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RESUMEN

Hibridac¡ón e ¡ntrogres¡ón son fenómenos bastante documentados en plantas, pero

limitada a unos pocos taxa an¡males. En poblac¡ones naturales, las zonas híbridas presentan la

oportun¡dad de estudiar los efectos del flujo génico, selecc¡ón y recombinación, proporcionando

así una evafuación de los camb¡os genéticos y fenotípicos que ocurren en una especiac¡ón

temprana. Otro punto a cons¡derar es la variación cromosóm¡ca, la que suele producir un gran

efecto al impedir o reducir la fert¡l¡dad de los híbridos, creando una barrera al intercambio

genético e influyendo en la difereirciación de indiv¡duos de una población, los que

eventualmente podrían alcanzar el estatus de especie.

L¡olaemus monticola (von Müller y Helmich, 1932), especie endémica de Chile presenta

diversas razas (a nivel cromosóm¡co) y varias zonas de hibridación parapátricas, hechos que la

convieden en un excelente modelo para caracterizar el nivel de hibridación e introgresión entre

fas razas cromosómicas. Esta tes¡s invest¡gó dos razas de L. monticolai la raza Norte (2n= 38 a

40) y la raza Sur (2n= 34), más una estrecha zona de hibridación inter-racial considerada de

contacto secundario, con gran variabilidad cromosómica y genét¡cas dada la presenc¡a de

híbridos cromosómicos, entre 24 localidades, repart¡dos en 9 eco-demos.

Med¡ante el empleo de un conjunto de marcadores ¡ndepend¡entes tales como

polimorfismos cromosómicos, caracteres morfológicos y variantes genéticas (secuenc¡as ADN,t,

loc¡ aloenzimáticos y de AFL\ fueron analizados mediante estadíst¡cos apropiados para cada

marcador, por ejemplo Inferenc¡a Bayes¡ana. Análisis de Componentes Princ¡pales, Anál¡sis

Discr¡minante L¡neal, entre otros.

Es así como los análisis cromosómicos y morfológicos muestran claramente una

estructuración geográfica, con la presencia de ambas razas y la zona hibrida c¡rcunscrita a una

zona, Los análisis morfológicos muestran diferenc¡as claras entre las razas cromosómicas y

tamb¡én con los hibridos, los cuales poseen formas intermedias. por otro lado, los análisis del

ADNd mostraron la presenc¡a de las dos razas genéticamente muy diferentes, con la presencia

de indiv¡duos de la zona hibrida con haplotipos de cada raza parental. De forma interesante,

algunos indiv¡duos pedenecientes a una de las razas tienen haplotipos típicos de la otra raza, lo

que ¡nd¡ca un pos¡ble efecto de migrantes e hibr¡dac¡ón en esa zona.
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Un resultado contrastante, fueron los anális¡s real¡zados con marcadores nucleares

(aloenz¡mas y AFLP), qu¡enes no muestran una segregación tan clara de las razas y la zona

híbrida. Si bien, los loci de AFLP muestran una cieda diferencia entre la raza norte, la raza sur y

la zona híbrida, mientras tanto las aloenzimas muestran cambios en el número de alelos

(intermed¡a en la zona híbrida) y en las heteroc¡gocidades (aumento del He) no es posible

establecer claramente los grupos.

A la luz de los resultados,es posible ¡ndicar que las razas cromosóm¡cas ex¡sten, la zona

híbrida es geográficamente delineada y que es posible la existenc¡a de introgresión posiblemente

facilitada por la migración de machos. Además, la evidencia encontrada indica que los procesos

de hibridación e introgresión son fenómenos que necesitan un análisis multid¡sc¡pl¡nario. para

una mejor comprens¡ón de los límites entre especies y razas dentro de las especies, además de

la permanencia de zonas híbridas en el tiempo.

XIV



SUMMARY

Hybridization and introgress¡on are fairly documented phenomena in plants, but limited

to a few animal taxa. In natural populations, hybrid zones have the opportunity to study the

effects of gene flow, select¡on and recombination, thus prov¡d¡ng an assessment of the genetic

and phenotypic changes that occur in early speciation. Another point to cons¡der ¡s the

chromosomal var¡ation, which usually produces a great effect to prevent or reduce the fertility of

hybrids, creating a barrier to genetic exchange and influencing the d¡fferentiat¡on of individuals

in a populat¡on, wh¡ch could eventually reach the status species.

Liolaemus monticola (von Müller and Helm¡ch, 1932), a spec¡es endemic to Chile has

seveTal races (at chromosome) and various areas of parapatric hybrid¡zat¡on. facts that make it

an excellent model to characterize the level of hybridization and ¡ntrogression among

chromosomal races. This thesis investigated two .aces of L. monücolai North race (2n = 38 to

40) and the South race (2n = 3a) more a narrow area interracial hybrid¡zation secondary

contact considered, with h¡gh chromosomal and genetic var¡ability due to the presence of

chromosomal hybrids between 24 sites spread over 9 eco-demos.

Through the use of a set of independent markers such as chromosomal polymorph¡sms,

morphological and genet¡c variants (mtDNA sequences, allozyme and AFLP loci) were analyzed

us¡ng appropriate statist¡cal for each marker, for example Bayes¡an inference, Principal

Component Analys¡s, D¡scrim¡nant Analysis l¡near. among others.

Thus, chromosomal and morpholog¡cal analyzes clearly show a geograph¡c structure,

w¡th the presence of both breeds and hybrid zone confined to a zone. Morphological analyzes

show clear differences between the races and also chromosomal hybr¡ds, which have

intermed¡ate forms. Fufthermore, the mrDNA analysis showed the presence of two genetically

different races, with the presence of individuals in the area hybridizes with each race parental

haplotypes. Interest¡ngly, some individuals belonging to one of the races have haplotypes typical

of the other race. indicat¡ng a possible effect of migrants and hybrid¡zation in that area.

A contrasting result, analyzes were peformed with nuclear markers (allozymes and

AFL\ who do not show such a clear segregation of the races and the hybrid zone. Although

AFLP loci show a certain breed difference between the north, south race and the hybrid zone,

wh¡le allozymes show changes in the number of alleles (hybrid ¡ntermed¡ate zone) and ¡n

heterozigocidades (He increase) ¡s not possible to p¡npo¡nt the groups.
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In light of the results, ¡t may indicate that chromosomal races ex¡st, the hybrid zone is

geographically delineated and it ¡s poss¡ble that there may introgression fac¡l¡tated by m¡grat¡on

of males. Furthermore, evidence suggests that the processes found hybridization and

introgress¡on are phenomena that need Multidisc¡pl¡nary analysis for a better understanding of

the boundaries between species and strains within species, bes¡des the hybrid zone residence

time.
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ItrnoouccróN

La formación de nuevas especies puede ser considerada como un proceso temporal

mediante la cual algunas poblaciones se diferencian y alcanzan ¡ndependencia evolutiva.

Harr¡son (1998) ha propuesto que durante el proceso de especiación se van alcanzando varios

grados de diferenciación que quedan reflejados por d¡stintos conceptos de especie.

Aunque el concepto de espec,e es bás¡co dentro de la biología, no hay un claro

consenso para su def¡nición, como se pone de manif¡esto por el gran número de def¡n¡ciones

propuestas por espec¡alistas de d¡versos campos de la genética, taxonomía, biogeografa,

paleontología, entre otras, a lo largo de los años, ver De Queiroz (1998), y que no suelen ser

apl¡cables a todos los seres vivos. La elección del concepto de espec¡e en un estudio de

delimitación de especies no es un asunto trivial, s¡n embargo, un consenso entre los biólogos

evolucionistas es que las especies son reales y representan d¡stintos linajes evolut¡vos (Sites y

¡4oritr 1987; Wiens y Penkrot, 2002; de Queiroz, 2005).

El presente trabajo considera el concepto biológico de especie (Dobzhansky 1937, Mayr

!942, 1963) que, tal como lo plantea Noor y col. (2001), por ser general es más Út¡|, a pesar de

sus ¡mperfecciones, debido a que todas las barreras reproductivas tienen un efecto sim¡lar en

inhib¡r el flujo génico independiente de que se hayan or¡ginado mediante der¡va, ¡mpulso

meiót¡co, poliplo¡día. selección sexual o selección natural,

Un factor determinante del concepto biológico de especie es que no es aplicable cuando

existe hibridación y rearreglos cromosómicos de por medio en el proceso de especiación.



HibrÍdación e Introgresión

La hibr¡dación es un ¡mportante mecanismo para la transferencia y/o de origen nuevos

caracteres relacionados con adaptaciones ecológicas, y por lo tanto, juega un papel importante

en la facilitación de la especiación en nichos cambiantes, homogene¡zando las características

únicas de las poblaciones geográficamente dist¡ntas y/o espec¡es ¡ncipientes, lo que retardaría

una eventual futura especiación (Perry y col. 2002; Olden y col. 2004; Irwin y col. 2009).

La fracción de especies que hibridan es variable, en promedio alrededor de 10% de los

an¡males y 25% de las especies de plantas conocidas hibridan con al menos otra espec¡e

(Mallet, 2005, 2008,2010). Espec¡es estrechamente emparentadas tienen más probabil¡dades

de hibridación, aunque a menudo pueden persist¡r durante millones de años después de la

d¡vergencia ¡nicial (Mallet, 2005).

A pesar de que los híbridos son raros en la población, unos pocos pueden ofrecer un

puente para permitir que un flujo de alelos pasen entre las especies, incluso bajas tasas de

h¡bridac¡ón pueden tener impoftantes consecuencias evolut¡vas en una alta proporción de

especies (Field y col. 2010). Las posibles consecuencias evolut¡vas de la hibridac¡ón son

numerosas¡ como el origen de nuevas espec¡es a través de la recomb¡nac¡ón o el refozamiento

(Anderson, 1949; Stebbins 1959; Lewont¡n y Birch 1966; Grant, 1981, Arnold 1997; Dowling y

Secor, 1997), que incluyen la transferencia y producción de adaptac¡ones novedosas.

lJn efecto directo de la hibridación es la ¡ntrogres¡ón (Anderson, 1949), defin¡da como el

mov¡miento de genes entre las formas genéticamente diferenciadas, mediadas por cruzam¡ento

(Av¡se, 1994). Esta puede ser uni o bidireccional, localizada o extensa, y por este medio las

especies lograrían adqu¡rir caracteres adaptativos que permitan colonizar nuevos hábitats. Por

otra parte, puede ser altamente select¡va, afectando sólo a algunas partes del genoma, mientras

que otras regiones genóm¡cas pueden ser afectadas por la selección divergente, permanec¡endo

virtualmente aislados (Rieseberg y Wendel, 1993; Field y col. 2010).
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Zonas de Hibr¡dación

En condiciones naturales, las zonas Híbridas (ZH) pueden definirse como la producción

de descendencia a partir del cruzamiento entre individuos peftenecientes a poblaciones, razas o

especies d¡stinguibles, en al menos, un carácter heredable, ¡ndependiente de su estatus

taxonómico (Barton y Hewitt, 1989i Harrison. 1990, 1993; Arnold, 1992, 7997; Av¡se, 1994;

Barton, 2001). Presentan una gran oportun¡dad para estudiar los efectos del flujo génico,

selección y patrones de recombinación en poblaciones naturales proporcionando una visión de

los cambios genéticos y fenotíp¡cos que ocurren tempranamente en la especiación.

Este proceso ocurre de forma natural, y los híbridos generados son viables y al menos

en parte fért¡les (Arnold, 1997). En la mayoría de estas áreas, hab¡tualmente estrechas, generan

un amplio rango de genot¡pos sobre los que pueden actuar mecan¡smos selectivos que

contrarrestan el flujo genético y mant¡enen las poblaciones como unidades diferenciadas a pesar

de la h¡br¡dac¡ón.

Se han propuesto dos escenarios para explicar los patrones de variación en las zH:

contacto secundario y contacto primario(Mayr, 1942; 1963; Harr¡son, 1990). El pr¡mero sugiere

que las ZH son el resultado del contacto entre poblaciones que estuvieron previamente aisladas

geográficamente. S¡ el aislamiento reproductivo no se ha alcanzado completamente se puede

producir hibridación. Según el escenario de contacto pr¡mario, las áreas aparecen in s¡tu, es

decir, en poblaciones que presentan una d¡str¡bución continua en parapatrÍa y que se diferencian

a Io largo de un gradiente ecológ¡co sin una separación inicial entre ellas.

una característica de las zonas híbridas es que pueden moverse en el espacio y tiempo

(Barton y Hew¡tt, 1981), con consecuencias ¡mportantes en la evolución de las poblaciones

involucradas. Su estab¡l¡zac¡ón puede resultar de una combinación entre la dispersión constante

de ind¡v¡duos parentales en la ZH y la selección en contra de los híbridos (Haldane, 1948; Key

1968; Bazykin 1969; Endler, 1977; Barton y Hewitt, 1985, 1989).
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El reconocer que las zonas hÍbridas son sitios de intercamb¡o genético de manera parcial

entre especies, poblaciones o razas cromosómicas, ha llevado a describirlas como "barrens

sem¡permeables al intercambio de geneÉ' a pesar que los rearreglos cromosómicos y loci

genéticos están bajo presión selectiva (Harrison 1990).

