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RESUMEN

Hibridacion e introgresion son fenémenos bastante documentados en plantas, pero
limitada a unos pocos taxa animales. En poblaciones naturales, las zonas hibridas presentan la
oportunidad de estudiar los efectos del flujo génico, seleccién y recombinacién, proporcionando
asi una evaluacion de los cambios genéticos y fenotipicos que ocurren en una especiacion
temprana. Otro punto a considerar es la variacion cromosomica, la que suele producir un gran
efecto al impedir o reducir la fertilidad de los hibridos, creando una barrera al intercambio
genético e influyendo en la diferenciacion de individuos de una poblacién, los que
eventualmente podrian alcanzar el estatus de especie.

Liolaemus monticola (von Mlller y Helmich, 1932), especie endémica de Chile presenta
diversas razas (a nivel cromosémico) y varias zonas de hibridacion parapatricas, hechos que la
convierten en un excelente modelo para caracterizar el nivel de hibridacién e introgresién entre
las razas cromosomicas. Esta tesis investigd dos razas de L. monticola: la raza Norte (2n= 38 a
40) v la raza Sur (2n= 34), mds una estrecha zona de hibridacidn inter-racial considerada de
contacto secundario, con gran variabilidad cromosomica y genéticas dada la presencia de
hibridos cromosdmicos, entre 24 localidades, repartidos en 9 eco-demos.

Mediante el empleo de un conjunto de marcadores independientes tales como
polimorfismos cromosémicos, caracteres morfoldgicos y variantes genéticas (secuencias ADNp,
loci aloenzimaticos y de AFLP) fueron analizados mediante estadisticos apropiados para cada
marcador, por ejemplo Inferencia Bayesiana, Andlisis de Componentes Principales, Analisis
Discriminante Lineal, entre otros.

Es asi como los andlisis cromosémicos y morfoldgicos muestran claramente una
estructuracion geografica, con la presencia de ambas razas y la zona hibrida circunscrita a una
zona. Los analisis morfoldgicos muestran diferencias claras entre las razas cromosdmicas y
también con los hibridos, los cuales poseen formas intermedias. Por otro lado, los andlisis del
ADNpt mostraron la presencia de las dos razas genéticamente muy diferentes, con la presencia
de individuos de la zona hibrida con haplotipos de cada raza parental. De forma interesante,
algunos individuos pertenecientes a una de las razas tienen haplotipos tipicos de la otra raza, lo

que indica un posible efecto de migrantes e hibridacion en esa zona.
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Un resultado contrastante, fueron los andlisis realizados con marcadores nucleares
(aloenzimas y AFLP), quienes no muestran una segregacion tan clara de las razas y la zona
hibrida. Si bien, los loci de AFLP muestran una cierta diferencia entre la raza norte, la raza sur y
la zona hibrida, mientras tanto las aloenzimas muestran cambios en el nimero de alelos
(intermedia en la zona hibrida) y en las heterocigocidades (aumento del He) no es posible
establecer claramente los grupos.

A la luz de los resultados ,es posible indicar que las razas cromosomicas existen, la zona
hibrida es geograficamente delineada y que es posible la existencia de introgresién posiblemente
facilitada por la migracion de machos. Ademas, la evidencia encontrada indica que los procesos
de hibridacién e introgresion son fendmenos que necesitan un analisis multidisciplinario, para
una mejor comprension de los limites entre especies y razas dentro de las especies, ademas de

la permanencia de zonas hibridas en el tiempo.
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SUMMARY

Hybridization and introgression 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, selection and recombination, thus providing an assessment of the genetic
and phenotypic changes that occur in early speciation. Another point to consider is the
chromosomal variation, which usually produces a great effect to prevent or reduce the fertility of
hybrids, creating a barrier to genetic exchange and influencing the differentiation of individuals
in a population, which could eventually reach the status species.

Liolaemus monticola (von Miller and Helmich, 1932), a species endemic to Chile has
several races (at chromosome) and various areas of parapatric hybridization, facts that make it
an excellent model to characterize the level of hybridization and introgression among
chromosomal races. This thesis investigated two races of L. monticola: North race (2n = 38 to
40) and the South race (2n = 34) more a narrow area interracial hybridization secondary
contact considered, with high chromosomal and genetic variability 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 polymorphisms,
morphological and genetic variants (,.DNA sequences, allozyme and AFLP loci) were analyzed
using appropriate statistical for each marker, for example Bayesian inference, Principal
Component Analysis, Discriminant Analysis linear, among others.

Thus, chromosomal and morphological analyzes clearly show a geographic structure,
with the presence of both breeds and hybrid zone confined to a zone. Morphological analyzes
show clear differences between the races and also chromosomal hybrids, which have
intermediate forms. Furthermore, the ,;ﬂDNA analysis showed the presence of two genetically
different races, with the presence of individuals in the area hybridizes with each race parental
haplotypes. Interestingly, some individuals belonging to one of the races have haplotypes typical
of the other race, indicating a possible effect of migrants and hybridization in that area.

A contrasting result, analyzes were performed with nuclear markers (allozymes and
AFLP) 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,
while allozymes show changes in the number of alleles (hybrid intermediate zone) and in

heterozigocidades (He increase) is not possible to pinpoint the groups.
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In light of the results, it may indicate that chromosomal races exist, the hybrid zone is
geographically delineated and it is possible that there may introgression facilitated by migration
of males. Furthermore, evidence suggests that the processes found hybridization and
introgression are phenomena that need Multidisciplinary analysis for a better understanding of

the boundaries between species and strains within species, besides the hybrid zone residence

time.
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INTRODUCCION

La formacion de nuevas especies puede ser considerada como un proceso temporal
mediante la cual algunas poblaciones se diferencian y alcanzan independencia evolutiva.
Harrison (1998) ha propuesto que durante el proceso de especiacion se van alcanzando varios
grados de diferenciacion que quedan reflejados por distintos conceptos de especie.

Aunque el concepto de especie es basico dentro de la biologia, no hay un claro
consenso para su definicion, como se pone de manifiesto por el gran nimero de definiciones
propuestas por especialistas de diversos campos de la genética, taxonomia, biogeografia,
paleontologia, entre otras, a lo largo de los afios, ver De Queiroz (1998), y que no suelen ser
aplicables a todos los seres vivos. La eleccion del concepto de especie en un estudio de
delimitacion de especies no es un asunto trivial, sin embargo, un consenso entre los biclogos
evolucionistas es que las especies son reales y representan distintos linajes evolutivos (Sites y
Moritz 1987; Wiens y Penkrot, 2002; de Queiroz, 2005).

El presente trabajo considera el concepto biolégico de especie (Dobzhansky 1937, Mayr
1942, 1963) que, tal como lo plantea Noor y col. (2001), por ser general es mas (til, a pesar de
sus imperfecciones, debido a que todas las barreras reproductivas tienen un efecto similar en
inhibir el flujo génico independiente de que se hayan originado mediante deriva, impulso
meidtico, poliploidia, seleccion sexual o seleccion natural.

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

existe hibridacion y rearreglos cromosdmicos de por medio en el proceso de especiacion.



Hibridacidn e Introgresion

La hibridacion es un importante mecanismo para la transferencia y/o de origen nuevos
caracteres relacionados con adaptaciones ecoldgicas, y por lo tanto, juega un papel importante
en la facilitacion de la especiacion en nichos cambiantes, homogeneizando las caracteristicas
Unicas de las poblaciones geograficamente distintas y/o especies incipientes, lo que retardaria
una eventual futura especiacion (Perry y col. 2002; Olden y col. 2004; Irwin y col. 2009).

La fraccidn de especies que hibridan es variable, en promedio alrededor de 10% de los
animales y 25% de las especies de plantas conocidas hibridan con al menos otra especie
(Mallet, 2005, 2008, 2010). Especies estrechamente emparentadas tienen mas probabilidades
de hibridacion, aunque a menudo pueden persistir durante millones de afios después de la
divergencia inicial (Mallet, 2005).

A pesar de que los hibridos son raros en la poblacién, unos pocos pueden ofrecer un
puente para permitir que un flujo de alelos pasen entre las especies, incluso bajas tasas de
hibridacion pueden tener importantes consecuencias evolutivas en una alta proporcion de
especies (Field y col. 2010). Las posibles consecuencias evolutivas de la hibridacion son
numerosas, como el origen de nuevas especies a través de la recombinacion o el reforzamiento
(Anderson, 1949; Stebbins 1959; Lewontin y Birch 1966; Grant, 1981, Arnold 1997; Dowling y
Secor, 1997), que incluyen la transferencia y produccion de adaptaciones novedosas.

Un efecto directo de la hibridacion es la introgresion (Anderson, 1949), definida como el
movimiento de genes entre las formas genéticamente diferenciadas, mediadas por cruzamiento
(Avise, 1994). Esta puede ser uni o bidireccional, localizada o extensa, y por este medio las
especies lograrian adquirir caracteres adaptativos que permitan colonizar nuevos habitats. Por
otra parte, puede ser altamente selectiva, afectando sdlo a algunas partes del genoma, mientras
que otras regiones gendmicas pueden ser afectadas por la seleccion divergente, permaneciendo

virtualmente aislados (Rieseberg y Wendel, 1993; Field y col. 2010).



Zonas de Hibridacion

En condiciones naturales, las Zonas Hibridas (ZH) pueden definirse como la produccion
de descendencia a partir del cruzamiento entre individuos pertenecientes a poblaciones, razas o
especies distinguibles, en al menos, un caracter heredable, independiente de su estatus
taxonomico (Barton y Hewitt, 1989; Harrison, 1990, 1993; Arnold, 1992, 1997; Avise, 1994;
Barton, 2001). Presentan una gran oportunidad para estudiar los efectos del flujo génico,
seleccién y patrones de recombinacién en poblaciones naturales proporcionando una vision de
los cambios genéticos y fenotipicos que ocurren tempranamente en la especiacidn.

Este proceso ocurre de forma natural, y los hibridos generados son viables y al menos
en parte fértiles (Arnold, 1997). En la mayoria de estas areas, habitualmente estrechas, generan
un amplio rango de genotipos sobre los que pueden actuar mecanismos selectivos que
contrarrestan el flujo genético y mantienen las poblaciones como unidades diferenciadas a pesar
de la hibridacion.

Se han propuesto dos escenarios para explicar los patrones de variacién en las ZH:
contacto secundario y contacto priman'b (Mayr, 1942; 1963; Harrison, 1990). El primero sugiere
que las ZH son el resultado del contacto entre poblaciones que estuvieron previamente aisladas
geograficamente. Si el aislamiento reproductivo no se ha alcanzado completamente se puede
producir hibridacion. Segln el escenario de contacto primario, las areas aparecen in situ, es
decir, en poblaciones que presentan una distribucion continua en parapatria y que se diferencian
a lo largo de un gradiente ecoldgico sin una separacion inicial entre ellas.

Una caracteristica de las zonas hibridas es que pueden moverse en el espacio y tiempo
(Barton y Hewitt, 1981), con consecuencias importantes en la evolucion de las poblaciones
involucradas. Su estabilizacion puede resultar de una combinacion entre la dispersion constante
de individuos parentales en la ZH vy la seleccion en contra de los hibridos (Haldéne, 1948; Key

1968; Bazykin 1969; Endler, 1977; Barton y Hewitt, 1985, 1989).



El reconocer que las zonas hibridas son sitios de intercambio genético de manera parcial
entre especies, poblaciones o razas cromosomicas, ha llevado a describirlas como "barreras
semipermeables al intercambio de genes' a pesar que los rearreglos cromosomicos y loci

genéticos estan bajo presidn selectiva (Harrison 1990).
Rearreglos Cromosomicos: implicancias en la formacion de nuevas especies

La variacién cromosomica puede ser una fuente de informacion citotaxondmica, dada
por diferentes mutaciones cromosomicas estructurales y/o numéricas, asi como su
comportamiento durante la mitosis y Hweiosis (Lamborot, 2008; Astete 2011). Las mutaciones
estructurales documentadas tales como: inversiones (Carson y col 1967), translocaciones
robertsonianas (King 1993; Garagna y col. 2001), fusiones céntricas (Capanna y col 1976; Redi
y Capanna, 1988) fisiones céntricas (Todd 1970; Lamborot 1991; Kolnicki 2000) entre otras,
suelen producir un gran efecto al impedir o reducir la fertilidad de los hibridos, creando una
barrera al intercambio genético e influyendo en la diferenciacién de individuos de una poblacion,
los que eventualmente podrian alcanzar el estatus de especie (King 1993, Lamborot 1991).

Bajo el supuesto que las mutaciones o reordenamientos cromosdmicos pueden jugar un
papel importante en la especiacion, diversos modelos de especiacion cromosémica han sido
formulados (Lewis 1966, White, 1978 a y b; Hall, 1973; Grant 1981; Templeton, 1981; Baker y
Bickham 1986), logrando afectar las tasas y patrones de recombinacion y, asi, la cantidad y
distribucion de intercambios génicos (Neor y col. 2001; Navarro y Barton, 2003).

Una cantidad considerable de evidencia indirecta (White 1978a; Rieseberg 2001) llevd a
la idea de que los rearreglos cromosomicos (RC) juegan un papel en la especiacién, con una
resistencia entre investigadores dada la aceptacion de modelos mal acompafiados por un marco
tedrico formal. Ademas, la opinién predominante sobre la especiacion debia ser con un

aislamiento reproductivo total sin flujo de genes (Coyne y Orr 2004).



Tres son las evidencias que proponen que los RC pueden desempefiar un papel
importante en la especiacion: (1) el hecho de que la mayor parte de las plantas y animales
presentan diferencias notables en sus cariotipos, incluso entre aquellas estrechamente
relacionadas (King, 1993), (2) la observacion de que algunos RC pueden causar problemas de
fertilidad en hibridos (Orr, 1996), y (3) la asociacion entre tasas de RC y tasas de especiacion en
diferentes phyla (Bush et al, 1977).

