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Resumen

El complejo, Liolaemus monticola, (von Miilier y Helmich, 1932), endémico de Chile, presenta
una alta variacion cariotipica (2n=32 a 2n =44) y numerosas razas cromosomicas distinguibles por
mutaciones como translocaciones complejas, incremento de microcromosomas y de macrocromosomas,
entre otras. Este grupo posee altos niveles de polimorfismo cromosémico, zonas de hibridacién
interraciales y un gradiente citogenético clinal de complejidad creciente de sur a norte. A la fecha, no se
ha reafizado una caracterizacién y comparacién citogenética de una nueva raza de L. monticola, en el
extremo norte de su distribucion geografica.

Con esta finalidad se analizd un total de 64 individuos pertenecientes a 9 localidades al norte del
Rio Petorca. Se utilizo una aproximacién que consideré el uso de polimorfismos cromosémicos, y
marcadores independientes como: caracteres morfoldgicos, y genéticos-moleculares (ADNmt y loci
aloenziméticos), comparados con individuos representativos de cinco razas restantes.

Los andlisis a nivel cromosémico muestran una clara diferenciacién de esta raza dada por
rearreglos cromosoémicos diferentes a los documentados en este complejo, junto con una disminucién del
niimero cromosémico diploide, internumpiendo el patrén creciente de cambios cromosémicos ya descrito
para- las otras poblaciones. Se confirma que el Rio Petorca constituye una barrera efectiva al flujo
cromosomico interracial. Se discute el posible origen cromosdmico de esta raza considerando los distintos
tipos de variacién a nivel de los andlisis estadisticos de morfologia, secuenciacién de C);t b, y
aloenzimaticos, los que en conjunto, revelan patrones de similitud con las razas geogrificamente

proximas,




Summary

Liolaemus monticola (von Miiller and Helmich, 1932), is a Chilean e;ndemic, complex, that
shown high karyotypic variation (2n = 32 to 2n = 44) and numerous mutations distinguishable by
chromosomal races as complex translocations, increased microchromosomes and of macrochromosomes,
among others. This group has high level of chromosomal polymorphisms, areas of interracial
hybridization and cytogenetic cline of increasing complexity gradient from south to north. However, there
is not a cytogenetic characterization and comparison of a new race of L. monticola, northern end of its
range.

For this purpose we used 64 individuals from 9 locations north of the Petorca River.
Morphological, and genetic-molecular (mtDNA and allozyme loci) compared with individuals
representing five remaining races: an approach that considered the use of chromosomal polymorphisms,
and was used as independent markers,

The analysis at the chromosomal level show a high differentiation given by chromosomal
rearrangemments race ever reported in this complex, along with a decrease diploid chromosome number,
interrupting the growing pattern of chromosomal changes already described. It is confirmed that the
Petorca River is an effective barrier to interracial chromosomal flow. The possible chromosomal origin of
this race is discussed considering the different types of variation in terms of the statistical analysis of
morphology, sequences of cytochrome b, and allozymes, that revealed patterns of similarity with

geographically close races,

vii




1. Introduccion.

Uno de los objetivos fundamentales de la investigacidn biolégica en las tltimas décadas,
es avanzar en la comprensién de los procesos evolutivos y elementos genéticos subyacentes a la
especiacion. El proceso histérico de la especiacion implica la formacién de nuevas especies e
incremento en la biodiversidad. Aunque el concepto de’ especie es clave en Biologia, no existe
un acuerdo conceptual, y numerosas son las definiciones propuestas por especialistas de diversos
campos como la: genética, citogenética, zoologia, paleontologia, ecologia, biogeografia, entre
otros. Las especies son unidades fundamentales de la biologia, sin embargo los diferentes
conceptos existentes no son completamente compatibles entre si (de Queiroz, 2005). Por otro
lado, no hay cuestionamiento en el hecho de que las especies son entidades reales y representan

distintos grupos o linajes evolutivos (Marshall et al. 2006).

* Numerosos modelos de especiacion, en general los basados en el concepto bioldgico de
especie, se clasifican sobre la base de la distribucién geografica actual de las poblaciones, por
ejemplo: alopétrica, parapétrica, simpatrica, estasipétrica, y otras. En la prictica esto no es
simple, pues las relaciones geogrificas suelen cambiar durante la evolucién hacia nuevos

equilibrios (Endler, 1977).