Rearreglos cromosómicos: ¡mplicanc¡as en la formación de nuevas especies

La var¡ación cromosómica puede ser una fuente de información citotaxonóm¡ca. dada

por diferentes mutac¡ones cromosómicas estructurales y/o numér¡cas, asÍ como su

comportamiento durante la m¡tosis y meiosis (Lamborot, 2008; Astete 2011). Las mutac¡ones

estructurales documentadas tales como: inversiones (Carson y col 1967), translocac¡ones

robertsonianas (King 1993; Garagna y col. 2001), fusiones céntricas (Capanna y col 1976; Redi

y Capanna, 1988) flsiones céntricas (Todd 1970; Lamborot 1991; Koln¡cki 2000) entre otras,

suelen produc¡r un gran efecto al impedir o reducir la fertilidad de los híbridos, creando una

barrera al intercamb¡o genético e ¡nfluyendo en la diferenc¡ac¡ón de individuos de una población,

los que eventualmente podrían alcanzar el estatus de especie (King 1993, Lamborot 1991).

Bajo el supuesto que las mutaciones o reordenamientos cromosómicos pueden jugar un

papel ¡mportante en la especiación, diversos modelos de especiac¡ón cromosómica han sido

formulados (Lewis 1966; Wh¡te, 1978 a y b; Hall, 1973; Grant 1981; Templeton, 1981; Baker y

Bickham 1986), logrando afectar las tasas y patrones de recombinación y, asi la cantidad y

distribución de intercambios gén¡cos (Noor y col. 200L; Navarro y Barton, 2003).

tJna cantidad considerable de evidencia indirecta (Wh¡te 1978a; Rieseberg 2001) llevó a

la idea de que los rearreglos cromosómicos (Rc) juegan un papel en la especiación, con una

resistenc¡a entre invest¡gadores dada la aceptación de modelos mal acompañados por un marco

teór¡co formal. Además, la opinión predominante sobre la especiación debía ser con un

aislamiento reproductivo total s¡n flujo de genes (Coyne y Orr 2004).
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Tres son las evidencias que proponen que los RC pueden desempeñar un papel

¡mpoftante en la especiación: (1) el hecho de que la mayor parte de las plantas y animales

presentan diferencias notables en sus cariot¡pos, ¡ncluso entre aquellas estrechamente

relacionadas (King, 1993). (2) la observación de que algunos RC pueden causar problemas de

fertilidad en hhridos (Orr, 1996), y (3) la asociación entre tasas de Rc y tasas de especiación en

d¡ferentes phyla (Bush et al, 1977).

Para que los rearreglos cromosómicos se fljen en poblac¡ones conectadas por el flujo de

genes, deben cumplirse por lo menos tres condiciones: (1) los RC deben suprim¡r la

recomb¡nac¡ón; (2) la suprés¡ón del flujo de genes dentro de un Rc debe haber jugado un papel

fundamental en el aislamiento reproductivo, y (3) la ex¡stenc¡a de diferencias entre los taxones

hermanos. La probabilidad de que se flje en una población depende, en pr¡mer lugar, del origen

del RC para lueqo el establecimiento del RC en alta frecuencia en el demo, seguido de la

expansión y fijación en los demos

Pocos temas dentro de la biología evolutiva han sido debat¡dos con más pasión que los

mecan¡smos especrficos sobre el origen de las espec¡es, y a menudo se han centrado en dos

aspectos fundamentales y relacionados: (1) la impoftancia relativa de la selección natural frente

a la deriva genética, y (2) cómo el a¡slamiento reproduct¡vo se puede completar al frente de

flujo de genes (Coyne y Orr, 2004). En general, se supone que las tasas de migrac¡ón de uno o

más ¡ndiv¡duos por generación son suficientes para impedir la d¡ferenciación entre poblaciones

(Wright, 1931).

La der¡va genét¡ca y los eventos de extinción-recolonización son dos factores que

influyen en los RC (Hedrick, 1981; Lande, 1985). Bajo extinción-recolonización, la probabilidad

de fijación en demos semi-aislados se max¡miza para un flujo genético ¡ntermedio (Michalakis y

olivieri, 1993). otros dos factores relevantes son la consanguinidad, que retrasa el progreso de

la f¡jación bajo deriva genética, y el impulso meiótico que disminuye o elimina la frecuencia de

equil¡brio (Hedrick, 1981).
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Marcadores cromosóm¡cos, moleculares y morfológícos

Los d¡ferentes tipos de marcadores independientes (cromosomas, aloenzimas, AFLPS,

ADNmt, etc.) se d¡st¡nguen por su capacidad de detectar polimorfismos en diferentes /ocl: Tanto

la divergencia genética como la acumulac¡ón de nuevas mutac¡ones pueden ser cuantif¡cadas

con análisis que fac¡l¡tan la detección de hibr¡dación e ¡ntrogresión, aún cuando los híbr¡dos

pueden ser difíc¡les de d¡st¡nguir entre sus parentales (Allendorf y col. 2001; F¡eld y col. 2010).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la

b¡ología evolutiva, ecología y genét¡ca de poblaciones, y se util¡zan para rastrear e identif¡car

genes de ¡nterés. Hoy en día, existen varias técnicas moleculares que perm¡ten conocer las

variantes alélicas de genes en poblac¡ones naturales (o razas), tanto de manera indirecta, e.g.

con los análisis de proteínas, o de manera d¡recta con estudios de ADN (Simpson, 1997).

In¡cialmente, la detección de polimorfismos genéticos se evidenció med¡ante var¡antes

electroforéticas para proteínas. El principio básico de la técn¡ca res¡de en el uso de electroforesis

en gel de almidón (Sm¡thies, 1955) y en la visualización del producto enzimát¡co por métodos

histoquím¡cos (Markert y Hunter 1957), aspecto que permit¡ó la detección de zonas híbridas

(Barton y Hewitt, 1985). y la revelación de electromorfos únicos, referidos a " hybizyme4' pot

Woodruff (1989), marcadores que no se encuentran en poblaciones parentales.

Los marcadores de,ADIV presentan ventajas frente a los de proteínas, por no afectarse

por condiciones fis¡ológicas, ambientales o de crecimiento del indiv¡duo y no son específicos de

ciertos tej¡dos (Frankham y col. 2004). Con el desarrollo de la amplificac¡ón en cadena de la

polimerasa (PCR) (Saiki y col. 1988), se llega a la descripclón de nuevas clases de marcadores

moleculares, por ejemplo loci de AFLP (Anplified Fragment Length Polymorphlsm) (Montaño-

Pérez y col. 2006), entre otros.
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Dentro de las pafticularidades de los AF¿P tenemos que: i) no se requiere conocimiento

previo de la secuenc¡a genética; ii) existe especif¡cidad en la resolución de la digestión con

enzimas de restricción y lii) hay rapidez en la detecc¡ón de polimorfismo vía PCR otros. La

desventaja reside en la baja cantidad de información genética por /ocus, haciendo difícil

discernir codom¡nanc¡a por ser un marcador dominante (Montaño-Pérez y col. 2006).

Los anális¡s más detallados de diferenciación genét¡ca pueden obtenerse secuenciando

la región de interés para d¡ferentes indiv¡duos. Actualmente la secuenciación es muy común,

apl¡cándose en estud¡os de genética de poblaciones y para resolver problemas taxonómicos. La

secuenclación de ADN mitocondrial (ADN,t), es otra forma de detectar polimorfismos genéticos.

Es altamente variable, no recombina, de herencia materna (a excepción de Mytilus, Zouros et al.

1994, y en humanos, Ankel-Simons y Cummins, 1996) y con alta tasa de mutación. Aunque, por

sí solo, el ADN.I ofrece muy poca información acerca de la hibridación, sln embargo, junto con

la información de otros loci o de datos geográficos a menudo ha proporc¡onado pruebas

convincentes de introgresión entre especies (Carr et al. 1986; Dowl¡ng y DeMarais, 1993).

Los métodos de análisis basados en la morfología (morfométricos y merísticos)

ampliamente util¡zados en s¡stemát¡ca, ofrecen ventajas sobre los métodos moleculares, en

particular cuando estos no pueden aplicarse, e.g. a falta de tejidos vivos (Pounds y Jackson

1981; Ferreira y Grattapagl¡a, 1998; Frankham y col. 2004). Sin embargo, no todas las

variac¡ones morfológicas poseen una base genética clara, y a menudo una gran variación

morfológica intrapoblacional, puede suponer la presenc¡a de ind¡v¡duos híbridos fenotípicamente

¡ntermed¡os a los parentales (Smith, 1992).
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El Complejo Liolaemus mont¡cola como modelo de estudio

El género L¡olaemus con más de 225 especies descritas (Lobo y col. 2010) restringido al

cono sur de Sudamérica, ocupa una amplia área geográfica (entre los 14o a 52o lat. S y 70. a

71o long. W, y altitudes que varían desde el nivel del mar hasta los 4500 m). Está presente en

variados regímenes climáticos, incluyendo el árido des¡erto de Atacama o los lluv¡osos bosques

templados de Nothofagus en Tierra del Fuego (Ce¡, 1986, 1993; Donoso-Barros, 1966; Etheridge

y De Queiroz, 1988; Lobo, 2001).

Liolaemus mont¡cola (von ¡4üller y Helmich, 1932), especie montañosa endémica de

Ch¡le, posee un tamaño corporal mediano, logra formar comunidades relativamente numerosas

y mantiene hábitos alimentarios ¡nsectívora (Donoso-Barros, 1966; Lamborot, 2008). D¡str¡buída

entre los 30o a 40o Lat. S y 70o a 71o long. W y altitudes que van desde los 400 a 1600 m

(Donoso-Barros, 1966; Peters y Donoso - Barros, 1970; Lamborot y col. 2003).

Constituye una especie única en el género y en la herpetofauna de chile (Lamborot,

1993), por presentar cualidades especiales tales como: un grad¡ente latitud¡nal de diversidad

cariotípica de complejidad creciente de sur a norte (2n=32 a 2n=46), variadas mutaciones

cromosómicas ¡ntra e inter razas; numerosos polimorf¡smos cromosómicos y varias zonas de

hibridación parapátricas, entre otras (Lamborot, 2008).

Hasta la fecha, se han reportado s¡ete razas cromosómicas: " Pr¡m¡t¡va (2n= 32)"; "Sur

(Zn= 34)"t "Norte (2n= 38 a 40)"; "Nofte mod¡f¡cado I (2n= 38 a 40)" y "Norte mod¡f¡cado 2

(2n= 38 a 40)", además de"Múlt¡ples F¡siones I (2n= 42 a 44)" y " Múltiples Fisiones 2 (2n= 44

a 46)"; (Lamborot 1991, 1998, 2001; Lamborot y col. 1981, 2012) y varias zonas de hibridación

(Lamborot 2008), Este estudio se centró en dos razas cromosómicas: "Sur, 2n=34" y "Norte,

2n=38 a 40" y una zona híbrida interracial descrita por Lamborot 1991.
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El número diplo¡de para la raza Sur, para ambos sexos. se compone en 12

macrocromosomas y 22 microcromosomas (Lamborot, 1991). Es así como los pares 1, 3, 4, 5 y

6 son metacéntricos; el par 2 submetacéntr¡co que lleva un satélite en el extremo de su brazo

largo. Los pares microcromosomales 7, B y 9 son metacéntr¡cos, pero la morfología de los

microcromosomas restantes es difícil de establecer (Lamborot, 1991), En cambio, la raza Norte,

el cariot¡po oscila 38 a 40 para ambos sexos con diferentes variantes. Todas presentan una

sustitución conservada del par macrocromosóm¡co 4, más la condición polimórflco para el par

macrocromosoma 3, y cerca de 24 microcromosomas.

El Río Maipo, y uno de sus afluentes el Río Yeso, separan las razas "Sur, 2n=34" y

"Norte, 2n=38 a 40". S¡n embargo, en la r¡bera sur del Río Yeso, Lamborot, (1991) descr¡be una

estrecha zona de hibridación inter-rac¡al de aproximadamente 10.000 m'1200m de largo por

50m de ancho) considerada de contacto secundario, con gran variabil¡dad cromosómica y

genéticas dada la presencia de híbridos cromosómicos (Lamborot 1991; Lamborot y col. 2003;

Vásquez y col. 2007; Páe2,2Q70; Astete, 2011), los que suelen poseer un grado de aneuploidía

cromosómica, mitót¡cas y meiótlcas, mayor que las razas parentales (Lamborot, 1991).

El reconoc¡miento del cariotipo de los híbridos, machos o hembras, se basa en la

disposición cromosómico d¡plo¡de; cuando los híbridos son machos, este diagnóst¡co se hace

fác¡lmente a partir de espermatoc¡tos en diacines¡s, los cuales son reconocidos por presentar

comb¡nac¡ones cromosómicas que no están presentes en ninguna de las dos razas parentales.