Para que los rearreglos cromosomicos se fijen en poblaciones conectadas por el flujo de
genes, deben cumplirse por lo menos tres condiciones: (1) los RC deben suprimir la
recombinacion; (2) la supresion del flujo de genes dentro de un RC debe haber jugado un papel
fundamental en el aislamiento reproductivo, y (3) la existencia de diferencias entre los taxones
hermanos. La probabilidad de que se fije en una poblacién depende, en primer lugar, del origen
del RC para luego el establecimiento del RC en alta frecuencia en el demo, seguido de la
expansion y fijacion en los demos

Pocos temas dentro de la biologia evolutiva han sido debatidos con mas pasion que los
mecanismos especificos sobre el origeﬁ de las especies, y a menudo se han centrado en dos
aspectos fundamentales y relacionados: (1) la importancia relativa de la seleccion natural frente
a la deriva genética, y (2) como el aislamiento reproductivo se puede completar al frente de
flujo de genes (Coyne y Qrr, 2004). En general, se supone que las tasas de migracién de uno o
mas individuos por generacion son suficientes para impedir la diferenciacion entre poblaciones
(Wright, 1931).

La deriva genética y los eventos de extincidn-recolonizacién son dos factores que
influyen en los RC (Hedrick, 1981; Lande, 1985). Bajo extincién-recolonizacion, la probabilidad
de fijacion en demos semi-aislados se maximiza para un flujo genético intermedio (Michalakis y
Olivieri, 1993). Otros dos factores relevantes son la consanguinidad, que retrasa el progreso de

la fijacion bajo deriva genética, y el impulso meidtico que disminuye o elimina la frecuencia de

equilibrio (Hedrick, 1981).



Marcadores cromosomicos, moleculares y morfoldgicos

Los diferentes tipos de marcadores independientes (cromosomas, aloenzimas, AFLPs,
ADN., etc.) se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en diferentes /oci. Tanto
la divergencia genética como la acumulacion de nuevas mutaciones pueden ser cuantificadas
con analisis que facilitan la deteccion de hibridacion e introgresion, aln cuando los hibridos
pueden ser dificiles de distinguir entre sus parentales (Allendorf y col. 2001; Field y col. 2010).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la
biologia evolutiva, ecologia y genética de poblaciones, y se utilizan para rastrear e identificar
genes de interés. Hoy en dia, existen varias técnicas moleculares que permiten conocer las
variantes alélicas de genes en poblaciones naturales (o razas), tanto de manera indirecta, e.qg.
con los analisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN (Simpson, 1997).

Inicialmente, la deteccién de polimorfismos genéticos se evidencié mediante variantes
electroforéticas para proteinas. El principio basico de la técnica reside en el uso de electroforesis
en gel de almidon (Smithies, 1955) y en la visualizacion del producto enzimatico por métodos
histoquimicos (Markert y Hunter 1957), aspecto que permitid la deteccion de zonas hibridas
(Barton y Hewitt, 1985), y la revelacion de electromorfos Unicos, referidos a "hybrizymes" por
Woodruff (1989), marcadores que no se encuentran en poblaciones parentales.

Los marcadores de ADN presentan ventajas frente a los de proteinas, por no afectarse
por condiciones fisiologicas, ambientales o de crecimiento del individuo y no son especificos de
ciertos tejidos (Frankham y col. 2004). Con el desarrollo de la amplificacion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki y col. 1988), se llega a la descripcion de nuevas clases de marcadores

moleculares, por ejemplo loci de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Montafio-

Pérez y col. 2006), entre otros.



Dentro de las particularidades de los AFLP tenemos que: i) no se requiere conocimiento
previo de la secuencia genética; ii) existe especificidad en la resolucion de la digestion con
enzimas de restriccion vy iii) hay rapidez en la deteccion de polimorfismo via PCR otros. La
desventaja reside en la baja cantidad de informacion genética por focus, haciendo dificil
discernir codominancia por ser un marcador dominante (Montafio-Pérez y col. 2006).

Los andlisis mas detallados de diferenciacion genética pueden obtenerse secuenciando
la region de interés para diferentes individuos. Actualmente la secuenciacién es muy comdn,
aplicdndose en estudios de genética de poblaciones y para resolver problemas taxondmicos. La
secuenciacidn de ADN mitocondrial (ADN,), es otra forma de detectar polimorfismos genéticos.
Es altamente variable, no recombina, de herencia materna (a excepcién de Mytilus, Zouros et al.
1994, y en humanos, Ankel-Simons y Cummins, 1996) y con alta tasa de mutacion. Aunque, por
si solo, el ADN,,: ofrece muy poca informacion acerca de la hibridacion, sin embargo, junto con
la informacion de otros loci o de datos geograficos a menudo ha proporcionado pruebas
convincentes de introgresion entre especies (Carr et al. 1986; Dowling y DeMarais, 1993).

Los métodos de andlisis basados en la morfologia (morfométricos y meristicos)
ampliamente utilizados en sistematica, 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 Grattapaglia, 1998; Frankham y col. 2004). Sin embargo, no todas las
variaciones morfoldgicas poseen una base genética clara, y a menudo una gran variacion

morfoldgica intrapoblacional, puede suponer la presencia de individuos hibridos fenotipicamente

intermedios a los parentales (Smith, 1992).



El Complejo Liolaemus monticola como modelo de estudio

El género Liolaemus con mas de 225 especies descritas (Lobo y col. 2010) restringido al
cono sur de Sudamérica, ocupa una amplia area geografica (entre los 149 a 520 lat. Sy 70° a
71° long. W, y altitudes que varian desde el nivel del mar hasta los 4500 m). Esta presente en
variados regimenes climaticos, incluyendo el drido desierto de Atacama o los lluviosos bosques
templados de Nothofagus en Tierra del Fuego (Cei, 1986, 1993; Donoso-Barros, 1966; Etheridge
y De Queiroz, 1988; Lobo, 2001).

Liolaemus monticola (von Miiller y Helmich, 1932), especie montafosa endémica de
Chile, posee un tamafo corporal mediano, logra formar comunidades relativamente numerosas
y mantiene habitos alimentarios insectivora (Donoso-Barros, 1966; Lamborot, 2008). Distribuida
entre los 300 a 40° Lat. Sy 70° a 71° 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 Unica en el género y en la herpetofauna de Chile (Lamborot,
1993), por presentar cualidades especiales tales como: un gradiente latitudinal de diversidad
cariotipica de complejidad creciente de sur a norte (2n=32 a 2n=46), variadas mutaciones
cromosomicas intra e inter razas; numerosos polimorfismos cromosdmicos y varias zonas de
hibridacion parapatricas, entre otras (Lamborot, 2008).

Hasta la fecha, se han reportado siete razas cromosomicas: “Primitiva (2n= 32)"; “Sur
(2n= 34)"; “Norte (2n= 38 a 40)"; “Norte modificado 1 (2n= 38 a 40)" y "Norte modificado 2
(2n= 38 a 40)", ademas de “Multiples Fisiones 1 (2n= 42 a 44)" y “Muitiples Fisiones 2 (2n= 44
a 46)"; (Lamborot 1991, 1998, 2001; Lamborot y col. 1981, 2012) y varias zonas de hibridacion
(Lamborot 2008). Este estudio se centré en dos razas cromosomicas: “Sur, 2n=34" y “Norte,

2n=38 a 40" y una zona hibrida interracial descrita por Lamborot 1991.



El ndmero diploide para la raza Sur, para ambos sexos, se compone en 12
macrocromosomas y 22 microcromosomas (Lamborot, 1991). Es asi como los pares 1, 3,4, 5y
6 son metacéntricos; el par 2 submetacéntrico que lleva un satélite en el extremo de su brazo
largo. Los pares microcromosomales 7, 8 y 9 son metacéntricos, pero la morfologia de los
microcromosomas restantes es dificil de establecer (Lamborot, 1991). En cambio, la raza Norte,
el cariotipo oscila 38 a 40 para ambos sexos con diferentes variantes. Todas presentan una
sustitucion conservada del par macrocromosémico 4, mas la condicién polimdrfico para el par
macrocromosoma 3, y cerca de 24 microcromosomas.

El Rio Maipo, y uno de sus afluentes el Rio Yeso, separan las razas “Sur, 2n=34" y
“Norte, 2n=38 a 40". Sin embargo, en la ribera sur del Rio Yeso, Lamborot, (1991) describe una
estrecha zona de hibridacion inter-racial de aproximadamente 10.000 m? (200m de largo por
50m de ancho) considerada de contacto secundario, con gran variabilidad cromosdmica y
genéticas dada la presencia de hibridos cromosémicos (Lamborot 1991; Lamborot y col. 2003;
Vasquez y col. 2007; Paez, 2010; Astete, 2011), los que suelen poseer un grado de aneuploidia
cromosémica, mitdticas y meidticas, mayor que las razas parentales (Lamborot, 1991).

El reconocimiento del cariotipo de los hibridos, machos o hembras, se basa en la
disposicion cromosomico diploide; cuando los hibridos son machos, este diagndstico se hace
facilmente a partir de espermatocitos en diacinesis, los cuales son reconocidos por presentar
combinaciones cromosomicas que no estan presentes en ninguna de las dos razas parentales.

Diversos estudios, que van desde los citogenéticos (Lamborot 1991, 1993, 1998, 2001;
Lamborot y Alvarez-Sarret, 1993; Lamborot y col. 2012), morfoldgicos (Lamborot y Eaton, 1992,
1997; Lamborot y col. 2003), biogeograficos, genéticos (Lamborot y Vasquez 1998; Vasquez y
col. 2007, Paez 2010) y filogeograficos (Torres-Pérez y col. 2007, 2009), avalan la hipdtesis de
una complejidad cromosomica creciente de sur a norte, concomitante a una evolucién desde

ambientes mas himedos a mas xéricos (Lamborot, 2008).



El conocimiento acumulado para esta particular lagartija, tanto en distribucion como en
los diversos estudios mencionados, deja de manifiesto la necesidad de una informacion
comparada de los procesos de introgresion genética cromosomica interracial con sus alcances y
consecuencias evolutivas, mediante el empleo de marcadores independientes nucleares,

citoplasmaticos y morfoldgicos. Por tal motivo, en este trabajo, se basa en la siguiente hipétesis:
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HIPOTESIS

“La existencia de dos razas cromosomicas “Norte, 2n= 38-40" y “Sur, 2n= 34" para
Liolaemus monticola, mas una zona de hibridacion producto del contacto de ambas razas

geograficamente delimitadas, presumen que los niveles de introgresion entre las razas

parentales son minimos o nulos.”

OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar el grado de introgresion inter racial y la zona de hibridacion descrita para dichas

razas, utilizando diferentes aproximaciones tanto cromosdmicas, moleculares y morfoldgicas.

Objetivos Especificos
1. Evaluar la variabilidad y estructura genética mediante analisis: citogenéticos, ADN; (cit-b),
loci de AFLP y aloenzimaticos, y caracteres morfolégicos (meristicos) en y entre las razas Sur

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

2. Caracterizar el nivel de hibridacion de dos razas de Liolaemus monticola en la zona central de

Chile con énfasis en una zona de hibridacion.

3. Establecer limites y relaciones espaciales entre razas parentales y zona de hibridizacion.
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MATERIALES y METODOS

Obtencion del material biologico

La mayoria de las muestras utilizadas en este estudio corresponden a material
preservado durante tres décadas (1980, 1990 y 2000), ya sea preparaciones citogenéticas,
tejidos almacenados a -85°C o de individuos etiquetados y preservados en alcohol 70%, en las
dependencias del Laboratorio de Citogenética, Facultad de Ciencias, de la Universidad de Chile.

La recoleccion de los ejemplares se realizd mediante lazos corredizos, y trasladados
vivos al laboratorio para su sacrificio con el propdsito de efectuar analisis citogenéticos,
moleculares y morfoldgicos. Las referencias geograficas, asi como el tamafio de muestra se
muestran en la Tabla 1 y Fig. 1. Con el proposito de aumentar el nimero muestral para los
andlisis estadisticos, las localidades fueron agrupadas mediante eco-demos, tal como lo
establecido en la Tabla 1.

Este estudio incluyd varias muestras de las razas cromosomicas de Liolaemus monticola
Sur y Norte, mas una Zona de Hibridacidn interracial, ademas algunas localidades de la Raza
Norte Modificada I (2n=38-40) (ver Tabla 1 y Fig. 1) con algunos analisis previos como los de
Lamborot y Eaton 1997; Lamborot 2001; Lamborot y col. 2003; Torres-Pérez y col. 2007 y

2009; y de Vasquez y col. 2007; tesis de Péez 2010 y Astete 2011.
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Tabla 1. Lista de las muestras de Liolaemus monticola utilizadas en este estudio, indicando nimero en el
mapa (NM), localidad y abreviatura entre paréntesis, Rango Geogréfico, coordenadas geogréficas, Altitud

(msnm) y nimero de ejemplares. Trans.: Transversal.

