipos correspondientes a la zona Sur, aparecen en distintas zonas de la red sin
una agrupacion clara. Se puede observar que existen algunos individuos que poseen

haplotipos correspondientes a otras localidades geogréficas.

1;0 sample\}s
1 sample
© Centro
'
) CentroSur
® Norte

Sur

Figura 8: Red de haplotipos del gen mitocondrial cit-b para individuos diploides de Liolaemus

chiliensis.
Reasignacion de individuos triploides o mosaico

Las funciones discriminantes de morfologia y microsatélites se utilizaron para asignar a
alguna categoria a los individuos triploide y mosaico. Las tablas 5 y 6 en el Anexo
muestran las probabilidades con que cada individuo se asigno a cada zona geogréfica. La
Figura 9 muestra la red de haplotipos con el gen cit-b incluyendo en el analisis individuos

diploides, triploides y mosaico. En general, se observd que los individuos poliploide
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poseen haplotipos correspondientes a su zona geografica de origen; sin embargo, también

es posible observar algunas excepciones en los grupos Centro Sur y Sur.

e
/ \
|10 samples |
o~/
)
1 sample

© centro

(_) CentroSur

@ nNorte
Sur

. Centro3n

[ ] Centro2n/3n

Qo CentroSur2n/3n
Norte2n/3n

Figura 9: Red de haplotipos del gen mitocondrial cit-b la cual incluye individuos

diploides, mosaicos y triploides de Liolaemus chiliensis.

La tabla 4 resume los resultados obtenidos al reasignar los individuos triploides y

mosaicos con las funciones discriminates de morfologia y de microsatélites, ademas de su

posicion en la red de haplotipos realizada con el gen citocromo-b. Del total de individuos

triploides y mosaico analizado, el 19.2% pudo identificarse como proveniente de un cruce

entre poblaciones distintas, un 46.2% se categorizé como posiblemente proveniente de un

cruce entre poblaciones diferentes. ElI 23.1% de los individuos se clasifico6 como

25



proveniente de reproduccion entre individuos de la misma poblacion y un 11.5% no pudo

ser clasificado (Figura 10).

Tabla 4: Reasignacién de individuos triploide y mosaico de Liolaemus chiliensis con los
marcadores utilizados.

Individuo Ploidia Origen Morfologia | Microsatélites | Citocromo-b
L2829 Mosaico Norte CentroSur CentroSur Norte
L3015 Mosaico Norte Sur Sur Norte
L3017 Mosaico Norte Norte Norte Norte
L3036 Mosaico Norte Sur CentroSur Norte
L3113 Mosaico Norte Norte CentroSur Norte
L3116 Mosaico Norte Norte Centro Norte
L3120 Mosaico Norte Norte Sur Norte
L1160 Mosaico Centro Norte - Centro
L1274 Mosaico Centro Centro - -
L1276 Mosaico Centro Centro Sur Centro
L1339 Mosaico Centro Centro - Centro
L1737 Mosaico Centro CentroSur - Centro
L.3034 Mosaico Centro Centro Centro -
L3038 Triploide Centro Norte CentroSur -
L3039 Triploide Centro Centro CentroSur Centro
L3054 Mosaico Centro Norte Centro Centro
L3055 Mosaico Centro CentroSur Centro Centro
L3056 Mosaico Centro Sur Centro Centro
L3073 Triploide Centro CentroSur CentroSur CentroSur
L3127 Mosaico Centro CentroSur CentroSur CentroSur
L3278 Mosaico Centro Norte Centro -
L3286 Mosaico Centro Sur CentroSur -
L1281 Mosaico CentroSur - CentroSur -
L3117 Mosaico CentroSur Sur CentroSur CentroSur
L3121 Mosaico CentroSur CentroSur CentroSur Centro
L3231 Mosaico Sur Sur - -
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Figura 10: Proporcion de triploides o mosaicos de Liolaemus chiliensis asignado a los posibles

cruzamientos luego de la reasignacién de individuos.
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DISCUSION

La ocurrencia de poliploidia, por lo general estd asociada a hibridacion e introgresion entre
especies filogenéticamente relacionadas (Lowe & Wright, 1966; Sites y col., 1990). Los
resultados obtenidos permiten diferenciar los grupos poblacionales de Liolaemus
chiliensis, y al examinar en detalle los individuos triploides y mosaico, al menos 19.2%
puede identificarse como cria entre poblaciones diferentes, apoyando la idea de
introgresion entre poblaciones alopatricas asociada a la existencia de poliploidia en esta

especie.