D¡versos estudios, que van desde los citogenéticos (Lamborot 1991, 1993, 1998, 2001;

Lamborot y Alvarez-Sarret, 1993; Lamborot y col. 2012), morfológicos (Lamborot y Eaton, 1992,

1997; Lamborot y col. 2003), biogeográficos, genéticos (Lamborot y Vásquez 1998; Vásquez y

col. 2007, Páez 2010) y filogeográficos (Torres-Pérez y col. 2007, 2009), avalan la hipótes¡s de

una complejidad cromosómica creciente de sur a norte, concomitante a una evolución desde

amb¡entes más húmedos a más xér¡cos (Lamborot, 2008).
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El conoc¡miento acumulado para esta particular lagart¡ja, tanto en d¡stribución como en

los diversos estud¡os mencionados, deja de man¡fiesto la neces¡dad de una información

comparada de los procesos de introgres¡ón genética cromosóm¡ca interracial con sus alcances y

consecuenc¡as evolut¡vas, mediante el empleo de marcadores ¡ndependientes nucleares,

citoplasmáticos y morfológicos. Por tal motivo, en este trabaio, se basa en la siguiente hipótesis:
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HIPOTESIS

"La ex¡stencia de dos razas cromosómicas "Norte, 2n= 38-40" y "Sur, 2n= 34" parc

L¡olaemus monticola, más una zona de hibridación producto del contacto de ambas razas

geográflcamente delimitadas, presumen que los niveles de introgresión entre las razas

parentales son mínimos o nulos."

OBJETIVOS

Obietivo General

Estimar el grado de introgres¡ón inter rac¡al y la zona de hibridación descrita para dichas

razas, utilizando d¡ferentes aprox¡maciones tanto cromosómicas, moleculares y morfológicas.

Objetivos Específicos

1. Evaluar la variab¡lidad y estructura genética mediante análisis: citogenéticos, ADNmt (cit-b),

loci de AFLP y aloenzimát¡cos, y caracteres morfológicos (merísticos) en y entre las razas Sur

(2n=34) y Nofte (2n-38-40) de L. monticola más la zona de hibridación interracial Sur x Norte.

2. Caracterizar el nivel de hibridación de dos razas de L¡olaemus mont¡cola en la zona central de

Chile con énfasis en una zona de hibridación.

3. Establecer lím¡tes y relaciones espaciales entre razas parentales y zona de h¡br¡dizac¡ón.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención del material biológico

La mayoría de las muestras util¡zadas en este estudio corresponden a mater¡al

preservado durante tres décadas (1980, 1990 y 2000), ya sea preparac¡ones citogenéticas,

tejidos almacenados a -85oC o de ¡ndividuos et¡quetados y preservados en alcohol 70v0, en las

dependenc¡as del Laboratorio de citogenética, Facultad de c¡encias, de la Universidad de Ch¡le.

La recolección de los ejemplares se realizó med¡ante lazos corred¡zos, y trasladados

vivos al laboratorio para su sacr¡ficio con el propósito de efectuar anál¡sis citogenét¡cos,

moleculares y morfológicos. Las referenc¡as geográficas, así como el tamaño de muestra se

muestran en la Tabla 1y F¡9. 1. Con el propósito de aumentar el número muestral para los

anál¡s¡s estadíst¡cos, las localidades fueron agrupadas med¡ante eco-demos, tal como lo

establecido en la Tabla 1.

Este estudio incluyó varias muestras de las razas cromosómicas de Liolaemus mont¡cola

Sur y Norte, más una Zona de Hibridación interracial, además algunas localidades de la Raza

Norte Modificada I (2n=38-40) (ver Tabla 1 y Fig. 1) con algunos análisis previos como los de

Lamborot y Eaton 1997; Lamborot 2001; Lamborot y col. 2003; Torres-Pérez y col. 2007 y

2009; y de Vásquez y col. 2007; tesis de Páez 2010 y Astete 20lI.
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Tabla 1. L¡sta de las muestras de Liolaemus mont¡cola util¡zadas en este estudio, ¡ndicando número en el
mapa (NlU), localidad y abrev¡atura entre paréntesis, Rango Geográfico, coordenadas geográficas, Altitud
(msnm) y número de ejemplares. Trans.: Transversal.

Pos¡ción

1

2

!
5

6

7

B

11

36

1B

9

8

Siete Tazas (STA)

RÍo Lontué (RLO)

(voL)
El lngenio (lNG)

Río Clarlllo (RCL)

Sur Andes

Sur Andes
(Cajón del Maipo)

1

1

1415-1450

1200-1400

950-1300

35.27',31" S, 71"01',34" E 960-970

35"18',16',S, 70058',17' E 1200

33"49',01', S, 70"10',00', E

33"46'33', S, 70.16'40' E

33"43' 47', S, 70028',0s', E

10 Yeso Norte (YEN)

11 San Gabr¡el (SGA)

15 Farellones (FAR)

16 Yerba Loca (YLO)

t2 El Manzano (MAN) -. 33"31'29" S,70"24'19'E 1350-1500 11

13 Et Atfatfal (ALF) |-T^"- 33"30'16's; 70.11'48'E 1330 27

t4 Et Arrayán (ARR) tcri¿,illiil"¡p"l 33.re'20" s; 70.28'20" E 1300-1s00 4

33038',49', S, 70.21',37', E

33047',09',S,70"13',38"E 1300-1320 24

33046'45', S, 70"74'4t" E 1100-1250 14

33020',47" 5,70"2t',41" E 1400-1500 16

33"20',16" S, 70019',58" E 1800 8

t7 saladillo (sAL) 32"5435" S, 70.18',02" E 1400-1500 16

18 Río Blanco (RBL) 32"5429" 5,70018'19" E 1400-1450 8
Norle Mod. 119 Colorado Sur (COS) Andes 32"51'44" S,70o25'00" E 1550 26

20 Colorado Norte (CON) 32o51'44" 5,70"25'01" E 1550 22

2l C' Chacabuco (CHA) Nofte Trans. 32"57'46" S,7Oo42'40" E 1OOO-I2OO 9

22 e La Campana (CAM) 32"5731" s,7r"07'26" E 1350-1500 t4
23 co El Roble (RoB) i;;ü 33.003e" s, 7t"oo'34" E 800-16s0 37

24 Cb La Dormida (DOR) 33003'43" S, 71"0037" E 9OO-1350 30

g.or.ú
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Figura 1i Mapa representativo de las 23 localidades analizadas para este estudio. ti;irilzjtc,: Raza Norte
N4odificada I (2n=38-40), Rojo: Raza "Nofte" (2n= 38-40), Verd€: Zona de Hibridac¡ón, Azul: Raza "Sur"
(Zn= 3a). 1) Siete Tazas; 2) Río Lontué; 3) Los Queñes; 4) Co Canüllana; 5) El Volcán; 6) El Ingenio; 7)
Río Clar¡lloi 8) ¡4aipo Sur; 9) Yeso Sur; 10) Yeso Norte; 11) San Gabriel; 12) El Manzano; 13) EI Alfalfal;
14) El Arrayán; 15) Farellones; 16) Yerba Loca; 17) Salad¡llo; 18) Río Blanco (se encuentra solapada con la
localidad de Saladillo); 19) Colorado Sur; 20) Colorado Nofte; 21) Cta. Chacabuco; 22) Cta. La Campana;
23) Co El Roble; 24) Ct¡. La Dorm¡da.
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Obtención de teiidos para los diferenAs anátisis genétias

cada L' mont¡cola se sacrificó con una sobredosis de uretano en er ojo pineal, prev¡a

inyección de colchicina, dos horas antes de su procesamiento. Luego, se disectó y se extrajo el

bazo, médula ósea (de un fémur) y testículos para Ia obtención de placas cromosómicas y

tej¡dos de: hígado, ¡ntestino, músculo esquelético y corazón, los que fueron almacenados a -85o

c para las electroforesis de proteínas en geles de almidón o conservadas en alcohol al 70%

obtención de ADN y posterior secuenciac¡ón de AF¿p y del citocromo b del ADN,¡.

Obtención de cromosomas.. Técnica del goteo de Lamborot y Vásquez (1998).

A padir de muestras frescas de testículo, médula ósea y bazo, disgregadas en placas de

Petri con una solución isotónica (Ringer para reptiles) se obtuvo una suspensión celular que se

depositó en tubos de centrifugación rotulados, luego centrifugados a g00 rpm durante g m¡n, El

sobrenadante se descartó y se reemplazó por una solución hipotónica de c¡trato de sodio al

0,8olo. reposando aprox¡madamente por 17 m¡n.; luego se centrifugó y descartó el

sobrenadante, para adic¡onar el fiador (metanol - acét¡co 3i7) y agitación manual. se centrifugó

nuevamente por 8 min. y se rep¡tió el paso anterior con el f¡jador nuevo. poster¡ormente, se

dejó caer una gota de la suspensión sobre un portaobjeto l¡mpio, que se seca en una plancheta

termoeléctrica (Thermolyne HP-A 191), se tiñó con solución Giemsa al4olo ajustado a pH 7 ,z por

25 m¡n. y se dejó secar.
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Se observaron las preparaciones al m¡croscopio reg¡strando y d¡agnosticando las

metafases mitóticas y meióticas. Finalmente, estas preparaciones fueron montadas en DEPEX,

cub¡ertas con un cubre objeto y secadas en una plancheta las que fueron fotografiadas con una

cámara fotográfica Nikon Optiphot Fx 35a, ad¡c¡onada al microscopio. Las fotografÍas fueron

ampl¡adas para el montaje de los carioüpos mitóticos y meióticos y su posterior d¡agnóstico.

lJna vez reconoc¡dos los siete pr¡meros pares cromosómicos, se diagnost¡có la condición

de polimorfismo (Lamborot 1998) de los pares que podían presentar alguna mod¡f¡cación en su

estructura producto de algún rearreglo cromosómico y puestos en una matriz de datos. Para el

análisis de los polimorf¡smos cromosómicos, se procedió con los m¡smos parámetros

establecidos en Lamborot 1998, quien asigna la morfología: "AA" al par cromosómico no

fisionado, metacéntrico o submetacétrico; "BB" al par f¡s¡onado (par 3 ylo 4)i "CC" al par con

inversión pericéntrica (par 7); "EE" al cromosoma alargado del par 6.

Extracción de ADN

Una pequeña porción de tejido (apróx. 1 mg), ya sea corazón, híqado o músculo, fue

usado para la extracc¡ón de ADN. Este proceso fue llevado a cabo mediante una modificac¡ón

del protocolo de extracc¡ón salrna descrito por Aljanabi y l\4artínez 9997), y su concentrac¡ón

fue cuantiflcada util¡zando un espectrofotómetro de la marca Nanodrop.
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Caracterización del pol¡morfismo de loci Aloenzimáticos y de AF¿P, y secuenc¡ac¡ón

del gen m¡tocondr¡at (c¡t-b)

Loci Atoenzimáticos

Para la vlsualización de alelos aloenzimát¡cos se utilizó el protocolo descrito por Vásquez

(2002) y Páez (2010) (Tabla 2). Los tej¡dos, previamente almacenados a -85o C, fueron

descongelados y macerados manualmente en un moftero a baja To adicionando un buffer de

ertracc¡ón, Tris Base 0,07 Mt EDTA pH 6,8 0,01 M, NaCl 0,03 M y dHrO, ajustado a pH 6,8 con

HCl. La mezcla se traspasó a \)bos Eppendorf rotulados-

Los geles de almidón hidrolizado al 110/o, con bufferq eazimas y cofactores necesar¡os

para v¡sualizar las enz¡mas requeridas (Tabla 2), se prepararon s¡guiendo el protocolo del

Laborator¡o de C¡togenét¡ca Evolutiva y el de Vásquez y col. (2007). La corrida electroforética se

efectuó con el voltaje y el amperaje apropiados para la migración correcta de cada enzima

(Tabla 2). Transcurrido el t¡empo de corrida, se procedió a la visualización de las migraciones de

las enzimas reveladas por su t¡nc¡ón específlca (Vásquez 2002), y se ¡ncubó a 37o C, durante un

tiempo relativo para cada proteína (Tabla 2). Cada gel teñ¡do, se secó en estufa de secado

(Memmert 840) a 600 C y fue fotograf¡ado con el fin de registrar los patrones de bandas. La

¡nterpretación de patrones de bandas se llevó a cabo en base a diagramas acorde a las sub-

unidades que conforman a cada proteína asignando un " genot¡po putat¡vo", basado en la

migración electroforét¡ca, descrito en Vásquez (2002),
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Tabla 2: L¡sta de las enzimas con ra nomencratura según ros criterios de ra IUBNC, s¡stemas de buffers y
cond¡c¡ones ideales utilizados en ras corridas electroforéticas para la revelac¡ón de uá proternii. '

Enzima Sigla IUBNC Sistema Buffers y condiciones ideales
Glucosa - 6 fosfato isomer-asa PGi

LDH

Pep-A

EC 5.4.2.2

EC 1.1.1.40

EC 3.4.11.4

Lactato Deshidrogenasa

Peptidasa-A
Tris Citrato

pH 8,0; 75 mA; 90 V; 7 hrs

EC 1.15"1.1
Aspartato Am inotra nsferasa

q-Manos¡dasa

o-Esterasa

Aat
c¿-Man

ct-Est

EC 2,6.1.1

EC 3.2.r.24
EC 3.1.1.1

Tris Borato EDTA
pH 8,6; 17-20 mA; 90 V; 5-6 hrs

Fosfoq lucom utasa
q-Esterasa

EC 5.4.2.2

EC 3.1.1.1

Pgm

l-t-Est Tris HCI
pH 8,2; 60 mA; 130 V; 5-6 hrs

1.1.1
Adenilato Kinasa EC 2.7.4.3

EC 2.7.3.2

AK

CKKinasa
Tris Borato EDTA

pH 8,0; 35 mA; 140V; 7-8 hrs
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Loc¡ de AFLP

La ampl¡ficac¡ón de fragmentos de AFLP fve llevada mediante el protocolo de Vos y col.