NM Localidad Rango Geografico Posicidén Geografica Altitud N
1 Siete Tazas (STA) 35°27'31" S, 71°01'34" E 960-970 2]
2 Rio Lontué (RLO) Sur Andes 35°18'16" S, 70°58'17" E 1200 11
3 Los Quefies (QNS) 35°06'18" S, 70°48'58" E 1200-1450 36
4 C° Cantillana (CAN) Sur Costa 33°58'46" S, 70°59'14" E 1300-1600 18
5 El Volcan (VOL) 33°49'01" S, 70°10'00" E 1415-1450 3
6 El Ingenio (ING) Sur Andes 33°46'33" S, 70°16'40" E 1200-1400 9
7 Rio Clarillo (RCL) (Cajon del Maipo)  33°43'47" S, 70°28'05" E  950-1300 8
8 Maipo Sur (MAS) 33°38'49" S, 70°21'37" E 980 22
9 Yeso Sur (YES) Zona Hibrida 33°47'14" S, 70°13'40" E 1300-1320 45
10 Yeso Norte (YEN) 33°47'09" S, 70°13'38" E 1300-1320 24
11 San Gabriel (SGA) 33°46'45" S, 70°14'47" E 1100-1250 14
12 El Manzano (MAN) 33°31'29" S, 70°24'19" E 1350-1500 11
13 El Alfalfal (ALF) E:;;es 33°30'16" S, 70°11'48" E 1330 27
14 El Arrayan (ARR) (Cajn del Maipo) ~ 33°19'20"S, 70°2820"E  1300-1500 4
15 Farellones (FAR) 33°20'47" S, 70°21'41" E 1400-1500 16
16 Yerba Loca (YLO) 33°20'16" S, 70°19'58" E 1800 8
17 Saladillo (SAL) 32°54'35" S, 70°18'02" E 1400-1500 16
18 Rio Blanco (RBL) Norte Mod. 1 32°5429" S, 70°18'19" E 1400-1450 8
19 Colorado Sur (COS) Andes 32°51'44" S, 70°25'00" E 1550 26
20  Colorado Norte (CON) 32°51'44" S, 70°25'01" E 1550 22
21 C* Chacabuco (CHA) Norte Trans, 32°57°46" S, 70°42'40" E 1000-1200 9
22 C° La Campana (CAM) K 32°57'31" S, 71°07°26" E 1350-1500 14
23 C° El Roble (ROB) Costa 33°00'39" S, 71°00'34" E 800-1650 37
24 C® La Dormida (DOR) 33°03'43" S, 71°0037" E 900-1350 30
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Figura 1: Mapa representativo de las 23 localidades analizadas para este estudio. Maranjo: Raza Norte
Modificada 1 (2n=38-40), Rojo: Raza “Norte” (2n= 38-40), Verde: Zona de Hibridacion, Azul: Raza “Sur”
(2n= 34). 1) Siete Tazas; 2) Rio Lontué; 3) Los Quefies; 4) Co Cantillana; 5) El Volcan; 6) El Ingenio; 7)
Rio Clarillo; 8) Maipo Sur; 9) Yeso Sur; 10) Yeso Norte; 11) San Gabriel; 12) El Manzano; 13) El Alfalfal;
14) El Arrayan; 15) Farellones; 16) Yerba Loca; 17) Saladillo; 18) Rio Blanco (se encuentra solapada con la
localidad de Saladillo); 19) Colorado Sur; 20) Colorado Norte; 21) Cta. Chacabuco; 22) Cta. La Campana;
23) Co El Roble; 24) Cta. La Dormida.
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Obtencion de tejidos para los diferentes anélisis genéticos

Cada L. monticola se sacrificd con una sobredosis de uretano en el ojo pineal, previa
inyeccion de colchicina, dos horas antes de su procesamiento. Luego, se disectd y se extrajo el
bazo, meédula dsea (de un fémur) y testiculos para la obtencidén de placas cromosémicas y
tejidos de: higado, intestino, misculo esquelético y corazon, los que fueron almacenados a -85
C para las electroforesis de proteinas en geles de almiddn o conservadas en alcohol al 70%

obtencidn de ADN y posterior secuenciacidn de AFLPy del citocromo b del ADN .
Obtencion de cromosomas: Técnica del goteo de Lamborot y Vasquez (1998).

A partir de muestras frescas de testiculo, médula ésea y bazo, disgregadas en placas de
Petri con una solucién isotdnica (Ringer para reptiles) se obtuvo una suspensién celular que se
deposito en tubos de centrifugacién rotulados, luego centrifugados a 800 rpm durante 8 min. El
sobrenadante se descarté y se reemplazd por una solucidn hipoténica de Citrato de sodio al
0,8%, reposando aproximadamente por 17 min.; luego se centrifugd vy descarté el
sobrenadante, para adicionar el fijador (metanol - acético 3:1) y agitacién manual. Se centrifugd
nuevamente por 8 min. y se repitio el paso anterior con el fijador nuevo. Posteriormente, se
dejo caer una gota de la suspensién sobre un portaobjeto limpio, que se seca en una plancheta

termoeléctrica (Thermolyne HP-A 191), se tifié con solucidn Giemsa al 4% ajustado a pH 7,2 por

25 min. y se dejo secar.
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Se observaron las preparaciones al microscopio registrando y diagnosticando las
metafases mitéticas y meidticas. Finalmente, estas preparaciones fueron montadas en DEPEX,
cubiertas con un cubre objeto y secadas en una plancheta las que fueron fotografiadas con una
camara fotografica Nikon Optiphot FX 358, adicionada al microscopio. Las fotografias fueron
ampliadas para el montaje de los cariotipos mitoticos y meidticos y su posterior diagndstico.

Una vez reconocidos los siete primeros pares cromosomicos, se diagnostico la condicidn
de polimorfismo (Lamborot, 1998) de los pares que podian presentar alguna modificacion en su
estructura producto de algan rearreglo cromosémico y puestos en una matriz de datos. Para el
andlisis de los polimorfismos cromosémicos, se procedié con los mismos parametros
establecidos en Lamborot 1998, quien asigna la morfologia: “AA” al par cromosémico no
fisionado, metacéntrico o submetacétrico; “BB” al par fisionado (par 3 y/o 4); “CC” al par con

inversion pericéntrica (par 7); “EE” al cromosoma alargado del par 6.

Extraccion de ADN

Una pequefia porcién de tejido (apréx. 1 mg), ya sea corazdn, higado o musculo, fue
usado para la extraccion de ADN. Este proceso fue llevado a cabo mediante una modificacion
del protocolo de extraccion salina descrito por Aljanabi y Martinez (1997), y su concentracion

fue cuantificada utilizando un espectrofotémetro de la marca Nanodrop.
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Caracterizacion del polimorfismo de loci Aloenzimaticos y de AFLP, y secuenciacion
del gen mitocondrial (cit-b)

Loci Aloenzimaticos

Para la visualizacion de alelos aloenzimaticos se utilizé el protocolo descrito por Vasquez
(2002) y Pdez (2010) (Tabla 2). Los tejidos, previamente almacenados a -85° C, fueron
descongelados y macerados manualmente en un mortero a baja T° adicionando un buffer de
extraccion, Tris Base 0,01 M, EDTA pH 6,8 0,01 M, NaCl 0,03 M y dH,0, ajustado a pH 6,8 con
HCl. La mezcla se traspaso a tubos Eppendorf rotulados.

Los geles de almiddn hidrolizado al 11%, con buffers, enzimas y cofactores necesarios
para visualizar las enzimas requeridas (Tabla 2), se prepararon siguiendo el protocolo del
Laboratorio de Citogenética Evolutiva y el de Vasquez y col. (2007). La corrida electroforética se
efectud con el voltaje y el amperaje apropiados para la migracién correcta de cada enzima
(Tabla 2). Transcurrido el tiempo de corrida, se procedié a la visualizacion de las migraciones de
las enzimas reveladas por su tincion especifica (Vasquez 2002), y se incubd a 37° C, durante un
tiempo relativo para cada proteina (Tabla 2). Cada gel tefiido, se secé en estufa de secado
(Memmert B40) a 60° C y fue fotografiado con el fin de registrar los patrones de bandas. La
interpretacion de patrones de bandas se llevd a cabo en base a diagramas acorde a las sub-

unidades que conforman a cada proteina asignando un “genotipo putativo”, basado en la

migracion electroforética, descrito en Vasquez (2002).
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Tabla 2: Lista de las enzimas con la nomenclatura segdn los criterios de la IUBNC, sistemas de buffers y
condiciones ideales utilizados en las corridas electroforéticas para la revelacion de las proteinas.

Enzima Sigla IUBNC Sistema Buffers y condiciones ideales
Glucosa — 6 fosfato isomerasa PGi EC 5.4.2.2
Lactato Deshidrogenasa LDH EC 1.1.1.40 Tris Citrato
Peptidasa-A Pep-A  EC 3.4.11.4 pH 8,0; 75 mA; 90 V; 7 hrs
Superdxido Dismutasa Sod EC 1.15.1.1
Aspartato Aminotransferasa Aat EC 2.6.1.1
o-Manosidasa a-Man EC3.2.1.24 Tris Borato EDTA
a-Esterasa o-Est EC 3.1.1.1 PH 8,6; 17-20 mA; 90 V; 5-6 hrs
B-Esterasa B-Est EC3.1.1.1
Fosfoglucomutasa Pgm EC5.4.2.2 Tris HCI
a-Esterasa a-Est EC3.1.1.1 pH 8,2; 60 mA; 130 V: 5-6 hrs
[3-Esterasa B-Est EC3.1.1.1
Adenilato Kinasa AK EC 2.7.4.3 Tris Borato EDTA
Creatina Kinasa CK EC 2.7.3.2 pH 8,0; 35 mA; 140V; 7-8 hrs
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Loci de AFLP

La amplificacion de fragmentos de AFLP fue llevada mediante el protocolo de Vos y col.

(1995), el cual consta de tres etapas:

I) Digestion enzimatica y Ligamiento de adaptadores, cuyo propdsito es cortar el
ADN en lugares especificos con enzimas de restriccion y pegar adaptadores especificos al
extremo de cada fragmento formado por la digestién enzimética, la que constd de una reaccién
de 12 pL de solucion final, formado por buffer T4 10X, los adaptadores: EcoRI 5'-
GACGATGAGTCCTGAG-3"; 3" -TACTCAGGACTCAT-5" y Msel 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3"; 3'-
CATCTGACGCATGGTTAA-5", NaCl 0,5 M, BSA 10 ng/uL, 50 ng/uL ADN, y una mezcla de
enzimas, en un buffer T4 10X, ADN T4 DNA ligasa 1U, las enzimas EcoRI 5U y Msel 1U
(Invitrogen ®), NaCl 0,5 M, BSA 10 ng/uL, y ddH20. Completada la reaccidn, se incubé a T©
ambiente toda la noche y después almacenada a 4° C. Para cerciorarse sobre la calidad de la
digestion, se efectud una electroforesis con 4 pL de la reaccidn enzimética en gel de agarosa al
1,5%, luego, a cada tubo de reaccion se le suministrd 50 pL de ddH,0.

II) PCR Pre-Selectivo: se llevd a cabo en una reaccion de 25,5 pL de solucién final,
formado por Tag DNA polimerasa Platinum, buffer 10X sin NH3 (SO4), y de MgCl, 2 mM, y de los
oligonucledtidos Mse-presel y Ecori—prései Los cuatro desoxinucledtidos fueron diluidos a una
concentracién de 5 mM, mas dH,0, para luego ser todo agregado a la disolucién de la digestidn-
ligacion. La mezcla se amplificd en un termociclador Muitigen Labnet, cuyo perfil térmico constd
en un precalentado de 720 C, 29 ciclos de: 30 seg. de denaturacién a 94° C, 30 seg. de
alineamiento a 56° C y 2 min. a 72° C, luego una extension a 60° C y se almacend a 4° C. Al
igual que el paso anterior, se efectué una electroforesis con 4 pL del producto PCR pre-selectivo

en un gel de agarosa al 1,5%, luego se adhirio 100 pL de dH,0 a cada producto PCR.
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III) PCR Selectivo: que consta de la amplificacién de fragmentos de ADN con primers
especificos, y utilizé los mismos reactivos del paso anterior salvo en los oligonucledtidos a
utilizar (Msel-CAC — EcoRI-ACA; Msel-CTA — EcoRI-AAC; Msel-CTT — EcoRI-ACT y Msel-CTC -
EcoRI-ACC). Esta reaccion fue mezclada con el producto PCR de la reaccién pre- selectiva y
amplificadas utilizando el mismo termociclador descrito anteriormente, cuyas condiciones
térmicas se dividieron en dos partes: 1) Touch-down: con un precalentado a 94° C por 2 min.,
seguido de 12 ciclos de: 30 seg. a 94° C, 65° C por 30 seg., reduciendo en 1° C por ciclo,
seguida de una elongacion a 72°C, y 2) una PCR normal con 23 ciclos de 94° C por 30 seg., 30
seg. a 56° C, 72° C durante 2 min. y de 10 min. a 72° C. El producto final se almacend en
freezer a 4° C. La genotipificacion de AFLP se realizd en un secuenciador automatico de la
empresa MACROGEN Inc. (www.macrogen.com).

La estimacion de los tamafios alélicos para los fragmentos de los loci de AFLP se realizo
mediante el estandar L1Z500, usando el software GeneMarker 1.91 (SoftGenetics LLC). Sélo los
peaks claros y consistentes de entre 75 a 500 pares de bases fueron usados en el analisis,
codificado como 1/0 para indicar la presencia/ausencia de cada fragmento en cada individuo.
Sélo se utilizaron los loci que presentaron mas del 1% y menos del 99% de polimorfismo, para

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

La amplificacion del gen mitocondrial cit-b, se realizd con una reaccion de 25 pL de
solucion final, formado por Tag DNA polimerasa a 5 UfyL, de buffer 10X sin NH3(S04); vy de
MgCl, 2 mM, todos Invitrogen®, mas 25 UM de cada oligonucledtido: LGLUD: 5°-
TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3 (Palumbi, 1996) y HCB3: 5 -GGCAAATAGGAARTATCATTC-3°
(Palumbi 1996). Los cuatro desoxinucledtidos a 200 mM, dH,0 y 10 ng de ADN gendmico se
amplificaron en un termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler MJ Research®, con 35 ciclos
con 90 seg. de desnaturacion a 94° C; 25 seg. de alineamiento a 52° C y 90 seg. de extensién a
72° C, con un precalentado de 5 min. a 95° C, culminando con una extension de 5 min. a 72° C.