Diferenciacion y caracterizacion de poblaciones de Liolaemus chiliensis

Los resultados muestran que los grupos geogréaficos de esta especie a lo largo de su
distribucion latitudinal en Chile se encuentran diferenciados genéticamente. Esto es
concordante con lo que se ha descrito para otras especies de Liolaemus en el pais, en que
se observa un patron de diferenciacion genética a lo largo del territorio y con poblaciones
delimitadas por los rios como barreras geogréaficas (Torres-Pérez y col., 2007; Victoriano

y col., 2008; Salaberry-Pincheria y col., 2011).

Asociada a esta diferenciacion genética encontrada, fue posible una caracterizacion
morfoldgica de las distintas poblaciones estudiadas. En otros Liolaemus de Chile, también
se ha descrito la existencia de patrones de variacion clinal de caracteres morfoldgicos a lo
largo del gradiente latitudinal del pais (Lamborot & Eaton, 1992; Vidal y col., 2005). La
conformacion morfoldgica de cada grupo geografico de L. chiliensis, esta directamente

relacionada con sus caracteristicas ecologicas. Estudios en reptiles han asociado los
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patrones morfoldgicos encontrados con aspectos dietarios, comportamientos territoriales
y conductas reproductivas (Olsson y col., 2002; Vidal y col., 2005; Vidal y col., 2006;
Kaliontzopolou y col., 2008). En el caso de esta especie, es necesario estudiar en detalle
las configuraciones morfoldgicas de cada uno de los grupos geogréaficos abordados en este

estudio para comprender las consecuencias ecoldgicas asociadas a estas diferencias.

Cruzamiento entre individuos de diferentes poblaciones como explicacién a la presencia

de triploidia y mosaicismo en Liolaemus chiliensis

Los resultados obtenidos al utilizar los marcadores morfoldgicos y genéticos,
mitocondriales y nucleares, permiten sugerir que al menos en el 19.2% de los individuos
estudiados con la condicién triploide o mosaico, la poliploidia se encuentra asociada a la
reproduccién entre grupos de poblaciones alopatricas separadas por los rios. Otros
estudios han detectado la presencia de introgresion a partir de una aproximacion genética
y morfoldgica, y han corroborado que la combinacion de distintas metodologias permite
una mejor determinacion de la condicién hibrida en los grupos estudiados y un mayor
entendimiento de los procesos que podrian haber originado estos fendmenos (Lu y col.,

2001; Dupuis & Sperling, 2015).

Del porcentaje restante, en el 46.2% de los triploides 0 mosaico s6lo un marcador sugeria
caracteristicas de una poblacién alopétrica, de manera que no se contd con el sustento
suficiente para considerarlos como crias recientes entre poblaciones diferentes. Esto puede
deberse a la carga cromosdmica de cada individuo, es decir: un triploide podria tener dos
juegos cromosomicos de un parental A y s6lo uno de un parental B, por lo tanto presentaria

mas caracteristicas de A que de B, tal como describe Christiansen (2005). Otra explicacién
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seria que el marcador mitocondrial, al corresponder solamente a herencia materna, no da
cuenta de todos los posibles sucesos de reproduccion, ya que podria haber existido un
flujo de individuos mayormente asociado a los machos de la especie (Lamer y col. 2010).
El 23,1% que no pudo diagnosticarse como hibrido, podria deberse a que con los
marcadores utilizados no se pudo detectar esta condicion. O bien, la poliploidia en
Liolaemus chiliensis podria corresponder también a autopoliploidia como se ha propuesto

en Leiolepis (Phimphan y col. 2013).

Es importante resaltar que la reproduccion entre grupos distintos asociada a la poliploidia
en esta especie constituye un fenémeno de importancia evolutiva, dado que las mutaciones
cromosomicas pueden afectar directamente la adecuacién bioldgica, generar barreras al
flujo génico, influir en la diferenciacion y reducir la fertilidad de los individuos con alguna
alteracion (Sites & Moritz, 1987; King, 1995; Olmo, 2005; Otto, 2007). En este sentido,
surge una serie de preguntas acerca de cuales son las consecuencias evolutivas que podria

tener esta condicion.

Algunos estudios sustentan que los organismos poliploides poseen tasas de recombinacion
mas altas, diferencias metabdlicas, cambios en la expresidn génica y desviaciones en la
meiosis al compararse con los individuos diploides (Choleva & Janko, 2013; Madlung,
2013; Stenberg & Saura, 2013; Wherheim y col., 2013). Lamborot y col. (2006) reporté
la existencia de quiasmas en las células meioticas de los machos mosaico, evidenciando
la existencia de recombinacion en L. chiliensis. Considerando la naturaleza mestiza de los
triploides y mosaico junto con esta recombinacion se tiene una elevada variacion genética,

como lo reportd He y col. (2012) en los individuos hibridos poliploides de Carassius
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auratus con Erythroculter ilishaeformis, donde habia mayor variabilidad genética
asociada con la recombinacion entre los cromosomas de los diferentes parentales. A futuro
deben estudiarse las consecuencias evolutivas que podria tener la poliploidia en Liolaemus

chiliensis, tomando en cuenta esta posible variabilidad adicional.