(1995), el cuál consta de tres etapas:

I) Digestión enz¡mát¡ca y Ligam¡ento de adaptadores, cuyo propós¡to es cortar el

ADN en lugares especificos con enzimas de restr¡cción y pegar adaptadores especificos al

extremo de cada fragmento formado por la digestión enzimát¡ca, la que constó de una reacción

de 12 pL de soluc¡ón final, formado por buffer T4 10X, los adaptadores: EcoRI S'-

GACGATGAGTCCTGAG-3' ; 3' -TACTCAGGACTCAT-s' y MseI 5' -CTCGTAGACTGCGTACC-3' ; 3' -

CATCTGACGCATGGTTAA-5', NaCl 0,5 M, BSA f0 nglrJ-,50 ng/pl ADN, y una mezcta de

enzimas, en un buffer T4 10X, ADN T4 DNA ligasa lU, las enz¡mas EcoRI stJ y MseI |)
(Invitrogen @), NaCl 0,5 M, 8S,4 10 ng/UL, y ddH2O. Completada la reacción, se incubó a To

ambiente toda la noche y después almacenada a 40 C. Para cerciorarse sobre la calidad de la

digestión, se efectuó una electroforesis con 4 pL de la reacción enz¡mática en gel de agarosa al

1,50/o, luego, a cada tubo de reacción se le suministró 50 pL de ddHro.

II) PCR Pre-Selectivo: se llevó a cabo en una reacción de 25,5 pt de solución final,

formado por Taq DNA pol¡merasa Plat¡num, buffer lOX sin NH3 (SOa), y de MgCl2 2 mM, y de los

ol¡gonucleót¡dos Mse-presel y Ecori-preselLos cuatro desox¡nucleótidos fueron d¡luidos a una

concentración de 5 mM, más dHrO, para luego ser todo agregado a la disolución de la digest¡ón-

ligación. La mezcla se ampliflcó en un termoc¡clador Multigen Labnet, cuyo perf¡l térmico constó

en un precalentado de 72o C, 29 ciclos de: 30 seg. de denaturación a 94o C, 30 seg, de

al¡neam¡entoa560Cy2min.a72oC, luego una extens¡ón a 60" Cysealmacenó a 40 C. Al

igual que el paso anter¡or, se efectuó una electrofores¡s con 4 ¡rL del producto PCR pre-selectivo

en un gel de agarosa al 1,5ol0, luego se adhirió 100 ¡lL de dHrO a cada producto PCR.
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UI) PCR Selectivo: que consta de la amplificación de fragmentos de ADN con primers

específicos, y utilizó los mismos reactivos del paso anterior salvo en los oligonucleót¡dos a

ut¡l¡zar (MSeI-CAC - ECoRI-ACA; MseI-CTA - EcoRI-MC; MSeI-CTT - ECoRI-ACT y MseI-CTC -
EcoRI-ACC). Esta reacción fue mezclada con el producto PCR de la reacción pre- selectiva y

ampl¡f¡cadas utilizando el mismo termociclador descrito anter¡ormente. cuyas condiciones

térmicas se dividieron en dos partes: l) Touchdowni con un precalentado a 94o C por 2 m¡n.,

segu¡do de 12 c¡clos de: 30 seg. a 94o C, 650 C por 30 seg., reduciendo en lo C por c¡clo,

seguida de una elongación a 72oC, y 2) una PCR normal con 23 c¡clos de 94o C por 30 seg., 30

seg. a 560 C, 77o C durante 2 m¡n. y de 10 m¡n. a 72o C. El producto final se almacenó en

freezer a 40 C. La genot¡pificación de AFLP se realizó en un secuenciador automático de la

empresa MACROGEN Inc. (www.macrooen.com).

La estimac¡ón de los tamaños alélicos para los fragmentos de los loci de /4F¿P se realizó

med¡ante el estándar LIZ500, usando el software GeneMarker 1.9! (SoftGenetics LLC). Sólo los

peaks claros y cons¡stentes de entre 75 a 500 pares de bases fueron usados en el análisis,

codif¡cado como U0 para ind¡car la presencia/ausencia de cada fragmento en cada individuo.

Sólo se ut¡lizaron los loci que presentaron más del 1% y menos del 990/0 de polimorflsmo, para

evitar errores de conteo.
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Citocromo b (cit-b)

La amplif¡cación de¡ gen m¡tocondrial c,t-4 se realizó con una reacción de 25 pL de

solución final, formado por Taq DNA polimerasa a 5 U/pL, de buffer 10X sin NH:(SOr)z y de

¡4gcl2 2 mM, todos Inv¡trogen@, más 25 pM de cada ol¡gonucleót¡do: LGLUD: 5'-

TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3 (Palumb¡, 1996) y HCB3: 5 ' -GGCMATAGGAARTATCATTC-3'

(Palumbi 1996). Los cuatro desoxinucleótidos a 200 m¡4, dH2O y 10 ng de ADN genómico se

ampl¡ficaron en un termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler MJ Research@, con 35 ciclos

con 90 seg. de desnaturac¡ón a 94o C; 25 seg, de alineam¡ento a 52" C y 90 seg. de extens¡ón a

72o C, con un precalentado de 5 min. a 95o C, culminando con una extens¡ón de 5 m¡n. a 72o C.

Los productos de PCR, fragmentos de 700 pares de bases, se analizaron mediante

electroforesis de gel de agarosa al 1 %, en TAE 10/o y teñido con SYBR@ Safe DNA gel stain

(Inv¡trogen@). usando como estándar de tamaño molecular, un ladder de 100 pb Winkler

(rango 100-1000 pb), a un voltaje constante de 100 volts durante aprox¡madamente t hr.

21



MorfoloEía

Para detectar diferenc¡as morfológicas entre las razas se utilizó treinta y siete caracteres

meríst¡cos descritos para L. mont¡cola (Lamborot y Eaton 1992, 1997). Para cada carácter sólo

se m¡dió el lado derecho del cuerpo, pues análisis prev¡os demostraron que la as¡metría b¡lateral

no es aprec¡able (Lamborot y Eaton 1992)- La cuant¡f¡cac¡ón y caracter¡zac¡ón de las escamas se

real¡zó bajo lupa binocular (N¡kon Stereo Photo SMZ-10), según protocolo descr¡to en Lamborot

y Eaton 1992, ut¡lizando los s¡gu¡entes caracteres: COR A: C¡rcumorbitales; COR B:

circumorb¡tales más superciliares y supraorbitales; SORr dentro del sem¡círculo del c¡rcumorb¡tal;

SCI: superciliares; SOC: suboculares; TEM: temporales, entre margen posterior del ojo y la

mitad del oído; CATEM: cantus temporal; SAP: bordean el parietal; POSPA: post par¡etales;

FRON: frontales; SAF: bordean la frontal; POPR: post frontales; LOR A: loreales, entre cantales,

supralabial y subocular; LASUP 18: lab¡al super¡or, segunda mitad del ojo hasta final de

comisura labial; LASUP 2A: labial superior A, desde rostral hasta primera mitad del ojo (en

contacto con SOC); LASUP 28: labial super¡or B, segunda mitad del ojo hasta final de comisura

lab¡al; LAINF A: infralabial A, desde mental hasta pr¡mera m¡tad del ojo (en contacto con LASUP

1); LAINF B: infralabial B, desde mental hasta el f¡nal de comisura labial,; AURS: aur¡culares;

TIPS: t¡mpán¡cas; SARO: rodean escama rostral; SAME: rodean escama mental; INA:

Internasales; SANA: rodean escama nasal; SBRF: entre frontal y rostral; INCA: ¡ntercantales;

GUS: gulares; DOS: dorsales; VES: ventrales; SAB: alrededor del cuerpo; FEM: femorales, desde

el codo hasta el torso (sigu¡endo escamas grandes); DORCA: dorsal largo de la cabeza,; AVCO:

al rededor del 15o vertic¡lo de la cola, desde el n¡vel de la cresta genital; LAMA: lámelas

subdig¡tales del cuarto dedo de la pata derecha de la extrem¡dad anterior; LAPA: lámelas

subdigitales del cuarto dedo de la pata derecha de la extremidad poster¡or; LARCAB: largo de la

cabeza (cm); LARESCA: cuoc¡ente entre LARCAB y DORCA.
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Análisis estadísticos

Citogenéticos y Aloenzimáticos: Las variantes cromosómicas fueron tratadas como

"alelos", por lo que se realizó el mismo análisis de frecuencias que en aloenzimas. por eco-

demos, se estimó la proporción de loci polimórficos (P); el promedio de heterocigosidades

observadas (Ho) y esperadas (He), y el número de alelos por locus (A) usando el programa

Genetix 4.05 (Belkhir y col. 2004). Además se anal¡zó s¡ estas frecuencias se encontraban bajo

equilibrio Hardy-Weinberg usando un test de permutaciones de alelos implementado tamb¡én en

el programa Genetix.

Un análisis de cluster fue esbozado mediante el software Elosls-1 (Swofford y Selander

1981) para ambos marcadores, util¡zando la Distanc¡a de Rogers Correg¡da (Wrigth 1978)

basados en la metodología UPGMA, aplicando la corrección de Levene (1949) para tamaños

poblacionales pequeños en el análisis citogenético.

Para determinar el número de poblac¡ones posibles y la presencia de zona híbrida se

utilizó un análisis Bayesiano descrito por Pritchard y col. (2000) e implementado en el programa

Structure 2.33 (Falush y col. 2007). Este procedim¡ento no requiere conocer a prior¡ el origen de

las muestras, estimando el número más probable de poblaciones max¡m¡zando el equ¡l¡br¡o

Hardy Weinberg entre los grupos aleatorios realizados. Sigu¡endo las recomendaciones de los

autores, el proceso se ejecutó desde K = 1 (un grupo) a K = 10 (10 grupos) para todos los

individuos, repitiendo cinco veces cada análisis, utilizando una ¡nferenc¡a de Lambda (I) de la

frecuencia alélica de cada indiv¡duo luego de 1.000.000 de interacciones de MCMC, después de

un período de estabilización de 500.000 ¡nteracciones, bajo el modelo de ancestralidad basado

en el supuesto de mezcla entre las poblaciones. La detección del número de grupos (K) fue

determ¡nada bajo los criterios de Evanno y col. (2005) empleado por el programa computacional

Structure Harvester (Earl y von Holdt 2011).
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AFLP. ?ara anal¡zar las razas estudiadas, ros anál¡s¡s estadísticos con loc¡ AFLP fueron

realizados util¡zando el análisis Bayesiano implementado en el programa structure 2.33 (Falush y

co|.2007) con los mismos criterios del análisis cromosómico, s¡guiendo las recomendaciones

para marcadores moleculares dominantes.

ADNfr,t Las diferentes secuencias se editaron manualmente y se alinearon con el

programa Proseq 2.9 (Filatov, 2002), para este marcador, deb¡do al bajo número muestral por

localidades, se decid¡ó a formar grupos según eco-demos, lo que resultó en g grupos d¡ferentes

(ver Tabla 1) y, a su vez, med¡ante razas cromosómicas (ladera norte y sur del río Maipo, y la

zona de Hibridación). con ello se estimaron sus frecuencias haplotípicas (h), diversidad

haplotípica (H), el número de sitios polimórficos (S), la diversidad nucleotídica (n), y el número

promedio de diferencia entre pares de secuencias (II) utilizando el programa DNAsp 5.0 (Rozas

y col. 2003). Con el fin de ordenar los haplotipos resultantes, se construyó una red de

haplotipos con el algor¡tmo " median joininy'' del programa Network 4.6t (Bandelt y col. 1999),

donde todas las redes de expansión mínima son combinados dentro de una red, s¡guiendo un

algor¡tmo análogo al propuesto por Excoffier y Smouse (1994). A su vez, la búsqueda de

neutralidad selectiva en la historia evolut¡va de L. mont¡cola fue determinada med¡ante las

pruebas de Taj¡ma's D (Tajima. 1989) y Fu's Fs (Fu. 1996). para detectar una estructuración

genética, se utilizó el programa SAMOVA 7.O (Dupanloup y col. 2002), que apl¡ca una estrategia

para defin¡r los grupos de poblaciones que son están geográf¡camente homogéneos y con un

máximo de diferenc¡adas unas de otras, a objeto de maxim¡zar et porcentaje de la varianza

genética total debido a las diferencias entre los grupos de la poblac¡ón.