Los productos de PCR, fragmentos de 700 pares de bases, se analizaron mediante
electroforesis de gel de agarosa al 1 %, en TAE 1% y teflido con SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen®), usando como estandar de tamafio molecular, un ladder de 100 pb Winkler

(rango 100-1000 pb), a un voltaje constante de 100 volts durante aproximadamente 1 hr.
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Morfologia

Para detectar diferencias morfoldgicas entre las razas se utilizd treinta y siete caracteres
meristicos descritos para L. monticola (Lamborot y Eaton 1992, 1997). Para cada caracter sélo
se midio el lado derecho del cuerpo, pues analisis previos demostraron que la asimetria bilateral
no es apreciable (Lamborot y Eaton 1992). La cuantificacion y caracterizacion de las escamas se
realizo bajo lupa binocular (Nikon Stereo Photo SMZ-10), segln protocolo descrito en Lamborot
y Eaton 1992, utilizando los siguientes caracteres: COR A: Circumorbitales; COR B:
circumorbitales mas superciliares y supraorbitales; SOR: dentro del semicirculo del circumorbital;
SCI: superciliares; SOC: suboculares; TEM: temporales, entre margen posterior del ojo y la
mitad del oido; CATEM: cantus temporal; SAP: bordean el parietal; POSPA: post parietales;
FRON: frontales; SAF: bordean la frontél; POPR: post frontales; LOR A: loreales, entre cantales,
supralabial y subocular; LASUP 1B: labial superior, 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 2B: labial superior B, sequnda mitad del ojo hasta final de comisura
labial; LAINF A: infralabial A, desde mental hasta primera mitad del ojo (en contacto con LASUP
1); LAINF B: infralabial B, desde mental hasta el final de comisura labial,; AURS: auriculares;
TIPS: timpanicas; SARO: rodean escama rostral; SAME: rodean escama mental; INA:
Internasales; SANA: rodean escama nasal; SBRF: entre frontal y rostral; INCA: intercantales;
GUS: gulares; DOS: dorsales; VES: ventrales; SAB: alrededor del cuerpo; FEM: femorales, desde
el codo hasta el torso (siguiendo escamas grandes); DORCA: dorsal largo de la cabeza,; AVCO:
al rededor del 159 verticilo de la cola, desde el nivel de la cresta genital; LAMA: lamelas
subdigitales del cuarto dedo de la pata derecha de la extremidad anterior; LAPA: lamelas
subdigitales del cuarto dedo de la pata derecha de la extremidad posterior; LARCAB: largo de la

cabeza (cm); LARESCA: cuociente entre LARCAB y DORCA.
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Anadlisis estadisticos

Citogenéticos y Aloenzimaticos: Las variantes cromosémicas fueron tratadas como
“alelos”, por lo que se realizd el mismo andlisis de frecuencias que en aloenzimas. Por eco-
demos, se estimo la proporcion de loci polimorficos (P); el promedio de heterocigosidades
observadas (Ho) y esperadas (He), y el nimero de alelos por locus (A) usando el programa
Genetix 4.05 (Belkhir y col. 2004). Ademas se analizo si estas frecuencias se encontraban bajo
equilibrio Hardy-Weinberg usando un test de permutaciones de alelos implementado también en
el programa Genetix.

Un analisis de cluster fue esbozado mediante el software Biosys-1 (Swofford y Selander
1981) para ambos marcadores, utilizando la Distancia de Rogers Corregida (Wrigth 1978)
basados en la metodologia UPGMA, aplicando la correccion de Levene (1949) para tamafios
poblacionales pequefios en el analisis citogenético.

Para determinar el nimero de poblaciones posibles y la presencia de zona hibrida se
utilizé un analisis Bayesiano descrito por Pritchard y col. (2000) e implementado en el programa
Structure 2.33 (Falush y col. 2007). Este procedimiento no requiere conocer a priori el origen de
las muestras, estimando el nimero mas probable de poblaciones maximizando el equilibrio
Hardy Weinberg entre los grupos aleatorios realizados. Siguiendo las recomendaciones de los
autores, el proceso se ejecutd desde K = 1 (un grupo) a K = 10 (10 grupos) para todos los
individuos, repitiendo cinco veces cada analisis, utilizando una inferencia de Lambda (M) de la
frecuencia alélica de cada individuo luego de 1.000.000 de interacciones de MCMC, después de
un periodo de estabilizacion de 500.000 interacciones, bajo el modelo de ancestralidad basado
en el supuesto de mezcla entre las poblaciones. La deteccion del nimero de grupos (K) fue

determinada 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. Para analizar las razas estudiadas, los analisis estadisticos con loci AFLP fueron
realizados utilizando el analisis Bayesiano implementado en el programa Structure 2.33 (Falush y

col. 2007) con los mismos criterios del andlisis cromosdmico, siguiendo las recomendaciones

para marcadores moleculares dominantes.

ADNp,. Las diferentes secuencias se editaron manualmente y se alinearon con el
programa ProSeq 2.9 (Filatov, 2002). Para este marcador, debido al bajo niimero muestral por
localidades, se decidio a formar grupos segln eco-demos, lo que resulté en 8 grupos diferentes
(ver Tabla 1) y, a su vez, mediante razas cromosémicas (ladera norte y sur del rio Maipo, v la
Zona de Hibridacién). Con ello se estimaron sus frecuencias haplotipicas (h), diversidad
haplotipica (H), el nimero de sitios polimérficos (S), la diversidad nucleotidica (n), vy el nimero
promedio de diferencia entre pares de secuencias (IT) utilizando el programa DNAsp 5.0 (Rozas
y col. 2003). Con el fin de ordenar los haplotipos resultantes, se construyd una red de
haplotipos con el algoritmo “median joining” del programa Network 4.61 (Bandelt y col. 1999),
donde todas las redes de expansidn minima son combinados dentro de una red, siguiendo un
algoritmo analogo al propuesto por Excoffier y Smouse (1994). A su vez, la bdsqueda de
neutralidad selectiva en la historia evolutiva de L. monticola fue determinada mediante las
pruebas de Tajima's D (Tajima, 1989) y Fu's Fs (Fu, 1996). Para detectar una estructuracion
genética, se utilizo el programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup y col. 2002), que aplica una estrategia
para definir los grupos de poblaciones que son estdn geograficamente homogéneos y con un
maximo de diferenciadas unas de otras, a objeto de maximizar el porcentaje de la varianza
genética total debido a las diferencias entre los grupos de la poblacién.

Los analisis filogenéticos se réalizaron mediante: Maxima Verosimilitud implementado
por el software RAXML 7.0.4 (Stamatakis, 2006) e inferencia Bayesiana a través del programa
MrBayes 3.2 (Ronquist y col, 2012). Ademds, ambos alcances utilizaron los mismos grupos

externos lo que fueron: Liolaemus nigromaculatus, L. nigroviridis y L. tenuis.
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El andlisis Bayesiano se realizd bajo el modelo de Tiempo Reversible General (GTR) de
evolucion de secuencias genéticas, mas el modelo de tasa de heterogeneidad de distribucion
gamma (GTR + I+ G), con cuatro cadenas de Markov Montecarlo (MCMC) simultaneas con cinco
millones de generaciones, y un soporte nodal mediante una metodologia bootstrap no-
paramétrico con 100 pseudoréplicas. Los &rboles de consenso y la probabilidad a posteriori de

los nodos para cada enfoque se estimd con el software FigTree Ver. 1.3.1 (Rambaut, 2009).

Morfologia. Para un total de 37 variables morfologicas (morfométricas y meristicas), se
efectud un primer andlisis paramétrico para estimar el posible dimorfismo sexual en adultos de
L. monticola aplicando la prueba t para muestras independientes y la prueba de Levene como
test de homogeneidad de las variables del software STATISTICA 8 (StatSoft, Inc. 2004). En
aquellas variables que presentaron una alta co-linealidad, se efectué un Analisis de
Componentes Principales (ACP), tanto para variables con o sin sesgo entre los sexos. Este
analisis permite determinar el peso de cada variable en la varianza total sin considerar la
procedencia de las muestras y obtener las variables realmente importantes en la segregacion de
los individuos en los nuevos componentes formados. Un Andlisis de Escalamiento
Multidimensional (EMD) se llevo a cabo entre las localidades, para detectar patrones disimilares,
mediante el software SPSS 20 (IBM SPSS Statistic 20.0, 2011) basado en Distancia Euclidiana. A
su vez, se efectud un Andlisis Discriminante Lineal (ADL) para encontrar una combinacion lineal

de variables que permita discriminar entre los grupos previamente asignados dentro del analisis,

estos son: la raza norte, sur y zona hibrida.
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RESULTADOS

Citogenéticos

De los 218 individuos cromosdmicamente analizados, (anexo 1), 41 corresponden a la
raza Sur 2n= 34, monomorfica para los siete primeros pares (codificados AA), a excepcion de
algunos individuos: un individuo de MAS (2768) que resultd ser hibrido interracial para el par 4
(BB/AB); y otro del ING (3342) que resulté ser mosaico para un polimorfismao de fisién en el par
2 (anexo 1). De 21 lagartos de la localidad YES (zona hibrida), 11 individuos (52.3%) fueron
diagnosticados como raza sur (AA), y 10 individuos (47.7%) como hibridos cromosémicos
interraciales (AB) en los pares 3 y/o 4 (Anexo 1). Ciento cincuenta y cinco individuos coinciden
con un nimero diploide 2n= 38 a 40 de la raza Norte, todos monomérficos para los pares 1y 2
(AA), polimdrficos para el par 3 (AA, AB y BB), y fijos para la fisién del par 4 (BB), a excepcidn
de un individuo de SGA (3322), hibrido cromosdmico interracial (F3Sty 6 PsP4) y un individuo de
CHA (2083) polimorfico para el par 6 (Anexo 1).

Tanto la heterocigocidad observada (H,) v Heterocigocidad esperada (H.) méas alta entre
eco-demos, correspondid al Norte Transversal (0.0952 y 0.0864), siendo monomotficos en Sur
Costa y Sur Andes (Tabla 3). La mayoria de los eco-demos no presentaron desviaciones
significativas al equilibrio Hardy Weinberg, excepto por los déficit en heterocigotos significativos
en los eco-demos Norte Mod. 1 y Sur Cajon (Tabla 3, Anexo 2).

Al agrupar los eco-demos en los tres grandes grupos Norte, Sur y Zona Hibrida, se
observan valores desviaciones significativas al Equilibrio Hardy Weinberg con déficit de

heterocigotos en la zona Norte y Sur y exceso en la Zona Hibrida (Tabla 4, anexo 3).

26



El dendograma (Fig. 2) muestra dos grandes clusters, el primero con los eco-demos
Norte y el segundo con los eco-demos Sur mas la Zona de Hibridacién. 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, divididos en dos sub-cluster: uno con Norte Costa y Norte Andes, vy el otro
por Norte Transversal y Norte Cajon. El segundo cluster presenta dos subcluster: el primero con
la Zona de Hibridacion (YES) y el segundo con los eco-demos Sur, los cuales se separan en dos
sub-cluster: primero el Sur Cajon y el segundo conformado por Sur Costa vy Sur Andes.

El analisis bayesiano de estructuracién poblacional mostrd como resultado un K=3 como
la division més probable entre todas las muestras analizadas, determinado por la mayor
diferencia para el calculo del promedio de L (K) £ SD en funcién de K (Fig. 3 A) (segln el
programa Harvester). A su vez, K=2 fue el mas probable seg(in el AK en funcion de K propuesto
por Evanno y col. 2005 (Fig. 3 B). Esta Ultima agrupacion (K=2) es consistente con la separacion
de las razas Norte y Sur, incluyendo en esta Ultima la Zona de Hibridacién (Fig. 4 A), y el K = 3

permite ademas reconocer y separar a la raza Norte Mod. 1 (2n=38-40).
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) Tabla 3: Indices de heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), calculo del
numero de alelos promedio por locus (A) e indice de deficiencia de heterocigotos (Fis) en base a los 7 pares
cromosdmicos para los 9 Eco-demos de Liolaemus monticola.

Eco-demo n Ho + SD He £ SD A Fi
N COS 27 0.0582 + 0.1540 0.0573 + 0.1517 1.1429  0.00348
N TRANS 9 0.0952 £ 0.2072 0.0864 + 0.1865 1.2857  -0.04348
N MOD I 48 0.1310 £ 0.1674 0.1626 £ 0.2043 1.4286  0.20462%
N AND 38 0.0639 +£0.1691 0.0654 +0.1731 1.1429  0.03675
N CAJ 33 0.0649 + 0.1718 0.0798 + 0.1866 1.2857 0.20133
ZH 21 0.0748 +£ 0.1600 0.0727 + 0.1330 1.2857  -0.00457
S CAJ 9  0.0317 £0.0542 0.0582 = 0.0789 1.4286  0.50000%*
S COs 17 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 1.000 -
S AND 15 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000  1.000 -

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

Tabla 4: indices de heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), calculo del ndmero
de alelos promedio por locus (A) e indice de deficiencia de heterocigotos (Fi) en base a los 7 pares
cromosomicos para las razas cromosémicas de Liolaemus monticola. Destacados en negrita indican
exceso de individuos heterocigotos. No se incluyd la raza Norte Mod. 1.

Raza n Ho £ 5D He £ 5D A Fi
Norte 107 0.065+0.178 0.071+0.177 1.428 0.097*
ZH 21 0.074 +£0.136 0.072+0.133 1.285 -0.004*
Sur 41 0.007 £ 0.021 0.015 = 0.020 1.428 0.500%
*P= 0,02
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Distancia de Rogers modificada, Wright (1978)
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Figura 2: Dendograma de la Distancia Genética de Rogers Modificada (Wrigth 1978), obtenidos para la
variacion de los 7 pares cromosomicos entre 9 eco-demos de Liolaemus monticola.
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Figuras 3 A y B: Deteccidn del niimero de grupos basados en 7 pares cromosomicos. (A) Promedio de L
(K) £ SD en funcién de K. (B) AK en funcién de K determinado a partir de Evanno v col. (2005).
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Figura 4: Probabilidad del nimero de grupos individuales A K=2 y B K=3, para los 7 pares cromosdmicos
considerando 217 individuos, 9 eco-demos y un modelo de ancestralidad basada en el supuesto de mezcla
entre las poblaciones, estimado con el programa STRUCTURE
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Aloenzimas

De 14 loci aloenzimaticos analizados para 357 individuos repartidos en 19 localidades,
siete loci (AAT, LDHa, aMAN, PEP, PGI, PGM y SOD) resultaron ser polimorficos e informativos
para todas las localidades (1.66 a 2.83 alelos por loci), y a partir de estos se efectuaron los
analisis. Los valores de H, y He por eco-demo muestran una tendencia al déficit de heterocigotos
siendo esta significativa en la mayoria de ellos (Tabla 5).

Los valores de H, y H. por razas cromosomicas aumentan desde la raza Sur hacia la
Norte, siendo mas altas en ZH, (Tabla 6). Los valores de polimorfismo entre las razas
cromosémicas (Tabla 6) se incrementd de Sur a Norte, alcanzando la Zona de Hibridacion un
valor intermedio. El Fi global para las razas cromosdmicas (Tabla 14) evidencid un déficit
altamente significativos de heterocigotos (p< 0.0001) para ambas razas y la ZH.