Otro alcance importante, es que en reptiles la hibridacion y la poliploidia ha sido asociada
con partenogénesis (Fujita & Moritz, 2010; Neaves & Baumann, 2010; Choleva y col.,
2012). En el género, se describio la especie Liolaemus parthenos que presenta este modo
reproductivo asociado a la hibridacion (Abdala y col., 2016). Lamborot & Alvarez-Sarret
(1989) reportaron que las hembras triploides de Liolaemus chiliensis son reproductivas,
pero sin poder evaluar si se reproducian sexual o asexualmente. Es necesario evaluar si
las hembras triploides de esta especie tienen la posibilidad de reproducirse a partir de

partenogénesis.

Eventos de hibridacién e introgresion en lagartos ya han sido descritos en Chile, como es
el caso de Liolaemus monticola (Torres-Pérez y col., 2007), donde ha existido flujo
genético asociado a migracion al cruzar los rios durante los ciclos glaciales-interglaciles
en el Pleistoceno (Lamborot & Eaton, 1997; Lamborot y col., 2003). Con los resultados
de este trabajo, es posible sugerir que el intercambio de material genético en L. chiliensis
ha ocurrido a lo largo de todo su rango de distribucion; ya que en las distintas poblaciones

se han encontrado posibles crias de poblaciones alejadas geograficamente.

La figura 11 resume los posibles eventos de migracion e introgresion que han ocurrido en
la especie a lo largo de Chile. Las flechas indican de donde provendrian (segun las

caracteristicas genéticas y morfoldgicas) los triploides y mosaico encontrados. Se puede
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observar la ocurrencia de traspasos desde una rivera a otra de los rios a lo largo de toda la
distribucién, con una mayor tendencia a la migracién desde el sur hacia el norte en los
individuos diagnosticados en este estudio. Esto es coincidente con el modelo descrito para
L. monticola en que se describe una posible colonizacion de sur a norte (Vasquez y col.,
2007). Es necesario estudiar con mas detalle los procesos biogeograficos que den

explicacion a los patrones genéticos y morfolégicos encontrados.

Es importante considerar que Liolaemus chiliensis es un lagarto grande y de habitos
arboricolas y trepadores (Donoso-Barros, 1966; Mella, 2005). Por lo tanto, es posible que
haya ocurrido migracion de individuos a través del dosel vegetacional en circunstancias
de disminucién del cauce de los rios, o a través de la utilizacion refugios glaciales. Esto
habria permitido a esta especie el desplazamiento a lo largo del territorio nacional,

posibilitando la reproduccion entre grupos distanciados.
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Figura 11: Modelo de los posibles eventos de migracion y reproduccion en Liolaemus chiliensis.

Los numeros indican la cantidad de hibridos encontrados para cada posible evento.

Este estudio constituye un avance preliminar en el estudio de las mutaciones
cromosomicas. Alun queda pendiente entender los mecanismos genéticos y meioticos en
que se origina la poliploidia, estudiar en detalle los eventos biogeograficos que
permitieron la migracion y reproduccion en esta especie, y abordar las consecuencias
geneéticas y ecoldgicas que pueden tener estos fendmenos, tales como cambios en la
expresion génica, la dieta o el comportamiento. Sin embargo, los resultados obtenidos
permiten caracterizar uno de los mecanismos en los que se ha podido generar la existencia
de fendmenos Unicos en vertebrados como lo son la triploidia y el mosaicismo,
asociandolos a la existencia de intercambio de material genético entre grupos

diferenciados de esta singular especie.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten dar soporte a la idea de intercambio de material
genético entre poblaciones alopatricas de Liolaemus chiliensis, asociada a los eventos de
triploidia y mosaicismo. Este estudio constituye una primera aproximacion a entender los
mecanismos que han permitido la existencia de la enorme diversidad presente en los
lagartos Liolaemus, vislumbrando la importancia evolutiva que tienen los eventos de
introgresion y las alteraciones cromosémicas en los distintos linajes de reptiles. A futuro,
es necesario abordar las distintas preguntas que surgen con este estudio acerca de las
consecuencias ecologicas y genéticas que tendrian estos fendmenos, ademas de los

mecanismos biogeograficos y genéticos en que han podido originarse.
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ANEXOS

Apéndice 1: Lista de individuos utilizados en este estudio, depositados en la coleccion del
Laboratorio de Citogenética Evolutiva, Departamento de Ciencias Ecologicas,

Universidad de Chile.