Entre los numerosos intentos de definicion de especie, esta el concepto biolégico
de especie (CBE) el cual se refiere a “un grupo o poblacién natural de individuos que pueden
cruzarse entre si, dando progenie fértil, pero que estdn aislados reproductivamente de otros -
grupos afines (Dobzhansky, 1937; Mayr, 1942, 1963). Ademas las’ especies son sistemas de
poblaciones donde el intercambio de genes es limitado o impedido en la naturaleza por un
mecanismo de aislamiento reproductivo, o tal vez por una combinacién de estos (Dobzhansky,

1970).




Por ultimo, una especie es considerada también una unidad genética v una reserva
genética, mientras que el individuo es un recipiente temporal que lleva consigo una parte de esta

reserva genética por un corto tiempo (Mayr, 1963).
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1.1 Mutaciones Cromosémicas y Especiacidn

Los cromosomas de un organismo, o cariotipo, ya sea mitdtico o meidtico, son
considerados en su conjunto caracteres de alta determinacién genética; heredables de generacién
en generacion y en general considerados especie-especificos (White, 1978). Ha sido
ampliamente reconocido que varias especies relacionadas entre si, entre ellos los Iguanidos,
(Hall 1973, 2010; Paull et al. 1976) pueden diferir en las caracteristicas cariologicas hasta grados
extremos (Bush et al. 19%7, White, 1978). Estas diferencias tienen implicancia en la
reproduccion, fertilidad y evolucién (Dobzhansky 1935, Baverstock et al. 1983, Marshall y Sites
2001, Claumann et al. 2004). Las mutaciones cromosémicas, ya sean numéricas o estructurales
como las duplicaciones, deleciones, inversiones, translocaciones simples y/o complejas (fisiones
y [usiones céntricas), pueden afectar la fertilidad de los hibridos cromosémicos, promoviendo la
diferenciacién de individuos de una poblacién, estableciendo diversos grados de barreras al flujo
génico y eventualmente originando una nueva especie (King, 1993, Lamborot, 2008). Asf, los
cambios citogenéticos pueden jugar un importante papel en la especiacidn, existiendo varios
modelos cromosémicos que podrian explicar esta relacién en términos de especiacién (Hall,

1973; White, 1978; King, 1993).

Es importante considerar que una mutacién cromosémica originada en la linea germinal,
debera superar las barreras mei6ticas conducentes a gametos viables, desaparecer o establecerse
y perpetuarse ya sea en heterocigosis u homocigosis, para luego expandirse geogrificamente

(King, 1993). El grado de anomalias mei6ticas, como las aneuploidias entregan una estimacién




e e

de las diferencias genéticas y cromosdmicas estructurales y/o numéricas entre individuos
(Lamborot, 1993, 2008). Para evidenciar la evolucion cromosémica como posible contribuyente
a la especiacion, es necesario ampliar el conjunto de dates, utilizando marcadores independientes
(citogenéticos, morfoldgicos, genético-moleculares), y considerar aspectos poblacionales de:
estructura, tamafio, dindmica, variabilidad cromosdmica y genética, flujo cromosdmico y génico,

etc,
1.2 Hibridacion e Introgresion Cromosémica

Ll proceso de hibridacion natural ha Illamado la atencidén de botanicos, zodlogos y
genetistas. Ha sido estudiado a nivel taxonémico y sistemético utilizando variados marcadores,
como por ejemplo los cromosomas. Se acepta que su deteccién entre poblaciones geograficas
divergentes es un medio 1til, tanto para determinar el estatus taxondmico, como para deducir
modos de especiacién (Mayr, 1963; Hewitt, 1988, 1989; Lamborot, 1993), Actualmente, la
hibridacion se considera como un fendémeno comiin en la naturaleza (Arnold, 1997), y que
provee una oportunidad para la investigacion de la arquitectura genética y cromosémica de las
especies. Las zonas de hibridacion pueden ser primarias dado por un origen incipiente de
organismos diferenciados entre si, en un mismo territorio (simpatria, parapatria) y secundarias
cuando existe contacto entre las formas diferenciadas luego de su divergencia en alopatria
{Harrison, 1990). La hibridacién y la introgresién se traducen en un traspaso de genes y
cromosomas entre organismos genéticamente diferenciados que incrementan la diversificacién
genética al producir una amplia variedad de genotipos resultantes de cientos e incluso miles de
generaciones de recombinacién. Més aln, las zonas de hibridacion pueden ser fuente de
incremento de las tasas de mutaciones al representar barreras semi-permeables al intercambio de

genes (Naviera y Fontdevila, 1985; Harrison, 1990; Vasquez et al. 2007).