El dendograma (Fig. 5) muestra la separacion parcial de las razas cromosomicas,
reconociéndose tres cluster: un primer cluster para el eco-demo Norte Mod. 1. El segundo
cluster, el que se subdivide en dos ramas: una corresponde al eco-demo Norte Cajén y la otra a
la ZH. Un tercer y Ultimo cluster corhpuesto por cuatro subcluster: el primer eco-demo en
divergir es Norte Cajén, el segundo eco-demo Norte Andes, el tercero Sur Costa, y por (ltimo, el
cuarto subcluster, lo conforman los eco-demos Sur Andes y Sur Cajon.

La inferencia bayesiana para los loci aloenzimaticos tuvo como resultado, a partir del
calculo del promedio de L (K) £ SD en funcién de K (Fig. 6 A), que el nimero mas probable de
poblaciones es de K=4. A su vez, el AK en funcién de K propuesto por Evanno y col. 2005 (Fig.
6 B) confirma la mejor agrupacion K=4, y ademas hace mencién de una agrupacion K=2. Los
respectivos graficos para K (Fig. 7 A y B) muestran una nula estructuracion entre las razas

parentales y la ZH, solo se evidencia una separacion clara de la raza Norte Mod. 1 (2n=38-40).
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Tabla 5: Indices de heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), célculo del
nimero de alelos promedio por locus (4) e indice de deficiencia de heterocigotos (Fi) en base a los 7 loci
aloenzimaticos para los 8 eco-demos de Liolaemus monticola.

Localidad n Ho + SD He + SD A Fic
N COs 53 0.173 £0.171 0.250 £ 0.200 2.833  0.316*
NMOD.1 48 0.059 £ 0.079 0.087 £ 0.077 2.000 0.333*
N AND 44  0.097 = 0.126 0.115 + 0.146 2.000 0.169
N CAJ 45  1.000 + 0.160 0.386 + 0.211 2.833  0.383*
ZH 16 0.833 £ 0.299 0.355 + 0.211 2.666  0.306*
S CcAl 38 1.000 £ 0.153 0.276 = 0.149 2.500 0.280*
S COS 18 0.226 + 0.166 0.252 + 0.163 2.166 0.138
S AND 32 0.125 + 0.164 0.162 £ 0.155 1.666 0.242*

*P= 0.000

Tabla 6: Indices de heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), calculo del nimero
de alelos promedio por locus (A) e indice de deficiencia de heterocigotos (Fi) en base a los 7 loci
aloenzimaticos para las razas de Liolaemus monticola. Se excluyd la raza Norte Mod. 1.

Raza

n Ho + SD He £ SD A Fis__
NORTE 169 0.157 #£0.134 0.251 £0.196 3.142 0.376%*
ZH 19 0.248 £0.295 0.352 £0.193 2.857 0.315*
SUR 90 0.149 £0.126 0.200 +£0.141 2.571 0.259*
*P< 0.0001
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Distancia de Rogers modificada (Wright, 1978)
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Figura 5: Dendograma de la Distancia Rogers modificada (Wright, 1978) obtenidos para la variacién
aloenzimatica de 7 loci entre 8 eco-demos de L. monticola.
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Figuras 6 A y B: Deteccidn del nimero de grupos (K) basados en 7 loci aloenzimaticos y 8 eco-demos.
(A) Promedio de L (K) £ SD en funcién de K. (B) AK en funcién de K determinado a partir de Evanno y col.

(2005).
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Figuras 7 A y B: Probabilidad del nimero de grupos individuales (K), considerando 357 individuos, 7 loci
aloenzimaticos, 8 eco-demos y un modelo de ancestralidad basado en el supuesto de mezcla entre las
poblaciones, mediante STRUCTURE 2.33. A) K= 2 y B) K=4, seglin AK en funcién de K determinado a
partir de Evanno y col. (2005).
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Loci de AFLP

De un total de 801 loci de AFLP en 59 individuos, se seleccionaron 547 loci polimérficos
(68.3%), usando el criterio de loci con 1% a 99% de polimorfismo, para los andlisis. El andlisis
bayesiano, implementado por el software Structure 2.33 y revisado por el programa Structure
Harvester, arrojo como resultado un K=4 como nimero mas probable de poblaciones,
determinado por la mayor diferencia encontrada por el célculo del promedio de L (K) + SD en
funcion de K (Fig. 8 A), y a su vez K=2 debido a lo encontrado por el AK en funcién de K
propuesto por Evanno y col. 2005 (Fig. 8 B). Los respectivos graficos para dichos resultados de
K muestran una nula estructuracion entre las razas parentales y la Zona Hibrida (Fig. 9 A) y una
estructuracion poco notable entre las localidades de Liolaemus monticola entre la raza Norte

(2n=38-40) y la raza Sur (2n=34) mas ZH (Fig. 9 B).
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Figura 9: Probabilidad del nimero de grupos individuales A K=2 y B K=4, considerando 59 individuos,
541 loci AFLP vy un modelo de ancestralidad basado en el supuesto de mezcla entre las poblaciones,
mediante STRUCTURE 2.33. Colorado Sur (COS), pertenece a la raza Norte Mod. 1.
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ADN,;

Cuarenta y un haplotipos (h) distintos se detectaron entre 98 secuencias del cit b, de
Liolaemus monticola con una diversidad haplotipica (H) total de 0,930 entre 131 sitios
polimoérficos (S), con una diversidad nucleotidica () de 0.062 y con un nimero promedio entre
pares de secuencias (IT) de 43.165.

De la diversidad haplotipica, por eco-demo indica que Norte Andes fue el mas alto
(0.923, Tabla 5). A su vez, el mayor numero de haplotipos se da en el Norte Cajén con 14
secuencias diferentes. El nimero de haplotipos exclusivos (hu) por agrupacion varié entre uno
en la Zona Hibrida (Yeso Sur) a 13 para Norte Cajén (Tablas 5 y 9). La mayor cantidad de sitios
polimdrficos se detectaron tanto en el Norte Cajon (97 sitios), Zona de Hibridacién (92 sitios) y
Sur Cajon (88 sitios). Dentro de la Zona Hibrida se detectd la maxima diversidad nucleotidica
(0.063) y muy seguida el Sur Cajon (0.060). Con igual resultado el nimero promedio de
diferencia entre pares de secuencias (IT) resultaron ser altas en Zona Hibrida (44.147) y en el
Sur Cajon (42.061) (Tabla 5).

A nivel de razas cromosémicas, los indices de diversidad genética resultaron ser
similares entre las razas parentales raza y mas bajos en la ZH (Tabla 6). Entre los indices de
diversidad genética (Tabla 6) tanto el nimero de haplotipos (h) y la cantidad de sitios
polimdrficos (S) fueron mayores de norte a sur, con los menores valores en la ZH; en cambio la
diversidad nucleotidica (n) y el nimero promedio entre pares de secuencias (M), la situacién
resultd lo inverso: mayores en la ZH, intermedio en el Sur y bajos en el Norte, (Tabla 6).

Tanto las pruebas de D de Tajima, como la de Fu's Fs (Tabla 7 y 8), para buscar
neutralidad selectiva en la historia evolutiva de L. monticola, detectaron a lo menos una sefial
de expansidn poblacional. Sélo D de Tajima mostrd resultados significativos para la localidad de

Rio Lontué (-1.224) y para la raza “Norte” (-1.534).
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El arbol de minima expansién de los haplotipos muestra dos grupos correspondientes a
las dos razas parentales (Sur y Norte), separadas por cuarenta pasos mutacionales (Fig. 5).
Ambas razas e individuos de la zona de hibridacién comparten cuatro haplotipos, H17, H18, H30
y H32. Una mirada mas detallada de los haplotipos, muestra sub-agrupaciones bien definidas
dentro de las razas parentales (haplotipos coloreados) correspondiendo, en gran medida, a su
rango geografico (Tabla 1), con distancias entre dos haplotipos que oscilan entre 2 a 17 pasos
mutacionales.

Los valores de F, entre eco-demos resultaron en diferenciaciones altamente
significativas entre la mayoria de ellos, desde una escasa diferenciacién entre los eco-demos del
norte (tabla 10) y una gran diferenciacién entre los eco-demos Sur. La Zona de Hibridacion
presenta una gran estructuracion entre los eco-demos Norte, Norte Mod. 1 y con la mayoria de
los del Sur, no asi con el eco-demo Sur Cajon, con el cual evidencié una nula estructuracién (ver
Tabla 10). Entre razas (Tabla 11), los valores de Fg resultaron significativos en todas las
comparaciones. El analisis de SAMOVA (Tabla 12) estimé un 56.05 % de la varianza entre
grupos lo que equivale a la formacién de dos grupos. Esta agrupacién es congruente a la
separacion de los dos eco-demos mayores: uno sur y otro norte del Rio Maipo. Al igual que
otros analisis la Zona de Hibridacidn esta incluida junto al eco-demo Sur.

Las reconstrucciones filogenéticas realizadas con Maxima Verosimilitud (Fig. 6) e
inferencia Bayesiana (Fig. 7), con similares topologias, ponen de manifiesto la separacion de las
dos razas. A su vez, se evidencia la ubicacion de individuos pertenecientes a la Zona de
Hibridacidn en ambos clusters de las razas parentales mas individuos de la raza “Sur” (MAS, ING

y VOL) asociados a clusters de la raza “Norte”, asi como individuos de la raza “Norte” (YEN) en

cluster “Sur”.
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Tablas 7: Indices de diversidad genética resultantes de las secuencias del cit-b del ADN, para los 8 eco-
demos de Liolaemus monticola. Nimero de individuos (n); nimero de sitios polimdrficos (S), ndmero de
haplotipos (h); nimero de haplotipos Unicos (hu); diversidad haplotipica (H); diversidad nucleotidica (x) y

numero promedio de diferencia entre pares de secuencias (77).

Zona

n h hu H T I
NorteCosta 8 19 6 6 0.893 % 0.111 0.008 £ 0.005 5.679 + 3.045
Norte Mod.1 3 15 3 1.000 £0.272 0.014 £0.011 10 = 6.324
Norte Andes 13 48 7 6. 0.923+0.05 0.021 £0.011 14.692 + 7.039
Norte Cajon 29 97 14 13 0.894 + 0.039 0.021 + 0.011 14.679 + 6.722
Zona Hibrida 20 92 5 1 0.653 +£0.076 0.063 + 0.032 44.147 + 19.989
Sur Cajon 12 88 2 0.803 £ 0.959 0.060 + 0.032 42.061 + 19.663
SurCosta 4 1 1 0.667 £ 0.204 0.001 £ 0.001 0.667 + 0.626
Sur Andes 9 19 4 0.806 + 0.119 0.007 + 0.004 4.556 + 2.470
TODOS 98 131 41 - 0.930 £ 0.016 0.062 + 0.029 43,165 + 18.881

Tablas 8: indices de diversidad genética resultantes de las secuencias del cit-b del ADN,, para las razas
parentales de L. monticola. Nimero de individuos (n); nimero de sitios polimérficos (S), numero de
haplotipos (h); nimero de haplotipos Unicos (hu); diversidad haplotipica (H); diversidad nucleotidica (n) y
numero promedio de diferencia entre pares de secuencias (I7). Se excluyd la raza Norte Mod. 1.

Raza

n S h hu H n n
NORTE 53 122 31 25 0.962 + 0.013 0.021 + 0.010 15.258 + 6.927
ZH 20 92 5 1 0.653 +£ 0.075  0.063 £ 0.031  44.147 £ 19.989
SUR 25 96 12 8 0.920 £ 0.029  0.040 + 0.020 28.360 + 12.841
TODOS o8 131 41 g 0.930 £ 0.015  0.061 £ 0.029  43.165 + 18.881
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Tablas 9: Valores de las pruebas de neutralidad para el citocromo b: n: niimero de individuos, Tajima ‘s D
(Tajima, 1989) y Fu's Fs (Fu, 1996) entre las zonas eco-geograficas propuestas para este gen en
Liolaemus monticola. Valores de P entre paréntesis, y en negrita valores significativos. Casillas en blanco se
debe al bajo ndmero muestral.

Zona n D Fs

Norte Costa 7 -1.169 + 3.899 (0.139) -0.221 + 1.24 (0.391)
Norte Mod. 1 3 - 2

Norte Andes 12 -0.962 + 0.883 (0.166) 2.315 + 1.524 (0.857)
Norte Cajon 29 -1.573 + 0.878 (0.035) 1.912 + 2,479 (0.7959
Zona Hibrida 20 2.881 + 0.878 (1.000) 23.404 + 1.588 (1.000)

SurCajén 12 2.062 + 0.880 (0.995) 9.918 + 1.063 (0.999)
SurCosta 4 1.633 % 0.734 (0.963) 0.540 + 0.751 (0.478)
SurAndes 9 -1.708 % 0.898 (0.024) 0.987 % 1.341 (0.681)

TODOS 98 2,326 + 0.887 (0.992) 4.817 + 4.608 (0.885)

Tablas 10: Valores de las pruebas de neutralidad para el citocromo b: Tajima 's D (Tajima, 1989) y Fu's
Fs (Fu, 1996) para las razas cromosomicas de Liolaemus monticola. Valores de P entre paréntesis, y en
negrita valores significativos. '

Raza n D Fs
NORTE 33 -1.612 + 0.884 (0.028) -3.011 + 3,223 (0.201)
ZH 20 2.881 £ 0.879 (0.999) 23.404 + 1.608 (1.000)
SUR 27 0.454 £ 0.879 (0.742) 6.626 + 2.113 (0.984)
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14

Tablas 11: Valores de Fst obtenidos de la comparacion de pares de haplotipos del gen citocromo b entre los eco-demos de Liolaemus monticola

(bajo la diagonal) y valores de P significativos {sobre la diagonal) para 1023 permutaciones y a= 0,05.