- Norte: 2n: L1213, L1489, L1494, L1819, L2251, L2299, L2425, L2431, L2978,
L3004, L3005, L3006, L3007, L3008, L3035, L3074, L3075, L3076, L3077,
L3078, L3079, L3080, L3085, L3094, L3096, L3112, L3123, L3124. 2n/3n:
L1274, L2829, L3015, L3017, L3036, L3113, L3116, L3120.

- Centro: 2n: L1158, L1343, L1738, L2737, L2738, L3126, L3272, L3273, L3336.
2n/3n: L1276, L1339, L1737, L3034, L3054, L3055, L3056, L3127, L3278,
L3286. 3n: L1160, L3038, L3039, L3073.

- CentroSur: 2n: L1280, L1298, L1307, L1340, L2115, L2117, L2118, L2119,
L2393, L2394, L2395, L2708, L2827, L2828, L2989, L3118, L3119, L3122,
L3293, L3294, L3301, L3307, L3308. 2n/3n: L1281, L3117, L3121.

- Sur: 2n: L3131, L3133, L3134, L3135, L3136, L3137, L3167, L3168, L3172,
L3180, L3213, L3222, L3224, L3225, L3227, L3230, L3240, L3241, L3242,
L3243, L3244, L3250, L3251, L3252, L3253, L3254, 26263, 26266. 2n/3n:

L3231.

41



Tabla 5: Probabilidad de reasignacion de individuos triploides y mosaico a las distintas zonas
geograficas con el modelo de discriminante morfoldgico.

Individuo Origen Prob. Norte | Prob. Centro Prob. Prob. Sur
CentroSur

L2829 Norte 0 0 1 0
L3015 Norte 0 1 0 0
L3017 Norte 0 0 1 0
L3036 Norte 0.481 0.5 0.019 0
L3113 Norte 0.002 0 0 0.998
L3116 Norte 0 0 1 0
L3120 Norte 0 0 0.086 0.914
L1160 Centro 1 0 0 0
L1274 Centro 0.494 0.468 0.038 0
L1276 Centro 0 0 1 0
L1339 Centro 0.002 0 0.998 0
L1737 Centro 0 0 1 0
L3034 Centro 0.317 0.683 0 0
L3038 Centro 0 1 0 0
L3039 Centro 0 1 0 0
L3054 Centro 0 1 0 0
L3055 Centro 0 0 0 1
L3056 Centro 0.919 0 0.081 0
L3073 Centro 1 0 0 0
L3127 Centro 0.983 0 0.017 0
L3278 Centro 0 0 0.91 0.09
L3286 Centro 0 0 0.126 0.874
L1281 CentroSur - - - -
L3117 CentroSur 0 0 1 0
L3121 CentroSur 0 0 0 1
L3231 Sur 0 0 0.143 0.856
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Tabla 6: Probabilidad de reasignacion de individuos triploides y mosaico a las distintas zonas
geograficas con el modelo del DAPC para los microsatélites.

Individuo Origen Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad
Norte Centro CentroSur Sur
L2829 Norte - - - -
L3015 Norte - - - -
L3017 Norte 0.865 0.111 0 0.023
L3036 Norte 0.441 0.411 0.003 0.145
L3113 Norte 0.998 0 0 0.001
L3116 Norte 0.679 0.006 0.023 0.291
L3120 Norte 0.068 0.858 0.011 0.063
L1160 Centro 0.256 0 0.002 0.741
L1274 Centro 0.311 0.687 0 0
L1276 Centro 0.006 0.992 0 0.002
L1339 Centro 0.745 0.008 0.211 0.036
L1737 Centro 0.229 0 0 0.77
L3034 Centro 0.005 0.967 0 0.028
L3038 Centro 0.065 0.716 0 0.218
L3039 Centro 0.002 0.61 0 0.388
L3054 Centro 0.019 0.617 0.359 0
L3055 Centro 0.213 0 0.007 0.779
L3056 Centro - - - -
L3073 Centro - - - -
L3127 Centro 0.907 0.043 0 0.05
L3278 Centro 0.091 0.884 0.013 0.013
L3286 Centro 0.263 0.723 0 0.015
L1281 CentroSur 0.026 0.953 0 0.02
L3117 CentroSur 0.001 0.091 0.908 0
L3121 CentroSur 0.217 0.775 0.005 0.003
L3231 Sur - - - -
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