1.3 Raza Cromosomica

Una raza corresponde a una o més poblaciones de organismos que, a pesar de pertenecer
a la misma especie, difieren entre si con respecto a las frecuencias de alelos alternativos para un
numero de loci. (Mayr, 2002). Estas diferencias pueden determinar que las poblaciones se

encuentren parcialmente aisladas unas de otras y durante un tiempo suficiente para que se

desarrolle una diferenciacién genética y eventual especiacidn. (Searle 1984; Lamborot, 2008).

En los casos donde existe evidencia de hibridacién cromosdmica resulta efectivo utilizar
el concepto de raza cromosomica propuesto hace varias décadas, incluso usado a menudo como
sindnimo de subespecie en distintos organismos. A nivel de la citogenética, una raza
cromosdmica o cariotipica se puede definir como: cualquier forma homocigota o heterocigota
que tiene distribuci6n alopatrica, parapétrica o sin}pétrica en relacién a otras formas y que posee
un cariotipo caracteristico en un area geogréfica particular (Searle, 1984; Searle et al. 2010). Los
avances obtenidos en las técnicas genético-moleculares como la secuenciacion de genes ha
permitido un amplio desarrollo en la resolucién de aspectos genéticos de la especiacion, no
solamente en estudios de laboratorio, sino que también han sido abordados en poblaciones
naturales de diferentes organismos; en el caso de los iguanianos destacan en América los
géneros Sceloporus, Anolis y Liolaemus (Hall, 1973; Webster et al. 1972; Lamborot, 2008), con

un gran nGmero de especies que concentran la mayor variedad cromosémica de esta Familia.




1.4 Marcadores independientes: cromosémicos, genético-moleculares y morfoldgicos

Los diferentes tipos de marcadores genéticos independientes como: los cromosomas, los
genéticos-moleculares tanto de origen nuclear (Aloenzimas, Microsatélites, AFLPs, etc.), como
citoplasméticos (Citocromo b, Region D-loop, Citocromo Oxidasa 1, ete.) y los morfoldgicos,
constituyen valiosas herramientas para estudiar procesos de hibridacién o separacién de razas,
cepas, especies o grupos taxonomicos mayores. En general, estos marcadores, permiten
evidenciar la presencia de variantes o polimorfismos a nivel de ADN, cromosomas, y morfologia

- , 3. . . .r . . .
producidos por algin tipe de mutacién y/o recombinacion en las poblaciones a través del tiempo

evolutivo.

Los cromosomas son estructuras complejas compuestas principalmente por ADN, ARN
y nucleoproteinas. Presentan variaciones de subestructuras especializadas como el centrémero,
constricciones secundarias, regiones organizadoras del nucléolo (NORs), entre otras. Se han
utilizado en estudios comparados de cariotipos, en andlisis de diferencias y semejanzas entre
especies filogenéticamente relacionadas, estimacion de tasas mutacionales y diagndstico clinico.
El estudio detallado de los cromosomas con técnicas cldsicas y de: bandeo, fluorescencia,
hibridacién in situ, inmunocitoquimica, etc., ha permitido la asignacion y posicién de genes en
determinados cromosomas, con el fin de comprender el mecanismo de las mutaciones

cromosomicas, complementando los estudios de cariologia comparada.

Diversos estudios filogeograficos se basan en la secuenciacion de regiones o genes
mitocondriales, uno de ellos es el Citocromo b (Cyt b), con recombinacién pricticamente nula y
herencia estrictamente materna, salvo excepciones. La filogenia a partir de los haplotipos del Cyt

b, y la demografia poblacional estdn intimamente relacionadas,' siendo las variables




demograficas factores decisivos que gobiernan la formna, la profundidad y los patrones

demograficos de los genes (Avise, 2000; Torres-Pérez et al 2007).

Las aloenzimas son protefnas con actividad enzimética que pueden presentar formas
alélicas alternativas entre individuos expresandose de forma codominante. En genética, ha sido
por déca;das una técnica 0til para resolver aspectos sistemdticos y evolutivos de diferentes
organismos, entregando datos cualitativos y cuantitativos aplicables a distintos niveles
taxonomicos, permitiendo inferir relaciones filogenéticas entre poblaciones conespecificas y
entre especies diferentes (Wiens y Servedio, 2000). En particular, puede dar cuenta de alelos
nuevos o mutaciones, llamados “hibridizimas” (Woodruff, 1989; Véasquez et. al. 2007). Los
patrones aloenziméticos se han aplicado en estudios de variados organismos por ejemplo:
crustaceos (Espinosa et al. 2003), reptiles (Hall y Selander 1973, Vésquez et al, 2007; Paez,

2010), insectos (Acosta et al, 2001), entre otros.