Los análisis f¡logenéticos se real¡zaron med¡ante: Máxima Veros¡militud lmplementado

por el software RAnML 7.0.4 (Stamatak¡s, 2006) e ¡nferenc¡a Bayes¡ana a través del programa

MrBayes 3,2 (Ronquist y col, 2072)- Además. ambos alcances ut¡lizaron los mismos grupos

externos lo que fueron: L¡olaemus nigromaculafus, L. n¡grovir¡d¡s y L. tenuis,
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El análisis Bayesiano se realizó bajo el modelo de Tiempo Reversible General (GTR) de

evolución de secuenc¡as genéticas, más el modelo de tasa de heterogeneidad de distribución

gamma (GTR + I+ G), con cuatro cadenas de Markov Montecarlo (MCMC) simultáneas con cinco

millones de generaciones, y un soporte nodal mediante una metodología bootstraP no-

paramétr¡co con 100 pseudorépl¡cas. Los árboles de consenso y la probabilidad a poster¡ori de

los nodos para cada enfoque se est¡mó con el software FigTreever. 1.3.1 (Rambaut, 2009).

Motlología. Para un total de 37 variables morfológ¡cas (morfométr¡cas y meríst¡cas), se

efectuó un primer análisis paramétrico para estimar el posible dimorf¡smo sexual en adultos de

L. mont¡cola aplicando la prueba f para muestras independientes y la prueba de Levene como

test de homogeneidad de las variables del sollware STATISTICA I (Statsoft, Inc. 2004). En

aquellas var¡ables que presentaron una alta co-linealidad, se efectuó un Anál¡s¡s de

Componentes Pr¡nc¡pales (ACP), tanto para variables con o s¡n sesgo entre los sexos. Este

anális¡s permite determinar el peso de cada variable en la varianza total s¡n cons¡derar la

procedencia de las muestras y obtener las variables realmente importantes en la segregación de

los ¡nd¡viduos en los nuevos componentes formados. Un Análisis de Escalam¡ento

Multidimensional (EMD) se llevó a cabo entre las localidades, para detectar patrones d¡similares,

med¡ante el software SPSS 20 (IBM SPSS Stat¡stic 20.0, 2011) basado en Distancia Euclidiana' A

su vez, se efectuó un Análisis Discriminante Lineal (ADL) para encontrar una combinación lineal

de variables que perm¡ta discriminar entre los grupos prev¡amente asignados dentro del anál¡s¡s,

estos son: la raza norte, sur y zona híbr¡da.
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RESULTADOS

Citogenéticos

De los 218 indiv¡duos cromosóm¡camente anal¡zados, (anexo 1),41 corresponden a la

raza Sur 2n= 34, monomórfica para los siete primeros pares (codiflcados M), a excepción de

algunos individuos: un ind¡viduo de MAS (2768) que resultó ser híbrido interrac¡al para el par 4

(BB/AB); y otro del ING (3342) que resultó ser mosaico para un pot¡morf¡smo de f¡sión en el par

2 (anexo 1). De 21 lagartos de la localidad YES (zona híbrida), 11 ind¡v¡duos (52.3%) fueron

diagnost¡cados como raza sur (AA), y 10 ind¡vlduos (47.7o/o) corno híbridos cromosómicos

interraciales (AB) en los pares 3 y/o 4 (Anexo 1). Ciento cincuenta y cinco ind¡viduos co¡nciden

con un número diploide 2n= 38 a 40 de la raza Nofte, todos monomórf¡cos para los pares 1y 2

(M), polimórficos para el par 3 (AA. AB y BB), y fijos para ta fisión del par 4 (BB), a excepción

de un ¡ndividuo de SGA (3322), híbrido cromosómico ¡nterrac¡al (F3St4 ó p3p4) y un indivtduo de

CHA (2083) polimórfico para el par 6 (Anexo 1).

Tanto la heteroc¡gocidad observada (Ho) y Heteroc¡gocidad esperada (He) más alta entre

eco-demos, correspond¡ó al Node Transversal (0.0952 y 0.096a), siendo monomórficos en Sur

Costa y Sur Andes (Tabla 3). La mayoría de los eco-demos no presentaron desviaciones

signif¡cat¡vas al equ¡librio Hardy Weinberg, excepto por los défic¡t en heterocigotos sign¡ficat¡vos

en los eco-demos Norte Mod. 1y Sur Cajón (Tabla 3, Anexo 2).

Al agrupar los eco-demos en los tres grandes grupos Norte, Sur y Zona Híbrida, se

observan valores desviaciones significativas al Equ¡libr¡o Hardy Weinberg con déficit de

heteroc¡gotos en la zona Norte y Sur y exceso en la Zona Híbrida (Tabla 4, anexo 3).
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El dendograma (F¡9.2) muestra dos grandes clusters, el primero con los eco-demos

Norte y el segundo con los eco-demos Sur más la Zona de H¡bridación. El primer cluster

comprende dos sub clusters: el primero contiene al eco-demo Norte Mod. 1, y el segundo a los

eco-demos del Norte, d¡vididos en dos sub-cluster: uno con Norte Costa y Nofte Andes, y el otro

por Norte Transversal y Nofte Cajón. El segundo cluster presenta dos subcluster: el primero con

la Zona de H¡bridac¡ón (YES) y el segundo con los eco-demos Sur, los cuales se separan en dos

sub-cluster: primero el Sur Cajón y el segundo conformado por Sur Costa y Sur Andes.

El anál¡s¡s bayesiano de estructurac¡ón poblac¡onal mostró como resultado un K=3 como

la división más probable entre todas las muestras analizadas, determinado por la mayor

diferencia para el cálculo del promedio de L (K) + SD en función de K (F¡9. 3 A) (según el

programa Harvester). A su vez, K=2 fue el más probable según el AK en función de K propuesto

por Evanno y col. 2005 (F¡9. 3 B). Esta última agrupación (K=2) es consistente con la separación

de las razas Norte y Sur. incluyendo en esta última la Zona de Hibridac¡ón (Fig. 4 A), y el K = 3

permite además reconocer y separa r a la raza Node Mod. 1 (2n=38-40).
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Tabta 3: Índices de heterocigoc¡dad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), cálculo del
número.de alelos promedio por locus (.4) e índice de deflciencia de heterácigotos (F6) en base á los 7 pares
cromosómicos para los 9 Eco-demos de L¡olaemus mont¡cola.

Eco-demo Ho+SD HeISD F¡'

N COS

N TMNS

NMODl

N AND

N CA]

0.0582 r 0.1540 0.0573 + 0.1s17 1.1429 0.00348

0.0952 + 0.2072 0.0864 + 0.1865 1.2857 -0.04348

0.1310 + 0.1674 0.1626 + 0.2043 1.4286 0.20462*
0.0639 + 0.1691 0.0654:t 0.1731 1.1429 0.03675

0.0649 * 0.1718 0.0798 * 0.1866 1.2857 0.20133

ZH 2r o.a749 + 0.1600 0.0727 + 0.1330 1.2857 -0.00457

9 0.0317 + 0.0542 0.0582 i 0.0789 1.4286 0.s0000*x
L7 o.ooo + o.ooo o.ooo + o.ooo 1.ooo
15 o.ooo + o.ooo o.ooo * o.ooo 1.ooo

*P= 0,001; *xP= 0,004

Raza

27

9

48

38

S CA]

S COS

S AND

Tabla 4: Índices de heterocigoc¡dad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), cálculo del número
de alelos promed¡o por locus (.4) e índice de deficiencia de heterocigotos (F,,) en base a los 7 pares
cromosómicos para las razas cromosómicas de L¡olaemus mont¡cola. Destacados en negrita indican
exceso de ind¡v¡duos heteroc¡gotos. No se incluyó la raza Noñe Mod. 1.

n Ho*SD Hef SD A F¡,

Norte

ZH

Sur

107 0.065 + 0.178

21 0_074 + 0.136

41 0.007 i 0.021

0.07L t 0.777 7.428 0.097*

0.072 + 0.133 1.285 -0.004*

0.015 r 0.020 1.428 0.500*
xP= 0,02
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D¡stancia de Rogers modificada, Wright (1978)

.60 520 .40 .30 .20 .'10 .00

F¡gura 2: Dendograma de la Distancia Genética de Rogers Mod¡flcada (Wrigth 1978), obtenidos para la
variac¡ón de los 7 pares cromosómicos entre 9 eco-demos de Liohemus mont¡cola.
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Aloenzimas

De 14 loci aloenzimáticos analizados para 357 indiv¡duos repartidos en 19 local¡dades,

siete loci (AAT, LDHa, aMAN, PEP, PGI, PGM y SOD) resultaron ser polimórficos e ¡nformat¡vos

para todas las localidades (1.66 a 2,83 alelos por loci), y a partir de estos se efectuaron los

análisis. Los valores de Ho y He por eco-demo muestran una tendencia al déficit de heteroc¡gotos

siendo esta significativa en la mayoría de ellos (Tabla 5).

Los valores de Ho y He por razas cromosómicas aumentan desde la raza Sur hacia la

Norte, siendo más altas en ZH, (Tabla 6). Los valores de polimorfismo entre las razas

cromosómicas (Tabla 6) se incrementó de Sur a Norte, alcanzando la Zona de Hibr¡dac¡ón un

valor intermedio, El F,¡ global para las razas cromosómicas (Tabla 14) evidenció un déf¡c¡t

altamente significativos de heterocigotos (p< 0.0001) para ambas razas y la ZH.

El dendograma (Fig. 5) muestra la separación parc¡al de las razas cromosómicas,

reconociéndose tres cluster: un pr¡mer cluster para el eco-demo Norte Mod. 1. El segundo

cluster, el que se subd¡vide en dos ramas: una corresponde al eco-demo Norte Cajón y la otra a

la ZH. Un tercer y último cluster compuesto por cuatro subcluster: el primer eco-demo en

divergir es Norte Cajón, el segundo eco-demo Norte Andes, el tercero Sur Costa, y por último, el

cuarto subcluster, lo conforman los eco-demos Sur Andes y Sur Cajón.

La inferencia bayesiana para los loci aloenz¡máticos tuvo como resultado, a part¡r del

cálculo del promedio de L (K) + SD en func¡ón de K (Fig. 6 A), que el número más probable de

poblaciones es de K=4. A su vez, el AK en función de K propuesto por Evanno y col. 2005 (F¡9.

6 B) confirma la mejor agrupación K=4, y además hace mención de una agrupación K=2. Los

respectivos gráficos para K (Fig. 7 A y B) muestran una nula estructuración entre las razas

parentales y la ZH, solo se ev¡denc¡a una separac¡ón clara de la raza Norte Mod, 1 (2n=38-40).
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Tabla 5: Índices de heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), cálculo del
nÚmero de alelos promed¡o por locus (A) e índ¡ce de defic¡encia de heteroc¡gotos (FJ en base a los 7 loc¡
aloenzimáticos para los B eco-demos de Liolaemus mont¡cola.

Localidad n Ho + SD He + SD

N COs 53 0.173 r 0.171 0.250 * 0.200
N MOD. 1 48 0.059 + 0.079 0.087 + 0.077

N AND 44 0.097 + 0.126 0.115 + 0.146
N CAI 45 1.000 + 0.160 0.386 + 0.211

2.000
2.000
2.833

0.316*
0.333x
0.169

0.383*
7A 19

38
18
32

0.833 r 0.299 0.35s r 0.211 2.666 0.306x
S CAJ

s cos
S AND

1.000 + 0.153 0.276 r 0.149
0.226 + 0.166 0.252 * 0.163

2.500 0.280*
2.166 0.138

0.125 i 0.164 0.162 + 0.155 1.666 0.242*
*P= 0.000

Tabla 6: Índices de heterocigoc¡dad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), cálculo del número
de alelos promedio por locus (A) e índ¡ce de def¡cienc¡a de heterocigotos (FJ en base a los 7 Ioci
aloenzimáticos para las razas de L¡olaemus mont¡cola. Se excluyó la raza Norte ¡4od, 1.

Raza n Ho* SD He* SD A F¡.