Norte Costa Norte Mod. I Norte Andes Norte Cajon Zona Hibrida Sur Cajon Sur Costa Sur Andes
Norte Costa * 0.0671 0.0509 0.1064 (.2480 0.1553 6.1988 0.1518
Norte Mod. 1 = 0.0499 0.0714 0.2473 0.1304 0.1864 0.1253
Norte Andes  0.0045 & 8.001 " 0.0925 0.2218 0.1362 G.1722 0.1323
Norte Cajén  0.0049 % 0.001 0.0008 % 0.000 = 0.1000 0.0470 01822 0.1436
Zona Hibrida 0.0012 £ 0.000 0.0285 + 0.002 0.0001 £ 0.000 0.0035 £ 0.001 = -{1,036% 0.3262 0.2832
Sur Cajon 0.06049 £ 0.001 4.0001 + 0.000 0.24963 0.1806
Sur Costa 0.0205 % 0.002 0.0099 + 0.001 0.0058 £ 0.001 00043 £ 0,601 0.0079 £ 0.001 i 0.2482
Sur Andes 0.0084 + £.001 0.0005 £ 0.000 0.0004 £ 0.000 0.0001 % 0.000 0.6015 £ 0.00C 0.0055 + 0.0061 -

valores de P significativos (sobre la diagonal) para 1023 permutaciones y a= 0,05.

RAZA NORTE ZONA HIBRIDA SUR
NORTE - 0.00000 + 0.0600 0.00293 £0.0016
ZONA HiBRIDA 0.11399 5 0.01262 + 0.0042
SUR 0.03113 0.07425 ®

Tablas 12: Valores de Fst obtenidos de la comparacidn de pares de haplotipos del gen citocromo b razas de Lio/faemus monticola (bajo la diagonal) y




Tabla 13: Analisis Espacial de Varianza Molecular (SAMOVA) realizados con secuencias del citocromo b
para Liolaemus monticola. Componentes de la varianza: entre razas (£R); entre eco-demos dentro de una
raza (EEDR); dentro de los eco-demos (DE). Destacado en negrita el mejor modelo de agrupacién. En azul

eco-demos Sur, verde: Zona Hibrida, rojo: eco-demos Norte y narznio: eco-demo Norte mod. 1.
Modelo de agrupacidn Eco-Demo indices de fijacion % de variacién
= * & n
NCosta-NmodI-NAndes-NCajén Fsc..0.178 ¥ L
2 ool e Fer: 0.639 EEDR: 7.87
e - Fer: 0.5617 DE: 36.13
NCosta-NmodI-NAndes-NCajon Fsc: 0.0844* ER: 57.83
3 ZH-SCajon Fer: 0.614* EEDR: 3.53
SCosta-SAndes Fer: 0.5780 DE: 38.64
i Fsc: 0.061% ER: 58.74
4 FHSedion . Far 0.612% EEDR: 2.50
NCosta-NmodI-NAndes-NCajén : o 0.58700 DE: 38.76
SAndes i s
NmodI
ZH-SCajdn Fsc: 0.031% ER: 58.95
5 NCosta-NAndes-NCajon Fsr: 0.602* EEDR: 1.27
SAndes Fcr: 0.59000 DE: 39.78
SCosta
SCosta
Zﬁg‘ésataon Fec: 0.002% ER: 57.70
6 o dES_NJCaJO,n Fsr: 0.578* EEDR: 0.10
NmodI Fer: 0.5770% DE: 42.20
SAndes

*P= 0,000 £ 0,000 **P=0,012 + 0,000 ~P= 0,033 + 0,000 ~*P= 0,037 + 0,004 ©P= 0,002 0,000
°op= 0,001 + 0,000 °*P= 0,003 + 0,000
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Figura 11: Reconstruccion filogenética para el gen mitocondrial citocrom

(3
835

L1 .
o b, utilizando Mdxima

Verosimilitud. Destacado en azul grupo externo, en verde individuos de la zona de hibridacion y en rojo

individuos mal ubicados de las razas cromosdmicas.

47



(N
e DL
]
e oo DI A0S
i nad
]
Lamoe
L
i i
g, £ TR
o
S
i«-—-—a—-m
S 13
o gy et
by OO0 i
TR
(g
b N L
B
«nmm
i
]
S
- M L
s
a3
e
o
-
P e
L
o 5 e
bl e
e
W% L
b Y
- Lo
Lot
b w0
m
B ot
i
P ML
— W Lo
e MEZMA
ELem
b i
— e BN
L
WL
-
o SR VDR
Lt
-
b S — 1~
i [~ BN
R a—— e S LI
e BEL
e
1 o oo
L
Al
AL
T
Ry
———— s L
- W3 LB
o
Wi e
- G e
i
i i
S
e
o 5 L
b
- i
L
e
[~
1
b R
b s Lo
e
e
et 3
- WL
a e
el L
10
k2 . L2] e

= ] e C

Figura 12: Reconstruccién filogenética para el gen mitocondrial citocromo b, utilizando inferencia
Bayesiana Destacado en azul grupo externo, en verde individuos de la zona de hibridacion y en rojo
individuos mal ubicados de las razas cromosémicas.
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Morfoldgicos (meristicos y morfométricos)

El analisis de componentes principales (ACP) para un total de 313 individuos (Tabla 15),
reveld que, al emplear 20 variables que no presentaron dimorfismo, los dos primeros ejes
representaron el 68.6% de la varianza total; siendo el 52.1% para el primer componente y
16.47% para el segundo (Fig. 13 A). Para aquellas variables que presentaron dimorfismo sexual:
en los machos, el 63 % de la varianza total se explica por los dos primeros componentes
(40.99% vy 22.06% para el primero y segundo respectivamente) (Fig. 13 B); y en las hembras el
60.8% de la varianza total se explica por los dos primeros componentes (37.64% y 23.13%
respectivamente) (Fig. 13 C). Los tres ACP separaron las localidades acorde a cada raza
cromosomica y la Zona de Hibridacion en una posicion central entre las razas parentales.

Con la ordenacion bidimensional a través del EMD (Stress: 0.037), empleando solo las
variables que no presentaron dimorfismo sexual, se evidencidé una fuerte separacion (Stress <
0.005) en dos grupos, correspondiente a las localidades de cada raza cromosdmica (Norte y
Sur), mas la Zona de Hibridacion (YES) (Fig. 14).

El Analisis de Discriminante Lineal (ADL) indica que el 89.7% de la varianza puede ser
explicada en el primer eje, en el cual se puede observar la posicion segregada de los individuos
provenientes desde las razas y la zona hibrida (Fig. 15). La funcién predictora del Analisis de
Discriminantes indica que existe una alta asignacion de individuos a su grupo original siendo
88%, 94% y 82% de individuos bien asignados a la raza Sur, Norte y Zona Hibrida

respectivamente (Fig. 16).
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Tabla 14: variables morfométricas de Liolaemus monticola que mostraron diferencias significativas entre las localidades mediante morfometria
meristica. Los datos se muestran como promedios y error estandar en paréntesis. Para el significado de las variables ver materiales y métodos:

morfologia.

TEM CATEMPOSPA FRON SAF POFR LOR ALASUP 1BLASUP 2AL ASUP SELAINE ALAINF B AURS TIPS SARO INA_SANA INCA GUS DOS VES BSAB FEM DORCAAVCO LAMALARCABLARESCA

CORACORE SOR 80l
Rop | 432 18,450 16 485 6,073 74U 4351 135 1784 10,676 2064 7508 7676 BB 12297 3,918 10,378 2,568 4106 7019 5073 7568 5027 4124374054 07,216 61,245 17,189 19,108 26,508 10,978 1209 B,06R
{1,004)(1,728)(3,271) {0.440)(0.408) (2978} (0,347} {0.530)(1.415)(0.220)(1 463) (1.564) (G701}  (1561) (0433} {1,754} (0.555)(1,350)0.547)(0, 16430 603)(0, 964141 B01}(3511) (3.973) {2,565) (1. B4T} {1 BEG) (1.244){1.277) {01040 (0.007)
ca (BB IETEHI6HI 6923 1759 4467 2077 2692 10385 2000 2615 7456 6231 12154 3766 9662 2462 4508 BOT7 4077 7615 5077 31077 77,000 9,308 61,923 16,365 10.077 27,462 19,615 1279 0,087
{0,899 B13(2,529)(0,2777{0,599) (0.519) (0.277) {0.947)(1.044)(0,0000(0 870) (0,376)  (0.439)  (1.294) (0,438} (0,947) {0,680)(1,0503{0 494 {6.277){0,506)0.277H1,296)(3,028) £3,199) (2,891 (1,198 (1188 (1,129){1 044) {0061} 0,008
11136 18,818 15,909 7,000 8,045 5364 2182 2,227 10,273 2000 2409 G273 6727 12800 3545 11,000 2273 3909 8000 4273 7.682 5000 31227 78,591100 72760136 15,182 20,636 26,682 19.045 1,357 0,081
(1,082)(2518)(3,322(0,67){0,899) {1,083} (0,501} (0,869)(0,835){0.000)(0.688) (1,453) (0.631) (2408 (0,510) (2526) (0,767)(1,540}{0.000H0.456)(0,568)(0,000){2 287)(3,504) (6 348) (2,274) (2,771} (1L.677) (0.945)(1362) {0,108} 0,006
5118706 15,420 G571 7357 7043 2071 2443 M43 2143 2071 WS 5400 15420 3420 13204 2357 6471 8000 4000 7420 4857 2014374020 00286 56,286 15,785 10,029 25,000 19,143 1316 0,006
{0.915)(1.568)¢2,167) (0,617){0,737) {D,834) (0,268) (0,743)(0.862)(0.352)(0,884) (1,146} (A7) (2165 {0.516) {2588) (0,507)(1,000)(0.378H0.000}1 D600, 3522, 840013, 595) (3.473) {2,350) (2,225) {1,474} [1.792)(1,946) zo.129) 0,007
11,167 18,833 15,563 6417 8,750 5167 2083 1583 9917 187 2467 BA6T  SHIT 17 3917 11000 1833 4083 T.833 3917 7817 4750 3108374167 95,500 60,583 16,000 20,000 26,333 18,250 1,165  0.060
{4,030)(2,082)(2,843){0 900} 1.485) (0.835) (0,289) {0,500) (1.240}(0.288)(0.677) (1528) (0.800)  (2.276) (0,996} {1708} {0,389)(1,165){0 385)(0 2650 660) 10,4521 443)(3 973} (5,854) (3, 118}(1,554) (2,523) (. 015)(1,960) (0.217) 0015
- 31319.250 15,008 7.000 7500 4813 2000 1938 10,625 2000 2313 8125 6188 13000 433 11250 2,000 3563 8000 4000 7500 4,750 3050076813 97.000 58,625 15,938 19,563 26,063 16563 1281 0,080
{0,873){1,390)(3 415)(5,6321,54) (0.750) (0,365} (0,674)(0.885)(0.000)(1,250) (1.544) (D65} (15400 (D.873) (2113 {0.516)(1,315}(D.894)(0.000)(0,730)(D 447)(2.066)(5 41} {4,243} {1,928 (1, 348} (1,200} {1.482)(2 0325 {0,132} 0,007
aLp 1151910407 16481 7.269 7830 5145 2000 1.063 11019 2037 1926 7078 BM1 12704 4000 10741 2,037 3074 7741 4037 7,370 4926 30,18576.926 06704 80,481 14,704 18704 25407 18556 1313 0071
{1,087)(1.647H(2,343)(0,5261{0.926) ¢1,075) (0,000} (0,808){1.502)0,182)(0.5500 (1,396}  (0.841)  (1918) (0460) {1,563) {0.567)(1.072310.313)(0,398){0.792)(0.385)(2 661)(4 578) (4.268) (2,940)(1,B15) (1636] {1 279)(1,388) {0.007) 0,008
ga 10920 18071 15,000 7000 7357 4571 2071 1857 11143 2000 1843 7500 508 12OTY 3920 10744 2071 2929 TBST 4071 7857 4928 2928574214 04,204 56,714 14.071 20,426 25,76 17,920 1,043 0,057
16,829)(1,207)(2,572){0,392)(1,008) {0,646} (0,267} (0,535)(1,351)(0.000){0.745) (0,855) (0475} (0730} (0,267} {2,525} (D,AT5)(1,207){0,9495(0.2675(0,883)(0,267){1,383) 14,246 {4,061) {1 6843(1.492) {1,607) (1 424)(1 452} {D,137)  0.010
iy 11130 839114913 7304 7304 4609 2043 1913 11000 2000 1§70 8307 5813 12739 3738 10435 2043 3957 7,696 4,000 BOST 5,093 20,04376435 63,783 58783 14.870 10,000 25,304 18304 1252  0.066
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Figuras 13 A, B y C: Resultado del Anlisis de Componentes Principales para A) todas las variables que
no presentaron dimorfismo sexual y para aquellas que si presentaron B) en machos y C) hembras. Cuadros
en rojo: localidades de la Raza Norte (2n=38-40), en azul: localidades de la Raza Sur (2n=34) de L.

monticola.
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Figura 14: Ordenacidn bi-dimensional para las localidades de Lioleamus monticola utilizando Escalamiento

Multidimensional. Cuadros azules: localidades de la Raza Sur (2n=34); Circulos rojos: localidades de la Raza
Norte (2n=38-40). Rombo azul-rojo: YES= Zona de Hibridacign.
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Figura 15: Andlisis Discriminante Lineal (ADL) para todas las variables morfoldgicas meristicas de Liolaemus
monticola por individuo utilizadas en este estudio.
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Figura 16: Porcentaje de los individuos bien y mal correspondidos por el ADL.
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DISCUSION

Esta tesis, al tomar los beneficios de cada marcador, da una vision mas global de los
diferentes niveles de variabilidad dentro y entre las razas y/o eco-demos, al incluir, por una parte
nuevos individuos, nuevas localidades, agrupaciones por eco-demos y la zona de hibridacion
interracial. A esto, debemos sumar un vasto nlmero de individuos con nuevas mutaciones

cromosomicas, con nuevas mutaciones genéticas, otros con haplotipos Gnicos de citocromo b y

rasgos fenotipicos (nicos.

Patrones de variabilidad: Una visién multidisciplinaria

La variabilidad en términos generales, se da por la hibridacion entre citotipos diferentes,
por la recombinacion e introgresion. Todo este conjunto da cuenta de una gran variabilidad

cromosomica y genética encontrada en esta especie que a continuacién se detallan.