Los métodos de andlisis de caracteres morfologicos (morfométricos y meristicos),
ampliamente utilizados en sistematica, estdn basados en diferencias fenotipicas observables y
ofrecen varias ventajas sobre los métodos moleculares, en particular cuando estos no pueden
aplicarse. Son considerados un enfoque de aproximacién barato y sin uso obligado de material
fresco, ademds permite un muestreo taxonémico cuidadoso, evaluando la posible evolucién de
caracteres con alto valor filogenético. En sistemética, permiten comparar las distribuciones de
caracteres enfre muestras geogréficas y delimitar las diferencias diagnésticas a nivel de
inc}ividuos entre las poblaciones (Wiens y Servedio, 2000). En algunos casos, estas-diferencias
pueden indicar una ausencia del flujo génico entre taxones, zonas de hibridacion, y la presencia

de dos o més especies.
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1.5 Antecedentes del complejo Liolaemus monticola

Liolaemus, es un género con més de 225 especies (Lobo et al, 2010), que se encuentra
distribuido en el cono sur de Sudamérica, desde Ecuador a Tierra del Fuego (Cei y Videla,
2002). Este género es morfologicamente variable y muestra una gran versatilidad ecolégica
(Donoso-Barros, 1966). En Chile se distribuye desde Arica (18°20°S) a Magallanes (56° S),
habitando variados ambientes climéticos y distintas altitudes. Cuenta con unos 85 taxa, entre
especies y subespecies, con més de un 63% de endemismo (Veloso y Navarro, 1988; Pincheira-
Donoso y Niifiez, 2005). La geografia fisica de Chile ha contribuido en el aislamiento de las
especies de Liolaemus de sus congéneros de Sudamérica, mis afin y en un tiempo geoldgico,
varias zonas dejan ambientes que facilitan la colonizacion de la herpetofauna, que en Chile ha
alcanzado un notable predominio tanto en abundancia como en variabilidad (I.amborot 2008).
La radiacidén adaptativa de Liolaemus ha generado variados patrones morfolégicos (Harmon et
al. 2003, Schulte et al. 2004, Vidal 2005, Pincheira-Donoso y Nifiez, 2005), cromosémicos
(Lamborot, 1993, 2008), genéticos (Morando et al. 2004; Vasquez et al. 2007) y de evolucion
molecular (Schulte et al. 2000; Torres-Pérez y Lamborot, 2008). Liolaemus, pertenece al
Infraorden Iguania, y desde el punto de vista cromosémico, tal como sucede en aves y reptiles en
general, presenta macrocromosomas (M) y microcromosomas (m), y dotaciones diploides de
2n=36 (12 M + 24 m) esta formula cromosémica es considerada primitiva en reptiles (Olmo
2005, Olmo et al 2002). Esta formula varfa en Liolaemus a 20=32 (12 M + 20 m) 6 2n=34 (12
M - 22 m) debido a una o dos fusiones céntricas entre dos o cuatro pares de microcromosomas

(Espinoza y Formas, 1976; Lamborot et al.1979).




Liolaemus monticola (von Miller y Hellmich, 1932), es una especie endémica
montafiosa y saxicola de Chile, de amplia distribucion geografica (30° S y 40° Lat. 8), y
altitudinal desde 400 hasta 2000 msnm (Donoso-Barros, 1966; Lamborot et al. 2003; Torres-
Pérez, 2004). Habita la Cordillera de los Andes (Donoso-Barros, 1966; Lamborot et al. 1981),
Cordillera de la Costa y la Cordillera Transversal (Lamborot y Alvarez-Sarret, 1993). Forma
comunidades relativamente numerosas y tiene habitos alimentarios insectivoros (Donoso-Barros,
1966). A nivel citogenético es altamente polimérfica presentando caracteristicas interesantes,
como: i} un gradiente latitudinal de diversidad cariotipica de complejidad creciente de sur a '
norte, ii) existencia de varias razas cromosémicas, iii) mutaciones cromosémicas intra e inter
raciales como fisiones céntricas, inversiones pericéntricas, translocaciones, aumento de tamafio
de los macrocromosomas y/o de los pares de microcromosomas, iv) alta tasa de polimorfismos
cromosdmicos y v) varias zonas de hibridacion parapétricas (Lamborot, 2008). Todos, estos

aspectos Ja convierten en un organismo tinico y modelo en el género (Lamborot, 1993).