NORTE 169 0.157 É 0.134 0.251 r 0.196 3.142 0.376*
zH 19 0.248 a 0.295 0.352 * 0.193 2.857 0.315*
suR 90 0.149 * 0.126 0.200 * 0.141 2.571 0.259*

xP< 0.0001
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Distancia de Rogers modificada (Wright, 1978)

.40 .33 -27 .20 .13 .47 .00

Figura 5: Dendograma de la Distancia Rogers modificada (Wright, 1978) obtenidos para la var¡ac¡ón
aloenz¡mát¡ca de T loc¡ entre 8 eco-demos de L. monticola.
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Figuras 6 A y B: Detección del número de grupos (K) basados en 7 loci aloenzimát¡cos y g eco-demos.
(A) Promed¡o de L (K) * sD en función de K. (B) aK en función de K determinado a partir aL evanno y á.
(200s).
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F¡guras 7 A y B: Probabilidad del número de grupos ¡ndividuales (K), considerando 357 ¡nd¡viduos, 7 loci
aloenzimáticos, 8 eco-demos y un modelo de ancestral¡dad basado en el supuesto de mezcla entre las
poblac¡ones, mediante SIRUCrURE 2.33. A) K= 2 y B) K=4, según AK en función de K determ¡nado a
part¡r de Evanno y col. (2005).
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Loci de AFLP

De un total de 801 ioci de AFLP en 59 ¡ndiv¡duos, se selecc¡onaron 547 loci polimórficos

(68.30/o), usando el ff¡terio de loci con to/o a 99o/o de polimorfismo, para los análisis. El anál¡sis

bayesiano, implementado por el software Structure 2.33 y rev¡sado por el programa Structure

Harvester, arrojó como resultado un K=4 como número más probable de poblac¡ones,

determinado por la mayor diferencia encontrada por el cálculo del promedio de L (K) + SD en

función de K (Fig.8 A), y a su vez K=2 debido a lo encontrado por el AK en función de K

propuesto por Evanno y col. 2005 (Fig. 8 B). Los respect¡vos gráficos para dichos resultados de

K muestran una nula estructuración entre las razas parentales y la Zona Híbrida (Fig. 9 A) y una

estructuración poco notable entre las local¡dades de L¡olaemus monticola entre la raza Norte

(2n=38-40) y la raza Sur (2n=34) más ZH (Fig. 9 B).
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F¡guras 8 A y B: Detección del número de grupos basados en 547 loc¡ de AFLP. (A) promedio de L (K) *
SD en función de K. (B) 

^K 
en func¡ón de K determinado a partir de Evanno y col. izó05).
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Figura 9: Probabilidad del número de grupos individuales A K=2 y B K=4, considerando 59 ¡ndividuos,
541 loci AFLP y un modeio de ancestral¡dad basado en el supuesto de mezcla entre las poblaciones,
mediante SIRUCfURE 2.33. Colorado Sur (COS), pertenece a la raza Norte Mod. 1.
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ADN",t

Cuarenta y un haplotipos (h) distintos se detectaron entre 98 secuenc¡as del c/t 4 de

Liolaemus mont¡cola con una d¡versidad haplotípica (H) total de 0,930 entre 131 sitios

polimórficos (S), con una diversidad nucleotídica (rr) de 0.062 y con un número promedio entre

pares de secuenc¡as ( ) de 43.165.

De la diversidad haplotípica, por eco-demo indica que Norte Andes fue el más alto

(0.923, Tabla 5). A su vez, el mayor número de haplotipos se da en el Norte Cajón con 14

secuenc¡as d¡ferentes. El número de haplotipos exclus¡vos (hu) por agrupación varió entre uno

en la Zona Híbrida (Yeso Sur) a 13 para Norte Cajón (Tablas 5 y 9). La mayor cantidad de s¡t¡os

pol¡mórf¡cos se detectaron tanto en el Norte Cajón (97 s¡tios), zona de H¡bridac¡ón (92 s¡t¡os) y

Sur Cajón (88 s¡tios). Dentro de Ia Zona Híbrida se detectó la máxima diversidad nucleotídica

(0.063) y muy seguida el Sur Cajón (0.060). con igual resultado el número promedio de

diferencia entre pares de secuenc¡as (n) resultaron ser altas en Zona Híbrida (44.147) y en el

Sur Cajón (a2.061) (Tabla 5).

A nivel de razas cromosómicas, los índices de diversidad genética resultaron ser

similares entre las razas parentales raza y más bajos en la zH (Tabla 6). Entre los índices de

d¡vers¡dad genética (Tabla 6) tanto el número de haplot¡pos (h) y la cantldad de sitios

polimórficos (S) fueron mayores de norte a sur, con los menores valores en la zH; en cambio la

divers¡dad nucleotídica (n) y el número promedio entre pares de secuencias (n), la situación

resultó lo ¡nverso: mayores en la zH, intermedio en el Sur y bajos en el Norte, (Tabla 6).

Tanto las pruebas de D de Taj¡ma, como la de Fu's Fs (Tabla 7 y 8), para buscar

neutralidad selectiva en la histor¡a evolut¡va de L. monücola, detectaron a lo menos una señal

de expansión poblac¡onal. Sólo D de Taj¡ma moslró resultados signiflcativos para la localidad de

Río Lontué (-1.224) y para la raza "Note" C1.534).
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El árbol de mínima expansión de ros haprotipos muestra dos grupos correspond¡entes a

las dos razas parentales (sur y Norte), separadas por cuarenta pasos mutacionales (Fig. 5).

Ambas razas e individuos de la zona de hibridación comparten cuatro haplotipos, H17, H1g, H30

y H32. una mirada más detallada de los haplotipos. muestra sub-agrupaciones bien definidas

dentro de las razas parentales (haplotipos coloreados) correspond¡endo, en gran medida, a su

rango geográfico (Tabla 1), con distancias entre dos haplotipos que oscilan entre 2 a 17 pasos

mutacionales.

Los valores de Fsr entre eco-demos resultaron en diferenc¡aciones altamente

s¡gnificativas entre la mayoría de ellos, desde una escasa diferenciación entre los eco-demos del

norte (tabla 10) y una gran diferenc¡ación entre los eco-demos sur. La zona de Hibridac¡ón

presenta una gran estructuración entre los eco-demos Norte, Norte Mod. 1 y con la mayoría de

los del sur, no así con el eco-demo sur cajón, con el cual evidenció una nula estructuración (ver

Tabla 10), Entre razas (Tabla 11), los valores de F$ resultaron sign¡ficat¡vos en todas las

comparaciones. El anál¡s¡s de sAMovA (Tabla 12) estimó un 56.05 0/o de la varianza entre

grupos lo que equivale a la formación de dos grupos. Esta agrupación es congruente a la

separación de los dos eco-demos mayores: uno sur y otro norte del Río Maipo. Al ¡gual que

otros anál¡sis la Zona de Hibridación está ¡ncluida junto al eco-demo Sur.

Las reconstrucc¡ones f¡logenéticas realizadas con Máxima Verosimilitud (F¡g. 6) e

inferenc¡a Bayesiana (Fig. 7). con similares topologías, ponen de manifiesto la separación de las

dos razas, A su vez, se ev¡dencia la ubicación de indiv¡duos peÉenec¡entes a la Zona de

Hibridación en ambos clusters de las razas parentales más individuos de la raza..Sur,, (MAS, ING

y VOL) asoc¡ados a clusters de la raza "Norte", así como individuos de la raza "Norte., (yEN) en

cluster "Sur".
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Tablas 7: Índices de divers¡dad genética resultantes de las secuenclas del crt-b del ADNrnt para los 8 eco-
demos de ¿/bi¿emus mont¡cola. Númerc de ind¡viduos (n); número de s¡tios polimódicos (9, número de
haplotipos (ñ); número de haplotipos únicos (hu); diversidad haplotípica (t/); diversidad nucleotídica (r) y
número promedio de diferencia entre pares de secuencias (fD.

Tona S hhu
Norte Costa

Norte Mod. 1

Norte Andes

Norte Cajón

819
315
13 48

29 97

0.893 + 0.111

1.000 *0.272

0.923 r 0.05

0.894 + 0.039

0.008 r 0.005

0.014 *0.011

0.021 + 0.011

0.021 10.011

6

3

7

t4

6

3

6.

13

5.679 r 3.045

10 r 6.324

t4.692 + 7 .039

14.679 * 6.722

Zona HíbÍ¡da 20 92 5 1 0.653 * 0.076 0.063 i 0.032 44.147 + 19.989

Sur Cajón

Sur Costa

Sur Andes

12 88

4T
919

62
2L
54

0.803 + 0.959 0.060 10.032 42.06r + 19.663

0.667 + 0.204 0.001 i 0.001 0.667 * 0.626

0.806 + 0.119 0.007 + 0.004 4.556 + 2.470

TODOS 98 131 41 0.930 + 0.016 0.062 + 0.029 43,16s + 18.881

Tablas 8: Índices de diversidad genética result¿ntes de las secuencias del c/f-ó del ADN,t para las razas
parentales de L. mont¡cola. Número de ind¡viduos (¡,); número de sitios pol¡mórf¡cos (9, número de
haplot¡pos (h)i número de haplotipos únicos (hu); d¡versidad haplotípica (H); divers¡dad nucleotíd¡ca (n) y
número promed¡o de d¡ferencia entre pares de secuenc¡as (fD. Se excluyó la raza Norte ¡4od. 1.

hu

NORTE

ZH

SUR

1))

92

96

53

20

25

31

12

25

1

8

0.962 f 0.013

0.653 a 0.075

0.920 + 0.029

0.021 + 0.010 15.258 + 6.927

0.063 + 0.031 44.147 r 79.989

0.040 f 0.020 28.360 * 12.841

TODOS 4t131 0.930 + 0.015 0.061 + 0.029 43.165 a 18.881
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Tablas 9: Valores de las pruebas de neutralidad para el citocromo b: n: número de ind¡viduos, Taj¡ma '5 D
(Taj¡ma, 1989) y Fu's Fs (Fu, 1996) entre las zonas eco-geográficas propuestas para este gen en
Liolaemus mont¡cola. Valores de P entre paréntesis, y en negr¡la valores siqn¡flcat¡vos. Casillas en blánco se
debe al baio número muelral.

Zona

Norte Costa

Norte Mod, 1

Norte Andes

Norte Cajón

7 -1,169 + 3.899 (0.139)

?_

12 -0.962 + 0.883 (0.166)

29 -L.573 + 0.878 (0.035)

-0.221 + L24 (0.391)

2.315 r 1.524 (0.857)

L.972 r 2.479 (0.7959

Zona Híbrida 20 2.881 + 0.878 (1.000) 23.404 + 1.588 (1.000)

Sur cajón

Sur Costa

5ur Andes

t2 2.062 + 0.880 (0.995)

4 1.633 + 0.734 (0.963)

9 -1.708 + 0.898 (O.O24)

9.918 a 1.063 (0.999)

0.540 r 0.751 (0.478)

0.987 * 1.341 (0.681)

TODOS 98 2.326 r 0.887 (0.992) 4.817 + 4.608 (0.88s)

Tablas 10: Valores de las pruebas de neutralidad para el citocromo b: Taj¡ma's D (Tajima, 1989) y Fu s
Fs (Fu, 1996) para las razas cromosóm¡cas de Liolaemus mont¡cola, Valorcs de P entre paréntesis, y en
negrita valores signrficativos.

Raza Fs

NORTE 33 -1.612 + 0.884 (0,028)
zH 20 2.881 r 0.879 (0.999)

suR 27 0.4s4 a 0.879 (0.742)

-3.011 * 3.223 (0.201)

23.404 r 1.608 (1.000)

6.626 + 2.113 (0.984)
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Tablas lt: Valores de Fs¿obtenidos de la comparación de pares de haplotipos del gen citocromo b entre los eco-demos de Liolaemus monticola
(bajo la d¡agonal) y valores de P signif¡catjvos (sobre la diagonal) para 1023 permutac¡ones y q= 0,05.

No.te co§ta Norte Mod. I l{o¡te A¡de§ fiasrle CáJón Zsna Xíbrida §ur Caión §pr Costa §ur Ande§

l{0rüe Cost

¡lolts ilod. I

I{orüs Añdsr 0.0045 t 0.001

tlo¡ts CaJ&r 0.0049 ! 0.001

0.0671 0.0909

0.0499

0. t 064

0.0714

0.0925

0.2480

0.2473

0.r000

0.1!53

0.1304

0.1362

0.0.170

0.1988

0.1864

0.1717

0.1822

0.1518

0.1253

0.14160.0008 r 0.000

zon. Híbrida 0.0012 | 0.000 0.0285 * 0.002 0.0001 * 0.000 0.0035 i 0.001 0.326? 0.2832

§hr CrJór

§ur C!§ta

§tlr Ande§

0.0049 * 0.001

0.0205 * 0.002

0.0084 i 0.001

0.0001 j 0.000

0.0099 r 0.001

0.ú005 i 0.000

t).0058 i 0.0111 0.0041 r 0,001

c.0004 j 0.000 0.0001 i 0.000

" 0.2463 0.1806

0.0079 r 0.001 ' 0.2482

0.0015 i 0000 0.0055 i 0.001

Tablas 12: Valores de Fsfobten¡dos de la comparación de pares de haplotipos del gen citocromo b 'azas de L¡olaemus monticola (bajo la diagonal) y
valores de P s¡gn¡ficat¡vos (sobre la diagonal) para 1023 permubciones y o= 0,05.

NORTE ZONA HÍBRIDA

NORTE

zoNAfifERtDA t.11399

0.00000 f 0.0000 0.00293 * 0.0015

- 0.01252 i 0.0042

§(¡
0.03113 4.07425

-0.0369



Tabla 13: Análisis Espac¡al de Varianza Molecular (SAMOVA) real¡zados con secuencias del citocromo b

Para L¡olaemus monflcoia. Componentes de la varianza: entre razas (ER); entre eco-demos dentro de una
ftza (EEDR); dentro de los eco-demos (DE). Destacado en negr¡ta el mejor modelo de agrupación. En azul
eco-demos Sur, veadei Zona Híbrida, rojo: eco-demos Norte y ,,,,, : eco-demo Norte mod. 1.