Variabilidad Cromosémica

Los resultados cromosdmicos, concuerdan con las caracterizaciones previas para las razas
Sur (2n= 34), Norte (2n= 38 a 40), la zona de hibridacion interracial y la raza Norte mod. 1
(2n=38-40). Sin embargo, las desviaciones a las férmulas cariotipicas presentadas en las razas Sur
que daria origen a la Raza Norte y la Norte mod. 1, mas la zona hibrida, implicarian en primer lugar
hibridacion entre citotipos por introgresion cromosdmica entre diversos individuos, luego expansion

Y, posteriormente una eventual fijacidn.
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Ademds esta variabilidad cromosémica estaria dada por el origen de nuevas mutaciones.
Asi por ejemplo, para la raza Sur 2n=34, el individuo L3342 de El Ingenio, resultd ser mosaico para
una fision del par 2, detectada tanto a nivel mitdtico como meidtico, hecho que evidenciaria el
origen de una nueva mutacidn, similar a la analizada por Lamborot, 1991 en un individuo de El
Volcan (Raza Sur, Cajon del Maipo); en tanto, el individuo L2768 de Maipo Sur, resultd ser hibrido
cromosomico, con cromosomas introgresados a partir de un citotipo “raza Norte” o producto de una
migracion desde la zona de hibridacion. |

Para la raza Norte, el individuo L3322 de San Gabriel, es hibrido interracial producto de
introgresion cromosomica de un individuo probablemente de la raza Sur hacia la rivera norte del
Rio Maipo. A este ejemplo se sumarian tres individuos mas, reportados por Lamborot en 1991., no
incluidos en esta tesis. El individuo L2083 de Cuesta Chacabuco, Corddn Trasversal, presentaria
introgresion de un cromosoma del par 6, desde la raza Norte mod. 1, descrito en Lamborot y col.
(2012). Estas situaciones contribuyen, por una parte, al incremento novedades cromosomicas que
reflejan un incremento de la tasa mutacional cromosdmica y de la recombinacion. Ejemplo de
incremento en la tasa de mutacion cromosomica tanto en poblaciones naturales hibridas como en

hibridos experimentales se da en Drosophila (Naviera y Fontdevila 1985).

Patrones de especiacion cromésomica

El complejo Liolaemus monticola en Chile, ha sido comparado en muchos aspectos con el
complejo Sceloporus grammicus en México (Lamborot 1993; Sites y Reed, 1994), puesto que
ambos exhiben fendmenos muy similares a niveles jerarquicos equivalentes, es decir,
mantenimiento de polimorfismos dentro de razas cromosdmicas, zonas hibridas parapatricas entre

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

como modelos de especiacion cromosdmica.
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El patron de variacion cromosomica clinal de L. monticola es, en varios aspectos,
comparable con tres modelos de especiacion cromosomica: i) "modelo de especiacidn 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 alopatria cromosémica primaria” (King 1981, en Lamborot, 1993).

Un punto interesante en relacion a los modelos de especiacién cromosémica, es la
estimacion de las aneuploidias en machos. Ambas razas de L. monticola presentan tasas normales
de aneuploidias, sin embargo, esta se incrementa en grados variables segin los citotipos
recombinantes de la zona de hibridacién (Lamborot 1991, 1993), fendmeno que indicaria que es
evidente que han logrado traspasar la barrera al flujo de genes (ver resultados de marcadores
nucleares). El origen de una mutacion cromosdmica para L. monticola seria de origen espontaneo,
la cual puede pasar a la poblacién como heterocigoto, para luego tener la posibilidad de fijarse o no
dentro de la poblacién (Lamborot 1991) con un efecto tanto sobre el fitness de los hibridos
heterocigdticos (Lamborot 1993) asi como sobre la introgresion interracial, los cuales aumentarian
la variabilidad inter-cromosémica mediante la recombinacién, conservando las secuencias de genes

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

Variabilidad en loci Aloenzimaticos y de AFLP

Un escenario diferente es lo planteado por los marcadores moleculares nucleares. Las dos
razas se distinguen muy bien por los cromosomas, sin embargo a nivel de loci aloenzimaticos y de
AFLP, el gran flujo génico entre razas hace imposible sus distinciones. La gran introgresion seria un
indicativo que los hibridos son sexualmente compatibles con otros L. monticola, a pesar de la baja a
moderada fertilidad que tendrian algunas combinaciones cromosdmicas estimadas por el grado de
aneuploidia, Lamborot (1991 y 1993), por lo que bastaria con sélo un bajo nimero de individuos

machos viables para ser posible el flujo de alelos (introgresion) de una zona a otra.
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Vasquez y colaboradores en el 2007, analizaron cuatro razas cromosomicas de Liolaemus
monticola, incluyendo a las razas parentales de esta tesis, y descubrieron estructuracién entre razas
Yy, a su vez, alelos propios. Lo destacable de estos resultados es que, al ser comparados con los
obtenidos en esta tesis difieren en el reconocimiento y separacion de las razas parentales, debido a
que el trabajo de Vasquez y col. (2007) no incluyeron localidades del Cajén del Maipo, lo que pone
de manifiesto una mayor cantidad de mutaciones aloenzimaticos, para dicha zona.

Es asi como resalta la gran cantidad de alelos aloenzimaticos nuevos y Unicos en la ZH y
localidades aledafias al Cajon del Maipo. Dichos alelos de origen mutacional o "hybridzymes"
(Woodruff, 1989) incrementan la variabilidad genética y son Utiles para evaluar cuan divergentes
son los parentales. Este aspecto se documenta en Vasquez y col. (2007) para la raza Norte mod. 1,
considerada por Lamborot y col. (2012) como una zona de hibridacion secundaria, la cual es
cromosdmica, genética y geograficamente intermedia entre las razas Norte y Mltiple Fisiones,
(Lamborot 1998).

Lo interesante de los marcadores AFLP radica en el alto nimero de loci analizables en
estudios poblacionales capaces de detectar zonas hibridas (Berlsford y col 2011; Mufioz y col 2012;
Kunte y col. 2012; Placyk y col 2012). Sin embargo, en esta tesis no lograron identificar a cabalidad
a las razas cromosomicas en cuestion, tan sélo demostraron tendencias a agrupaciones (figuras 9
B) lo que podria ser interpretado como una importante introgresion de genes entre ambas razas,
debido a un alto flujo de machos entre ambas razas; o dado a el bajo nimero de individuos vy el
alto nimero de loci detectados, no se podria determinar una real estructuracion interracial.

En suma, estos marcadores nucleares entregaron datos convincentes de que las razas
cromosomicas de Liolaemus monticola: i) no mantienen una estructuracién poblacional clara, ii) la
mayor variabilidad se concentraria entre las localidades aledafias a la zona de hibridacion, vy iii) la

ausencia de estructuracion se deberia al flujo génico que mantienen los eco-demos de ambas razas

a pesar de los rios que hoy visualizamos.
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Variabilidad para el gen mitocondrial: Citocromo b

La confirmacion de la separacion entre las razas Sur (2n=34) y Norte (2n=38-40) por mas
de cuarenta pasos mutacionales, es un aspecto que se contrasta por una parte con la presencia de
haplotipos compartidos, y por otra con la gran cantidad de mutaciones acumuladas en algunos
individuos, desde la dltima o pendltima glaciacién, en el marco de los posibles eventos de
expansion y contraccién poblacionales.

Las reconstrucciones filogenéticas son coincidentes para las inferencias Bayesiana y Maxima
Verosimilitud, Figuras 7 y 8, ponen de manifiesto la existencia de una introgresion bidireccional y
asimétrica, con una mayor contribucién de individuos provenientes desde la ribera sur hacia la
ribera norte que desde la norte a la del sur. Dichos individuos se destacan por ADN,; nho
concordantes a su estatus cromosomico, y de provenir de localidades préximas a la zona de
hibridacion en EL Cajon del Maipo. La introgresion de ADN,, entre las razas Sur (2n=34) y Norte
(2n=38-40), se dio a conocer por primera vez en Torres-Pérez y col. (2007) basado en una
pequefia muestra de sélo dos a tres individuos elegidos por localidad y cariotipo.

Una explicacion posible de cdmo el ADN, explica patrones de introgresion en el eco-demo
o raza, estaria mediada por el paso de hembras con una mutacién favorable que surgié en una
ladera, se eleva en frecuencia y luego, se traslada a la otra ladera a través de la Zona Hibrida.
Estas mutaciones seran detectables en los miembros de una raza tengan dos formas muy
divergentes de ADNp: (Plotner y col., 2008). Cuando el reemplazo es completo, no hay ejemplos
sobrevivientes para revelar la presencia de introgresion mitocondrial (Irwin y col., 2009).

Los numerosos pasos mutacionales que separan las razas Norte y Sur de L. monticola,
también se han reportado para la herpetofauna del cono Sur de Sudamérica con ejemplos tales
como Liolaemus pictus (Vidal y col. 2012), Liolaemus gracilis y Liolaemus bibronii (Olave y col.
2011) y en Philodryas, (Sallaberry-Pincheira y col. 2011). Morando y col. en 2004, encontraron

introgresion entre especies estrechamente relacionadas como Liolaemus darwinii y L. laurenti en el

sur de la Argentina.
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La literatura hace mencion que por regla general, el ADN: introgresa de manera mas facil

y mas frecuente que los loci nucleares después de una expansion del rango de distribucién (ver

Currat y col. 2008).

Variacion Morfoldgica

Una gran sorpresa se encontrd entre la variacién de los caracteres morfoldgicos,
independiente del alcance estadistico utilizado, si bien son congruentes con trabajos anteriores
(Lamborot y Eaton 1992, 1997; Lamborot et al 2003), revelan y avalan la separacion de las razas
cromosémicas y el reconocimiento de los individuos pertenecientes a la ZH, pese a que la literatura
hace mencion de que la deteccibn de los hibridos que utilizan caracteres morfoldgicos
generalmente asumen que los individuos hibridos serdn fenotipicamente intermedios a los
individuos parentales (Smith 1992). Un fendmeno destacable al usar este marcador es la sub-
estructuracion que existe entre algunas localidades de cada raza cromosdémica. Es asi como la
localidad de Cantillana, perteneciente al eco-demo Sur, se separa del resto de las localidades del
Sur, esto podria deberse tanto a las diferencias cromosomicas como genéticas acumuladas,

logrando asi una adaptacién al entorno circunscrito.

Congruencia e Incongruencias entre marcadores

Las razas cromosdmicas, presentan una distribucién geogréfica, bastante acotada por los
rios Maipo y Aconcagua, asi como la Zona de Hibridacidn entre la ladera Sur del rio Maipo, salvo los
hibridos cromosdmicos o mutantes. En general, existe una tendencia de un 14.3% de no
concordancia con ADNq, interpretado como individuos que, cromosdmicamente presentan
rearreglos de una raza pero un ADN.: de la otra; situacion similar propuesta en razas

cromosomicas de ratones (Boissinot y Boursot 1997), evidencia de que los rearreglos cromosomicos

estarian fuertemente seleccionados y los genes en un menor grado.
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Tanto las variaciones en loci aloenzimaticos asi como de AFLP, y ADN evidencian que la
zona de hibridacion e hibridos aledafios al Cajon del Maipo serfan un puente entre estas dos razas
cromosdmicas, puesto que esta mantendria los acervos de ambas razas parentales y permitiria el
libre flujo genético entre ellas revelando una importante introgresién bidireccional.

Al comparar las localidades mds australes de la raza Sur como Los Quefies, Rio Lontué y
Siete Tazas, distantes a mas de 200 Km. de los sitios préximos al Cajén del Maipo, siguen
manteniendo similares caracteristicas cromosémicas y morfoldgicas sugerentes que la distribucién
geografica desde el Rio Maipo hacia el sur es probablemente mas continua, a pesar del hecho de
que actualmente varios rios importantes separan estas localidades, hecho coincidente que se
respalda de manera robusta en esta tesis.

La vasta documentacion sobre las razas cromosdmicas de L. monticola, y los resultados
obtenidos en esta tesis, permitieron encontrar congruencia entre algunos marcadores. Es asi como
los polimorfismos cromosomicos, las secuencias de ADN,: y los caracteres morfoldgicos y
meristicos, i) separan las razas cromosdémicas Norte (2n=38-40) y Sur (2n=34), como también
reconocer la zona de hibridacién descrita para dichas razas, ii) introgresion en todos los
marcadores, iii) la introgresién cromosdmica y genética serian bidireccionales y asimétricas,
destacando la importancia de la zona de hibridacién como nexo entre las dos razas cromosdmicas,
y iv) la zona de hibridacidn parece ser mas extensa de lo que se tenfa documentado.

Una discordancia entre algunos de los cinco marcadores independientes en esta tesis,
implica la falta de un desarrollo completo de aislamiento reproductivo con evidencia de introgresion
de cromosomas y de genes, lo que hace dificil definir los limites exactos del rango para una o mas
especies nuevas dentro de la actual distribucidn de L. monticola. Esto afiade una nueva disyuntiva
en elevar de categoria a esta especie de lagarto; en contraposicién a lo sugerido en Torres-Pérez Y
col. (2007), ya que el argumento expuesto por los autores se basa en el analisis de unos pocos

individuos de localidades aledafias a la zona de hibridacién, sin tomar en cuenta la complejidad del

conjunto de razas cromosémicas de esta especie.
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Los rios Maipo y Yeso como barreras al flujo génico

El Rio Maipo y su afluente el Rio Yeso han sido considerados como excelentes barreras al
flujo de marcadores cromosémicos mitocondriaies y morfoldgicos, los que limitarian la expansidn y
recolonizacion de algunas localidades parapétricas (Lamborot y Eaton 1992, 1997, Lamborot 1991),
a excepcion de la localidad de Yeso Sur que resulta ser un punto crucial para el flujo genético
desde la ladera sur del rio Maipo hacia el norte de este y viceversa.

Sin embargo, a la luz de los presentes resultados, estos rios no funcionarian como barreras
perfectas, ya que el grado de la barrera varia segin el marcador. Asi, en esta tesis, es posible
reconocer que son excelentes barreras al flujo cromosdmico, con excepciones de la ZH y
localidades aledafias, sélo parciales al flujo mitocondrial y caracteres morfoldgicos, pero barreras
débiles para alelos aloenziméaticos y loci de AFLP utilizados.