A la fecha, se han mencionado siete razas cromosémicas para el complejo L. monticola
(Fig.1): “Raza Primitiva, 2n= 32" (Lamborot, 1991, 2008); de cariotipo conservativo para
Liolaemus, “Raza Sur, 20=34" (Lamborot, 1991; Lamborot y Alvarez-Sarret 1993), “Raza
Norte, 2n= 38 a 40” (Lamborot y Alvarez-Sarret 1993; Lamborot 2001), “Raza Norte
modificada 1 2n=38 a 40", (Lamborot et al. 2012), “Raza Multiples Fisiones 1 2n= 41 a 447
(Lamborot et al. en preparacién), “Raza Multiples Fisiones 2 2n= 41 a 44” (Lamborot 1998;
Lamborot et al. en preparacion). Los mimeros de microcromosomas varfan entre 20 y 24. Una
nueva raza llamada “Norte Modificada 2”, es mencionada someramente a partir de evidencia

mitdtica y meidtica (Lamborot 2008) y debe ser estudiada en detalle,




33" vaLParaiso

Figura 1. Mapa de Chile Central esquematizando la distribucién geografica de las razas cromosdmicas de L.
monticola. Se indican los principales rios que separan a estas razas. En Azul: Raza Sur 2n=34, Amarillo: Raza Norte
2n=38-40, Naranjo: Raza Norte Modificada 1 2n=38-40, Purpura: Raza Multiple Fisiones 1 2n=41-44, Rojo: Raza
Multiple Fisiones 2 2n=41-44, Verde: Nueva Raza Norte Modificada 2.

Los diversos estudios citogenéticos (Lamborot 1991, 1993, 1998, 2001; Lamborot y
Alvarez—San‘et, 1993, Astete 2011), morfologicos (Lamborot y Eaton, 1992, 1997: Lamborot et
al 2003), biogeogréficos, genéticos (Vasquez et al. 2007, Paez 2010; Aravena 2013) y
filogeogréficos (Torres-Pérez et al. 2007), avalan la hipétesis de que las razas derivadas trazarian
su evolucion de sur a norte, y que esta colonizacion, iniciada por la raza sur, posiblemente
origind a las razas derivadas siguiendo un proceso en cascada, que incluye colonizacion,
hibridacion y reemplazo (Lamborot, 2008). Estos estudios han permitido mapear la distribucion

geogréfica de las razas cromosdmica, detectar la existencia de rios como barrera y de varias




zonas de hibridacion interraciales, que actuarian como barreras semipermeables al flujo de

genes.

Las caracteristicas anteriormente expuestas para esta especie proporcionan un escenario
ideal de experimentos naturales para apoyar estudios comparativos y analiticos del papel que
juega la variacién cromosémica en su ambito distribucional, la presencia de zonas hibridas y los
modos de especiacion en la filogénesis y el éxito evolutivo del complejo Liolaemus monticola.
Los aspectos mas importantes de este estudio son: i) caracterizar cromosémicamente a los
individuos y localidades ubicadas al norte del Rio Petorca, ii) determinar su delimitacién
geogrifica, iii} proponer una nueva raza para esta especie, iv) establecer las relaciones
cromosdmicas evolutivas que tiene con las razas ya descritas al sur del Rio Petorca, v) la
utilizacién de marcadores independientes para caracterizar y comparar a este grupo de
individuos y/o razas vi) la posibilidad de continuar completando décadas de estudios en este

importante complejo de evolucion cromosdmica.

1.6 Hipdtesis de trabajo

Los cromosomas de los individuos de la regién del limite septentrional de la distribucién
de Liolaemus monticola exhiben un pairén de complejidad creciente y acumulativo, de Sur a

Norte. Esta continuidad citogenética concordaria con la diferenciacion morfolégica y molecular

de las razas descritas y geogrificamente préximas.
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1.7 Objetivos

Dada Ia alta variabilidad cariotipica del complejo L. monticola (2n= 32-44), se ha
sugerido que la evolucién cromosémica es un proceso recurrente en este grupo, siendo posible
evaluar su rol en los procesos de diferenciacion y/o especiacién. De acuerdo con esto se plantean

los siguientes objetivos:
1.7.1 Objetivo general

Caracterizar la variacién cromosdmica intra e inter poblacional para los individuos del

limite de distribucién septentrional del complejo L. monticola.
{

172 Objetivos. especificos

1. Determinar el grado de diferenciacion cromosémica poblacional de los

individuos de las localidades al Norte del Rio Petorca.