Modelo de agrupac¡ón Eco-Demo Índices de fijación o/o de variación

NCosta-f,i rlr or, l-NAndes-NCajón
ZH-SCajón-SCosta-SAndes

NCosta-NmodI-NAndes-NCajón
ZH-scajón

Scosta-SAndes

SCosla
ZH-SCajón

NCosta-NmodI-NAndes-NCajón
SAndes

NmodI
ZH-SCajón

NCosta-NA¡des-NCajón
SAndes
SCosta

SCosta
NCosta

ZH-SCajón
NAndes-Ncajón

NmodI
SAndes

Fsc: o.178**
Fgr: 0.639*
Fcl: 0.551^

Fsc: 0.084^x
Fsr:0.614*
Fcr: 0.5780

F5a: 0.061*
Fsr:0.612*
Fcr:0.587oo

Fsc: 0.031*
Fsr: 0.602*
Fo: 0.590oo

Fsc:0.002*
Fsr:0.578*
Fcr: 0.5770*

ER: 56.05
EEDR: 7.87
DE:36,13

ER: 57.83
EEDR: 3.53
DE: 38.64

ER:58.74
EEDR:2.50
DE: 38.76

ER: 58.95
EEDR:1.27
DE: 39.78

ER: 57.70
EEDR: 0.10
DEt 42.20

xP= 0,000 + 0,000 *xP= 0,012 r 0,000 ^P= 0,033 + 0,000 ^*P= 0,037 + 0,004 oP= 0,002 + 0,000
ooP= 0,001 t 0,000 o*P= 0,003 + 0,000
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Figura 11r Reconstrucción filogenét¡ca para el gen m¡tocondr¡al c¡tocrono b, ulilizando Máx¡ma
Veros¡m¡l¡tud. Destacado en azul grupo externo, en ve¡rie individuos de la zona de hibr¡dación y en rojo
individuos mal ubicados de las razas cromosómicas.
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lig:i1 1': ReconstÍucción 
-firogenética 

para er gen mitocondr¡a¡ c¡tocromo b, urtrizando ¡nferenc¡a
éayesÉna Destacado en azul qrupo externo, en verde ¡ndividuos de la zona de hibridación y en rojáindiv¡duos mal ubicados de las razas cromosómicas-
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Morlológ icos (merist¡cos y motlo¡nétricos)

Et análisis de componentes princ¡pales (ACP) para un total de 313 ¡nd¡viduos (Tabla 15),

reveló que, al emplear 20 variables que no presentaron dimorfismo, los dos primeros ejes

representaron el 68.60/o de la varianza total; siendo el 52.1% para el primer componente y

t6.47o/o para el segundo (F¡9. 13 A). Para aquellas var¡ables que presentaron d¡morfismo sexual:

en los machos, el 63 o/o de la varianza total se explica por los dos pr¡meros componentes

(40.99olo ! 22.060/o para el primero y segundo respect¡vamente) (Fig. 13 B); y en las hembras el

60.80/o de la varianza total se expl¡ca por los dos primeros componentes (37.64% y 23.73o/o

respectivamente) (Fig. 13 C). Los tres ACP separaron las localidades acorde a cada raza

cromosómica y la Zona de H¡br¡dación en una pos¡c¡ón central entre las razas parentales.

con la ordenac¡ón bid¡mensional a través del EMD (Stress: 0.037), empleando sólo las

variables que no presentaron d¡morfismo sexual, se evidenc¡ó una fuerte separación (Stress <

0.005) en dos grupos, correspondiente a las localidades de cada raza cromosómica (Norte y

Sur), más la Zona de Hibridación (YES) (Fig. 1a).

El Análisis de Discrim¡nante Lineal (ADL) indica que el 89.7o/o de la varianza puede ser

explicada en el primer eje, en el cual se puede observar la posic¡ón segregada de los ind¡viduos

provenientes desde las razas y la zona híbrida (F¡9. 15), La función predictora del Anális¡s de

Discrim¡nantes indica que existe una alta as¡gnac¡ón de individuos a su grupo orig¡nal siendo

88o/o, 94o/o y 82o/o de ¡ndividuos b¡en as¡gnados a la raza Sur, Nofte y Zona Híbr¡da

respectivamente (Fig. 16).
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Tabla 14: variables morfométricds de Liolaenus mont¡cola que mostraron d¡ferencias significnt¡vas entre las localidades mediante morfometría
meríst¡ca. Los datos se muestran como promed¡os y error estándar en paréntes¡s, Para el s¡gnificado de las variables ver mater¡ales y métodos:
morfologia.
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Figura 14: ordenación b¡-dimens¡onal para las localidades de L¡oteamus mont¡cota utilizando Escalam¡entoMult¡d¡mens¡onal. cuadros azures: rocaridades de ra Raza sur (zr,=:+i; óñcuror.oios: rocaridades de ra RazaNorte (2n=38-40). Rombo azul-rojo: yES= Zona de Hibridación.
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DISCUSIóN

Esta tesis. al tomar los beneficlos de cada marcador, da una visión más global de los

diferentes niveles de variabilidad dentro y entre las razas y/o eco-demos, al ¡ncluir, por una parte

nuevos ¡nd¡v¡duos, nuevas localidades, agrupac¡ones por eco-demos y la zona de hibr¡dac¡ón

interrac¡al. A esto, debemos sumar un vasto número de indiv¡duos con nuevas mutaciones

cromosómicas, con nuevas mutaciones genéticas, otros con haplotipos únicos de c¡tocromo b y

rasgos fenotípicos únicos.

Patrones de variabilidad: Una v¡sión multidisclplinaria

La variabilidad en términos generales, se da por la hibridación entre citotipos diferentes,

por la recombinación e introgresión. Todo este conjunto da cuenta de una gran var¡abilidad

cromosómica y genética encontrada en esta espec¡e que a continuación se detallan.

Variabilidad Cromosóm¡ca

Los resultados cromosómicos, concuerdan con las caracterizaciones previas para las razas

Sur (2n= 34), Norte (2n= 38 a 40), la zona de hibridación ¡nterracial y la Íaza Norte mod. 1

(2n=38-40). Sin embargo, las desviaciones a las fórmulas carlotbicas presentadas en las razas Sur

que daría or¡gen a la Raza Norte y la Norte mod. 1, más la zona híbrida, implicarían en primer lugar

hibridación entre c¡totipos por introgres¡ón cromosómica entre diversos indiv¡duos, luego expansión

y, posteriormente una eventual fijación.
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Además esta variabilidad cromosómica estaría dada por el origen de nuevas mutaciones.

Así por ejemplo, para la raza Sur 2n=34, el individuo L3342 de El Ingen¡o, resultó ser mosaico para

una fis¡ón del par 2, detectada tanto a nivel m¡tótico como meiótico, hecho que evidenciaría el

origen de una nueva mutación, similar a la analizada por Lamborot, 1991 en un individuo de El

Volcán (Raza Sur, Cajón del Maipo); en tanto, el individuo L2768 de Maipo Sur, resultó ser hÍbrido

cromosómico, con cromosomas introgresados a paÉir de un citotipo "raza Note" o producto de una

m¡gración desde la zona de h¡bridación.

Para la raza Norte, el ¡ndividuo L3322 de San Gabriel, es híbrido interracial producto de

introgresión cromosómica de un indiv¡duo probablemente de la raza Sur hacia la rivera norte del

Río Maipo. A este ejemplo se sumarían tres ind¡viduos más, reportados por Lamborot en 1991., no

incluidos en esta tesis. El individuo 12083 de Cuesta Chacabuco, Cordón Trasversal, presentaría

introgresión de un cromosoma del par 6, desde la raza Norte mod. 1, descrito en Lamborot y col,

(2012). Estas situac¡ones contribuyen, por una parte, al ¡ncremento novedades cromosómicas que

reflejan un incremento de la tasa mutac¡onal cromosómica y de la recombinac¡ón. Ejemplo de

incremento en la tasa de mutación cromosómica tanto en poblaciones naturales híbr¡das como en

híbridos experimentales se da en Drosophlla (Nav¡era y Fontdev¡la 1985).

Patrones de especiación cromósom¡ca

El complejo Liolaemus monticola en Chile, ha sido comparado en muchos aspectos con el

complejo Sce/oporus grammicus en México (Lamborot 1993; S¡tes y Reed, 1994), puesto que

ambos exhiben fenómenos muy s¡milares a niveles jerárquicos equivalentes, es decir,

manten¡miento de polimorfismos dentro de razas cromosómicas, zonas híbridas parapátricas entre

las razas, etc. (Sites y Reed, 1994, Vásquez et al 2007). Estos aspectos permiten reconocerlas

como modelos de especiación cromosómica.
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El patrón de variación cromosómica clinal de ¿- mont¡cota es, en varios aspectos,

comparable con tres modelos de especiación cromosómica: i) "modelo de especiación en cascada

de Hall" en Sceloporus (Hall, 1973, 1980,1983), ii) "proceso en cadena" de White (White 1978 a y

b) o iii) "el modelo de alopatría cromosómica primaria" (K¡ng 1981, en Lamborot, 1993).

Un punto ¡nteresante en relación a los modelos de especiación cromosómica, es la

estimación de las aneuploidías en machos. Ambas razas de L. mont¡cola presentan tasas normales

de aneuploldías, sin embargo, esta se incrementa en grados variables según los c¡totipos

recomb¡nantes de la zona de hibridac¡ón (Lamborot 1991, 1993), fenómeno que indicaría que es

evidente que han logrado traspasar la barrera al flujo de genes (ver resultados de marcadores

nucleares). El or¡gen de una mutación cromosómica paa L. mont¡cola sería de origen espontáneo,

la cual puede pasar a la población como heterocigoto, para luego tener la posibilidad de fUarse o no

dentro de la población (Lamborot 1991) con un efecto tanto sobre el f¡tness de los híbridos

heterocigóticos (Lamborot 1993) así como sobre Ia ¡ntrogres¡ón interrac¡al, los cuales aumentarían

la variabilidad inter-cromosómica mediante la recomb¡nación, conseryando las secuencias de genes

relatlvamente bien adaptados a un nuevo entorno (Lamborot 1991).

Variab¡lidád en loci Aloenz¡mát¡cos y de ÁF¿P

Un escenario diferente es lo planteado por los marcadores moleculares nucleares. Las dos

razas se distinguen muy b¡en por los cromosomas, sin embargo a nivel de loc¡ aloenzimáticos y de

AFLP, el grcn flujo génico entre razas hace imposible sus d¡st¡nclones. La gran ¡ntrogres¡ón sería un

indicativo que los híbridos son sexualmente compatibles con otros L. monücola, a pesar de la baja a

moderada fertilidad que tendrían algunas combinaciones cromosómicas est¡madas por el grado de

aneuploidía, Lamborot (1991 y 1993), por lo que bastaría con sólo un bajo número de individuos

machos viables para ser posible el flujo de alelos (introgresión) de una zona a otra.
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Vásquez y colaboradores en el 2007, analizaron cuatro razas cromosómicas de Liolaemus

monticola, ¡ncluyendo a las razas parentales de esta tes¡s, y descubrieron estructuración entre razas

y, a su vez¡ alelos propios. Lo destacable de estos resultados es que, al ser comparados con los

obtenidos en esta tes¡s difieren en el reconoc¡m¡ento y separación de las razas parentales, deb¡do a

que el trabajo de Vásquez y col. (2007) no incluyeron localidades del Cajón del Maipo, lo que pone

de manifiesto una mayor cant¡dad de mutaciones aloenz¡mát¡cos, para dicha zona.

Es así como resalta la gran cantidad de alelos aloenzimáticos nuevos y ún¡cos en Ia ZH y

localidades aledañas al Cajón del Maipo. Dichos alelos de or¡gen mutacional o " hybidzymeC'

(Woodruff, 1989) incrementan la variab¡l¡dad genética y son útiles para evaluar cuán dlvergentes

son los parentales. Este aspecto se documenta en Vásquez y col. (2007) para la raza Norte mod. 1,

considerada por Lamborot y col. (2012) como una zona de h¡br¡dac¡ón secundar¡a. la cual es

cromosómica, genética y geográflcamente intermedia entre las razas Norte y Múltiple Fisiones,

(Lamborot 1998).

Lo interesante de los marcadores AFLP ¡adica en el alto número de loci analizables en

estudios poblacionales capaces de detectar zonas híbridas (Berlsford y col 2011; Muñoz y col 2012;

Kunte y col. 2012; Placyk y col 2012)- Sin embargo, en esta tesis no lograron ident¡f¡car a cabal¡dad

a las razas cromosómicas en cuestión, tan sólo demostraron tendencias a agrupaciones (figuras 9

B) lo que podría ser interpretado como una ¡mportante Introgres¡ón de genes entre ambas razas,

debido a un alto flujo de machos entre ambas razas; o dado a el bajo número de individuos y el

alto número de loci detectados, no se podría determ¡nar una real estructuración interracial.

En suma, estos marcadores nucleares entregaron datos conv¡ncentes de que las razas

cromosómicas de Liolaemus monücolai i) no mantienen una estructuración poblacional clara, ¡¡) la

mayor variabilidad se concentraría entre las localidades aledañas a la zona de h¡bridac¡ón, y iii) la

ausencia de estructuración se debería al flujo génico que mantienen los eco-demos de ambas razas

a pesar de los ríos que hoy visualizamos.
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Variab¡l¡dad para el gen mitocondr¡al: C¡tocromo b

La confirmación de la separación entre las razas Sur (2n=34) y Norte (2n=38-40) por más

de cuarenta pasos mutacionales, es un aspecto que se contrasta por una parte con la presencia de

haplot¡pos compartidos, y por otra con la gran cant¡dad de mutaciones acumuladas en algunos

¡ndividuos, desde la últ¡ma o penúltima glaciación, en el marco de los posibles eventos de

expansión y contracc¡ón poblacionales.