Los datos geoldgicos para la zona de Cajén del Maipo indican que las glaciaciones del
Pleistoceno se han desarrollado a lo menos tres o cuatro eventos diferentes, en los que las
"lenguas” glaciares desde los Andes alcanzaron los valles centrales {Briiggen, 1950). Aunque hay
algunas discrepancias en la datacion de las lenguas glaciares en Chile central, el desarrollo de estas
lenguas podrian haber actuado como barreras e interrumpido el flujo génico entre los eco-demos
Norte y Sur, antes del origen de los rios. Es por ello gue la ZH podria haber cambiado
dramaticamente con los factores histéricos y geograficos (Lamborot 1991), permitiendo, en algunas

instancias, a las razas estar separadas alopatricamente y en otras de manera parapatricamente por

los rios Maipo y Yeso.
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CONCLUSIONES

1.- Anélisis cromosdmicos y morfoldgicos son bastante claros para mostrar la presencia de una

estructuracion geografica, con la presencia de razas y una zona hibrida en un inicio circunscrita a
una zona.

2.- Andlisis del ADN,x muestran la presencia de las dos razas genéticamente muy diferentes,
existiendo en la zona hibrida individuos con haplotipos de cada regidon. De forma interesante,
algunos individuos de las zonas donde estan las razas tienen haplotipos tipicos de la otra raza lo
que indica un posible efecto de migrantes e hibridacion en esa zona.

3.- Los analisis morfoldgicos muestran diferencias claras entre las razas cromosdmicas y también

con los hibridos, los cuales poseen formas intermedias. Esto refuerza la idea de las razas delineadas
genéticamente con una zona hibrida.

4.- Los analisis realizados con marcadores nucleares (aloenzimas y AFLP) no muestran una
segregacion tan clara de las razas y la zona hibrida. Si bien, los loci de AFLP muestran una cierta
diferencia que separa la raza norte con la raza sur-hibrido y las aloenzimas muestran cambios en el

numero de alelos (intermedia en la zona hibrida) y en las heterocigocidades (aumento del He) no
es posible establecer claramente los grupos.

5.- A la luz de los resultados es posible indicar que las razas cromosdmicas existen, la zona hibrida

es geograficamente delineada y que es posible la existencia de introgresion posiblemente facilitada
por la migracion de machos.
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Anexo 1

Listado con las localidades, individuo y diagndstico cromosémico sélo para los pares cromosdmicos

polimdrficos de Liolaemus monticola. Destacado en negro individuos hibridos cromosomicos. MRI= MAS, RCL e
ING; QST= QNS y STA
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Anexo 2
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Frecuencias alélicas de los 7 pares de cromosomas polimdrficos de Lioleamus monticola para los 9 eco-demos.
Heterocigocidad esperada (H exp.); heterocigosidad observada (H obs.); Zona Hibrida (ZH). En negro las
localidades que presentan polimorfismos Unicos. Pares 1 y 5 resultaron ser monomarficos.
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Anexo 3

Frecuencias alélicas de los 7 pares de cromosomas polimérficos para las razas de Lioleamus monticola.
Heterocigocidad esperada (H exp.); heterocigosidad observada (H obs.); Zona Hibrida (ZH). En negro alelos
Unicos para cada raza cromosdmica. Pares 1y 5 resultaron ser monomarficos.

Norte
Par2 ad Norte  ZH Sur Par3 mod. 1 Norte ZH Sar
o 1000 1000 1000 0.986 o 0270 0385 0804 0973
- - - (-0.000} {0.271)  (0.080) {D46T) {-1.000)
sgp 0000 0000 0000 0.013 so 0728 061 0095 00w
) ] ) (0.000) 0.271)  (0.060) (0.467)  {~1.000)
Hesp. 0000 0000 0000 002 Hesp. 0395 0473 0172 0052
Hobs, 0000 0000 0000 0027 Hobs., 0291 0447 0095 0000
Norte
Pard wod 1 Norte ZH Sur
o 0000 0008 078 0888
() ¢1000)  (-0.250)  (-0.000)
g 1000 0880 0214 00N
() (1000) (02500 (-0.000)
Hesp. 0000 G018 0338 0026
Hobs. 0000  ©000 0428 0027
Norte Morte
Par i Norte ZH Sur Par7 iod. 1 Norte  ZH Sur
o 0791 DS9S 1000 1000 oo DTOB 1000 1000 1000
0.252) (0.000) {9 ) 0403 (4 “ 9]
o D208 0.004 0000 0.000 o 0281 0000 D000 0.000
{0252} {0.000) ] {8.103) (9 {) )
Hesp. 0329 0009 0000 00G0 Hesp. 0413 0000 0000 0000
Hobs, 0250 0008 0000 0.000 Hobs. 0305 0000 0000 0.000
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Anexo 4

Listado de las localidades, individuos v los 7 loci aloenzimaticos para Liolaemus monticola utilizados en este

estudio
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AAT AMAN PoM
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Anexo 5

Frecuencias alélicas de los 7 loci aloenzimaticos para las localidades de Lioleamus monticola. Heterocigocidad

esperada (H exp.); heterocigosidad observada (H obs.); Zona Hibrida (ZH). Destacado en negrita alelos Unicos
por localidad (hibridizimas).

AT HCOS  NMOD  NAND _ HICA) ZH__ SCA)  SCOS  SAMD aMAN  NCOS  NMOD NANMD  NCA) ZH  SCA)  SCOS  SAND
100 0025 0000 0000 0409 0434 0105 0000 0000 g 0440 0045 0.2162 0445 0420 0230 0152 0.000
(-0.018) () () 0.219) (-0.578) (0.175) (9 o] {-0.009) (1.066) (0.057) 0.733) (0.262) (0.183) {(0.294) ()

apg 0932 0875 0888 0508 04T 0723 0833 0810 s0 O780 095 0783 0554 0680 0769 0807 0950
(-0.064) (0.058) (-0,000) {0.426) (0.375) (0.158) (0.227) (-0.220) (-0.170) (1.000) (0.057) (0.733) (0101} (0.153) {G.294) (-0.036)

300 00424 0006 0011 00818 0065 0171 0166 0.189 o 0078 0000 0000 0000 0340 0000 0000 005
(-0.038) (0.000) (-0.000) {0.162) (-0.046) {0.178) {0.227) (-0.220) 0077 ) ) ) (03 () ) (0038

40 0000 0125 0000 0000 0000 0000 0000 0.000 sop 0000 D000 0000 0000 0,020 0000 0000 0.000
) (o0s8) (o) ) &) 9] ) ) ¢) ) ) ) (0.000) () ) (-}

g0 0000 0000 0000  0.000 0.021 0000 0.000 0000 500 0000 0000 0000 0000 0.040 0000 0.000 0.000
- ) () () (-0.000) () ) ) ) [0} ) ) _{1.008) () ) )

Hexp. 0128 0218 00 0.566 0577 0435 0.277 0.306 Hexp. 0364 0.086 0338 0494 0501 0355 0310 0.095
Hobs. 0.135 0.208 0.022 0.4900 0826 0368 0222 0378 Hobs, 0403 0.000 0.324 0.135 0.440 0.307 ©.231 0.100
PGM  HCOS HNMOD NAND  HCA) ZH SCA]  SCOS  SAND PGI  ROB  CaM DOR CON COS SAL  FAR  ARR
jpp 0000 0000 0000 0018 0000 0000 0107 0.000 o0 0500 0010 0011 0000 0000 0000 0000 0000
-} ) () (840 () (0.083) (3} (8.000) (0.000) (-0.000) () 9} ) ) (

opp 0000 0010 0011 0019 0000 0051 0343 0000 spp 0404 0989 0011 0202 0367 0077 0411 0186

(-} (-0.000) (-0.000) (0.010) (-} (0483} {-0.130) (3} {0.913) (0.000) (-0.000) (0.153) (0.578) (0.200) (1.000) (0.908)

s00 0989 0955 0999 0961 0963 099 0750 1060 0 0553 0000 0877 0755 073 0872 075 0814

(0.000) (-0.033) (-0.000) (-0.041) (1.000) (0.483) (-0.300) () {0.831) {3 (-0.012) (0.032) (0678} (0.323) {(0.286) (0.908)

aop OO0l 0031 0000 0010 0037 0000 0000 0000 4o 0032 0000 0000 0043 0.000 0051 0439 0000
(-0.000) (-0.022) (-}  (0.000) (1000} () () [ (0022 (] () 0034 (3 (0483 (0.133) (7}

Hexp. 0022 0081 0023 0093 0071 0097 04056 0000 Hexp. 0520 0.021 0.045 0.387 0.3%1 0231 0406 0302
Hobs, 0022 0.08 0023 0096 0000 0051 0500 0000 Hobs. 0106 0.021 0.046 $.362 0133 015 0278 003

SO0 NCOS MMOD  HAMD  NCA) ZH SCA)  SCOS SAND PEP  HCOS NMOD  HNAND  NCAY In SCA) SC0S  SAND
100 0.000 0000 0000 0084 0181 0068 0.000 0.000 100 9420 0053 0155 0136 0278 002 0083 0.000

o) 0 ) @se) 0% 0m () ) ©063) (085 (0373) ©2B) ©.732 (0.015) (909) ()

o 0967 1000 1000 093 0812 0932 1000 1000 apg 0790 083 0845 0493 0667 0721 083 0845
{1.000) & () (0.648) (0909 (0791} () () {0015) (0.651) (0.373) (0.082) (0677 (0.211) (-D.034) (0.087)

s0 0033 0000 0000 0000 0000 0000 0.000 0000 o 00% 0000 0000 0381 005 0250 0000 0155
(1.000) (3 ) ) ) (@) [ONERG)] ©.155) () () (0325 (0.858) (0.308) ()  (0.087}

Hexp.  0.063 0000 0000 0120 0296 0126 0.000 0.000  Hexp. 0353 0117 0262 0803 0475 0417 0117 0282
Hobs. 0000 0000 0000 0043 0028 0027 0000 0000 Hobs. 0340 0042 0167 0475 0198 0324 0125 0.241

LDHa NCOS NMOD NAND  NCA ZH  SCAJ 5005 SAND
jop 1000 L1000 1000 0879 0831 1000 1000 1000

G0 () (po1s (0061 (5 () 3
o 0000 0000 0000 0021 0065 0000 0000 0000

) £ () (0015 (0081) () () &
Hexp. 0000 0600 0000 0042 G120 0000 0.000 0.000
Hobs, 0000 0000 0000 0043 0133 0000 0000 0.000
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Frecuencias alélicas de los 7 loci aloenzimaticos
Heterocigocidad esperada (H exp.);

Anexo 6

negro alelos Unicos (hibridizimas) por raza.

AAT Norte Mod. Norke ZH Sur [aMAN Norte Mod, Norte ZH sSur
100 0.000 0152 043¢ 0.043 100 0.045 0.250 0.125 123
{} (G412} (-0.578) (0.2213 (1000}  (0.367) (0.258) (0.269)
200 0.878 0799 0478 0779 200 0.954 0.719 2.666 0,855
(0.058)  (0G.506) (-0.37%) (0.036) (-1.000;  {0.261) (0.084) (0.18%)
200 .000 0.047 0.065 0177 300 G.000 0.030 4.145 0.0t
) (0.093) (-0.048) (0.011) 3 (-0.028) (-0.1507 {-0.015)
400 0.125 G006 0.000 0.066 400 4000 O.{}_ﬁ(} 0.020 0000
{0.058) 3 ) ) ) (3 (0.000) (9
500 0.000 008 6.021  0.080 500 G.000 0.'{)&0 0.041 0000
i {1 (-0000) (- - {3 -1000 (-}
Hexp. 0218 0335 0577 0358 [Hexp.  0.086 0.419 0516 0253
H obs. 6.208 0,187 (826 0,344 |H obs. 0,000 0.300 0.458 0202
PGM NorteMod. Norte ZH Sur PGI  Norte Mod. Norte 2ZH Sur
100 (J'.B?G 0.007 0000 o017 100 0.016 5007 0000 8.000
(<} {-0.004) {3 (D012 {0.006) {-0.004) {9 ]
200 0.018 0.010 0000 0046 200 0.98% 0210 0.266 0.126
(-0.806)  {-0.007) (-} (G.219) ¢0.000)  {0.653) (0.678) {0.754)
06 0.958 0.97% 0963 0936 300 0.006 0.757 0733 084
(-0.833;  (-0.022) -1.000 (0.132) {3 (0.549) (0.678) (0.549}
400 ¢.031 4067 0.037  0.000 400 0.000 0.025 0000 Q.049
(-0.0223  {-0.004) -1.000 {-} {-} 0022 {3 (0187}
H exp. 0.080 0.048 0.07f 0120 |Hexp. $.021 0.381 0391 0.307
H obs. ¢.083 0.049  0.000 0.103 |H ohs. 0021 0,173 0,133 .13t
PEP  Notte Mod. Nerte ZH Sur SOD  Norte Mod, Norte 2ZH Sur
100 0.062 0.136 0277 4.00% 100 0.0006 0.026 0,185 0026
(0.851)  (0.240) (0.732) (-0.620) (-} {0.659) (0.908) {0.797)
200 0.937 0.683 0666 0810 200 1.006 3961 0.81a 0.973
(0.651)  (0.218) (0.677) (0.183) ) (0.761) (0.908) (0.787)
100 0.000 0.180 005% 0169 300 0.000 8.011 D0.000 0.000
{-) {0.416) (0.558) (0.269) (- -1.680 () £}
H exp. 0117 0,482 0475 0.316 |{Hexp. 0.000 0075 0302 (4051
H obs, 0.041 0.346  0.148  0.253 |H obs. 0.000 G017 0028 0010
LDHa Norte Mod, Norte ZH Sur
100 1.000 0.991 0.928 1.000
{-3 {-0.006) [-0.082) {4
200 0.000 0.008 D071 0.000
i ) (0008} (-0.063% ()
H exp. 3.4000 0.017 0.132 4.008
H obs. 0.000 0.017 0.142  4.000

para las razas cromosdmicas descritas de Lioleamus monticola.
heterocigosidad observada (H obs.); Zona Hibrida (ZH). Destacado en
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de la secuencia del cit b de L.

Ir

Anexo 7
rficos entre 41 haplotipos obtenidos a part

tios polima

Sl

Variacion de 131
monticola, mostrando sélo sitios variables. Por cada haplotipo (H) se indica el nimero de individuos que

presentan cada forma haplotipica (N). Las razas cromosdmicas estan separadas por una linea horizontal.
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