Las reconstrucc¡ones filogenéticas son co¡ncidentes para las inferenc¡as Bayes¡ana y Máxima

Verosim¡l¡tud, F¡guras 7 y 8, ponen de manifiesto la ex¡stenc¡a de una introgresión bid¡recc¡onal y

asimétrica, con una mayor contribución de indiv¡duos proven¡entes desde la ribera sur hacia la

ribera norte que desde la norte a la del sur. D¡chos ¡nd¡v¡duos se destacan por ADNd no

concordantes a su estatus cromosómico, y de provenir de localidades próximas a la zona de

hibridación en EL Cajón del Maipo. La introgresión de ADNñ entre las razas Sur (2n=34) y Nofte

(2n=38-a0), se dio a conocer por primera vez en Torres-Pérez y col. (2007) basado en una

pequeña muestra de sólo dos a tres ind¡v¡duos elegidos por localidad y car¡otipo.

LJna explicac¡ón posible de cómo el ADNmr explica patrones de ¡ntrogresión en el eco-demo

o raza, estaría mediada por el paso de hembras con una mutación favorable que surgió en una

ladera, se eleva en frecuenc¡a y luego, se traslada a la otra ladera a través de la Zona Híbrida.

Estas mutac¡ones serán detectables en los m¡embros de una raza tengan dos formas muy

divergentes de ADN.I (Plotner y co|.,2008). Cuando el reemplazo es completo, no hay ejemplos

sobrevivientes para revelar la presenc¡a de introgresión mitocondr¡al (Irwin y col-, 2009).

Los numerosos pasos mutacionales que separan las razas Norte y Sur de L. monticola,

tamb¡én se han repodado para la herpetofauna del cono Sur de Sudamérica con ejemplos tales

como Liolaemus p/cfus (Vidal y col. 2012), L¡olaemus gracil¡s y Liolaemus bibron¡i (Olave y col.

2011) y en Ph¡lodryas, (Sallaberry-Pinchelra y col. 2011). Morando y col. en 2004, encontraron

introgresión entre espec¡es estrechamente relacionadas como L¡olaemus darw¡n¡iy L, laurenti en el

sur de la Argent¡na.
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La literatura hace mención que por regla general, el ADNmt introgresa de manera más fácil

y más frecuente que los loc¡ nucleares después de una expans¡ón del rango de distribución (ver

Currat y col. 2008).

Variación Morfológica

una gran sorpresa se encontró entre la variación de los caracteres mofológicos,

¡ndependiente del alcance estadíst¡co ut¡l¡zado, s¡ b¡en son congruentes con trabajos anter¡ores

(Lamborot y Eaton 1992, 1997; Lamborot et al 2003)¡ revelan y avalan la separac¡ón de las razas

cromosómicas y el reconocim¡ento de los individuos pertenecientes a la zH, pese a que la literatura

hace mención de que la detección de los híbridos que utilizan caracteres morfológicos

generalmente asumen que los individuos híbridos serán fenotíp¡camente intermed¡os a los

ind¡viduos parentales (sm¡th 1992), un fenómeno destacable al usar este marcador es la sub-

estructurac¡ón que existe entre algunas localidades de cada raza cromosómica. Es así como la

local¡dad de cantillana, pertenec¡ente al eco-demo sur, se separa del resto de las localidades del

sur, esto podría deberse tanto a las diferencias cromosómicas como genétícas acumuladas,

logrando así una adaptac¡ón al entorno circunscrito.

Congruencia e Incongruencias entre marcadores

Las razas cromosómicas, presentan una d¡str¡buc¡ón geográf¡ca, bastante acotada por los

ríos Ma¡po y Aconcagua, así como la Zona de Hibridación entre la ladera sur del río Maipo, salvo los

híbridos cromosómicos o mutantes. En general, existe una tendencia de un 14.3olo de no

concordanc¡a con ADNmt, interpretado como ind¡viduos que, cromosómicamente presentan

rearreglos de una raza pero un ADN.1 de la otra; situación sim¡lar propuesta en razas

cromosómicas de ratones (Bo¡ssinot y Boursot 1997), evidencia de que los rearreglos cromosómicos

estarían fuetemente seleccionados y los genes en un menor grado.
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Tanto las variaciones en loci aloenzimáticos así como de AFLZ, y ADNmt evidencian que la

zona de hibridación e híbridos aledaños al cajón del Maipo serían un puente entre estas dos razas

cromosómicas, puesto que esta mantendría los acervos de ambas razas parentales y permitiría el

l¡bre flujo genético entre ellas revelando una importante introgresión bidireccional.

Al comparar las local¡dades más australes de la raza Sur como Los eueñes, Río Lontué y

S¡ete Tazas, d¡stantes a más de 200 Km. de los sitios próximos al Cajón del Ma¡po, s¡quen

manteniendo s¡milares característ¡cas cromosómicas y morfológicas sugerentes que la distribución

geográf¡ca desde el Río Maipo hac¡a el sur es probablemente más cont¡nua, a pesar del hecho de

que actualmente varios ríos ¡mportantes separan estas localidades, hecho coinc¡dente que se

respalda de manera robusta en esta tes¡s.

La vasta documentación sobre las razas cromosómicas de L. monticola, y los resultados

obtenidos en esta tesis. permitieron encontrar congruencia entre algunos marcadores. Es así como

los pol¡morf¡smos cromosómicos. las secuencias de ADN.I y los caracteres morfológicos y

merísticos, i) separan las razas cromosóm¡cas Norte (2n=38-40) y Sur (2n=34), como también

reconocer la zona de hibridación descrita para d¡chas razas, ¡i) ¡ntrogresión en todos los

marcadores, ¡¡i) la ¡ntrogres¡ón cromosómica y genét¡ca serían bidireccionales y asimétricas,

destacando la importancia de la zona de hibridación como nexo entre las dos razas cromosóm¡cas,

y iv) la zona de hibridación parece ser más extensa de lo que se tenía documentado.

Una d¡scordancia entre algunos de los c¡nco marcadores independ¡entes en esta tesis,

implica la falta de un desarrollo completo de aislamiento reproduct¡vo con evidencia de introgresión

de cromosomas y de genes, lo que hace difícil definir los límites exactos del rango para una o más

espec¡es nuevas dentro de la actual d¡stribuc¡ton de L. mont¡cola. Esto añade una nueva d¡syuntiva

en elevar de categoría a esta espec¡e de lagarto; en contraposición a lo suger¡do en Torres-pérez y

col. (2007), ya que el argumento expuesto por los autores se basa en el análisis de unos pocos

individuos de localidades aledañas a la zona de hibridación, sin tomar en cuenta la complejidad del

conjunto de razas cromosómicas de esta especie.
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Los ríos Maipo y Yeso como barreras al flujo génico

El Río Maipo y su afluente el Río Yeso han s¡do considerados como excelentes barreras al

flujo de marcadores cromosómicos m¡tocondriales y morfológicos, los que limitarían la expansión y

recolonización de algunas localidades parapátricas (Lamborot y Eaton 1992, 1997, Lamborot 1991),

a excepción de la local¡dad de yeso sur que resulta ser un punto crucial para el flujo genét¡co

desde la ladera sur del río Maipo hacia el norte de este y viceversa.

Sin embargo, a la luz de los presentes resultados. estos ríos no func¡onarían como barreras

perfectasr ya que el grado de la barrera varía según el marcador. AsL en esta tesis, es posible

reconocer que son excelentes barreras al flujo cromosómico, con excepciones de la zH y

localidades aledañas, sólo parc¡ales al flujo mitocondrial y caracteres morfológicos, pero barreras

débiles para alelos aloenzimát¡cos y toc¡ de ,4F¿p utilizados,

Los datos geológicos para ra zona de cajón del Maipo indican que las graciaciones del

Pleistoceno se han desarrollado a lo menos tres o cuatro eventos d¡ferentes, en los que las

"lenguas" glaciares desde los Andes alcanzaron los valles centrales (Brüggen, 1950). Aunque hay

algunas d¡screpanc¡as en la datac¡ón de las lenguas glaciares en Ch¡le central, el desarrollo de estas

lenguas podrían haber actuado como barreras e interrump¡do el flujo gén¡co entre los eco-demos

Node y sur, antes del or¡gen de ros ríos. Es por e o que ra zH podría haber cambiado

dramáticamente con los factores históricos y geográficos (Lamborot 1991), perm¡tiendo, en algunas

instancias. a las razas estar separadas alopátr¡camente y en otras de manera parapátricamente por

los ríos Maipo y Yeso.
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CONCLUSIONES

1.- Análisis cromosómicos y morfológicos son bastante claros para mostrar la presencia de una

estructuración geográfica, con la presencia de razas y una zona h¡brida en un ¡nic¡o circunscrita a

una zona.

2.- Análisis del ADN,t muestran la presenc¡a de las dos razas genéticamente muy diferentes,

ex¡stiendo en la zona hibrida individuos con haplot¡pos de cada región. De forma interesante,

algunos individuos de las zonas donde están las razas tienen haplotipos típicos de la otra raza lo

que indica un posible efecto de m¡grantes e h¡bridación en esa zona.

3.- Los anál¡sis morfológicos muestran diferencias claras entre las razas cromosómicas y también

con los híbr¡dos, los cuales poseen formas intermedias. Esto refuerza la idea de las razas del¡neadas

genéticamente con una zona hibrida.

4.- Los anál¡sis realizados con marcadores nucleares (aloenzimas y AFLP) no muestran una

segregación tan clara de las razas y la zona híbrida. Si bien, los loc¡ de AF¿P muestran una cierta

diferencia que separa la raza norte con la raza sur-híbrido y las aloenz¡mas muestran cambios en el

número de alelos (intermedia en la zona híbrida) y en las heterocigocidades (aumento del He) no

es posible establecer claramente los grupos.

5.- A la luz de los resultados es posible ind¡car que las razas cromosómicas existen, la zona híbrida

es geográficamente del¡neada y que es posible la existencia de introgreslón pos¡blemente fac¡litada

por la m¡gración de machos.
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Anexo 1

Listado 
_con .ras rocalidades, ¡ndiv¡duo y diagnóst¡co cromosóm¡co sóro para ros pares cromosómicospolimórficos de Lioraemus mont¡cota. Desracado 

-en 
negro inoiviáu;s ñíbriáás ciomosom¡cás. MRI= üÁ;ii¿i;ING; QST= QÑS y STA
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Anexo 2

Frecuencias alélicas de los 7 pares de cromosomas pol¡mórf¡cos de L¡oleamus monticola para los g eco-demos.
Heterocigocidad esperada (H exp.); heterocigos¡dad observada (H obs.); Zona Híbr¡da (ZH). En negro las
localidades que presentan polimorfismos únicos. Pares 1y 5 resultaron ser monomórflcos.
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Anexo 3

Frecuencias alélicas de los 7 pares de cromosomas polimórficos para las razas de L¡oleamus monücola,
Heterocigocidad esperada (H exp,); heterocigos¡dad observada (H obs.); zona Hhrida (zH). En negro aletos
únicos para cada raza cromosómica. Pares 1y 5 resultaron ser monomórficos.
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Anexo 4

L¡stado de las localidades, ¡ndividuos y los 7 toci aloenzimáticos para L¡olaemus monfrcola utilizados en este
estud¡o
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Anexo 5

Frecuenc¡as aléficas de los 7 loci aloenzimát¡cos para las locat¡dades de L¡oleamus monticola. Heterocigocidad
esperada (H exp.); heterocigosidad observada (H obs-); zona Híbrida (zH). Destacado en negrita ateto;ún¡cos
por localidad (h¡br¡d¡z¡mas).
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Anexo 6

Frecuencias alél¡cas de los T loci aloenzimáticos para las razas cromosómicas descr¡tas de L¡oleamus mont¡cola.Heterocigocid¿d esperada (H exp.); heterocigosidad observada qn oli.i; zona uiOriaa iirfj ñé;;;;
negro alelos únicos (hibr¡diz¡mas) por raza.
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Anexo 7

Var¡ación de 131 sitios polimórficos entre 41 haplotipos obtenidos a partir de la secuencia del cit b de ¿.
mont¡cola, moslrando sólo sit¡os var¡ables. Por cada haplotipo (H) se ind¡ca el número de ind¡viduos que
presentan cada forma haplotípica (N). Las razas cromosómicas están separadas por una línea hor¡zontal.

,¡iii¡:¡ri::!1¡r¡¡¡1t§iitiiiiii¡íiif!ii¿íiii¡t¿iiltiiíiiiiiiii;iiitiii

.-,.(,,-,
;

-<,¡c!,, T a r l r r a a f t f r t t c . 1 . . €¡, (r. !t(ll, .1r,lrc§, a, -. , i(¡ rYca.l, r- , rcic-.at - . 1 . ¡ c r a ¡ f ¡ r c . . . , a _ . < r . r a . t r . . ¡ r - r r ¿ 6 . ¿ . .. a(.r1ar.¡.r .?c

¡¡¡trita!¡¡tt¡trá!il¡¡rt¡a¡!$tal¡i¿ttii¡8t¡trIt¡¡t! rui¡¡,

-
i::

:

á

:
á

:

i

!!i,li

79