2. Comparar cromosémicamente estos individuos con las restantes razas

cromosomicas descritas.

3. Interpretar la posible congruencia entre la diferenciacion cromosémica de estos
individuos, con la diferenciacion de marcadores morfoldgicos y genético-moleculares utilizados

a nivel racial.

11




2. Materiales y métodos

2.1 Obtencion del Material Biologico

Los individuos de . monticola analizados en esta tesis provienen de 19 localidades de
Chile central (Tabla 1) representando cuatro razas cromosémicas, dos de ellas ya descritas.
Durante el desarrollo de esta tesis fue necesario incorporar ademas la informacién ya publicada
de las razas Sur 2n= 34 y Norte 2n= 38-40 para fines comparativos. El procesamiento de cada
¢jemplar se llevd a cabo en el Laboratorio de Citogenética Evolutiva de la Facultad de Ciencias
de Universidad de Chile. I.a zona estudiada corresponde al limite de la distribucién septentrional
de este complejo (Figura 2), en la Regién de Coquimbe comprendida entre los 31°'y 32°53 'S, y
los 70° 26' y 71°13'0. En el sur estaria delimitada principalmente por el Rio Petorca (Lamborot

et al., en preparacion).

La mayoria de las muestras utilizadas de L. monticola corresponden a material
preservade durante las Ultimas tres décadas, ya sea fijadas en preparaciones citogenéticas,
individuos conservados en formalina y/o alcohol, y tejidos conservados a -80°C, Los individuos
recolectados fueron trasladados en condiciones apropiadas desde su lugar natural a terrarios bajo
condiciones adecuadas (fuz, temperatura, agua, etc.) hasta su sacrificio con una inyeccidén de
uretano en el ojo pineal, previa inyeccién de colchicina dos horas antes de su procesamiento. Se
procedid asi a la diseccion del animal bajo lupa, y a la extraccién de muestras de tejidos para
anélisis de cromosomas, proteinas y ADN. El resto del ejemplar fue etiquetado y conservado
para estudios morfoldgicos. Los ejemplares se encuentran en la Coleccion Herpetoldgica,

Laboratorio de Citogenética Evolutiva de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
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Figura 2. Mapa de Chile Central representando las localidades y razas cromosémicas de Liolaemus
monticola centrales en este estudio: a) Al Norte del Rio Petorca: 1. Santa Virginia, 2. Salamanca Norte Choapa, 3.
Salamanca Sur Choapa. 4. Chillepin. 5. Quebrada Chinche, 6. Tranquilla. 7. llapel. 8. Tilama. 9. Culimo. b) Al Sur

del Rio Petorca: 10. Hierro Viejo, 11. EI Soldado, 12. Cerrillos, 13. Cabreria. 14. Los Patos, 15. Chalaco. 16. Rio

Rocin. 17. Lo Vicufia. ¢) Al Sur del Rio Aconcagua: 18. Rio Colorado Norte, 19. Rio Colorado Sur.
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Tabla 1. Razas, localidades. rango. posicion geogrifica y altitud de las poblaciones analizadas de L.

monticola
RAZA CROMOSOMICA  N°MAPA LOCALIDAD RANGO  POSICION GEOGRAFICA ALTITUD
MM 2 1 Santa Virginia Andino  31°28 19°S,70° 46 70°0 1447
NM 2 2 Salamanca Norte Choapa  Costers  31°47 22°S_70° 58 15°0 530
MM 2 3 Salamanca Sur Choapa  Costers  31° 47 20°S, 70° 58 16"0 528
MM 2 4 Chillepin Costero  31°49 28°S, 70°51'37°0 788
MM 2 5 Quebrada Chinche Andino  31°53 02°S,70° 38 07°0 1163
MM 2 8 Tranquilla Andino  31°57 06'S, 70° 36 26°0 1172
MM 2 7 Ihapel Costero  31° 67 07°S, 70° 36 260 1179
MM 2 8 Tilama Costers  32° 04'22°S 71° 13 050 430
NM 2 g Culimé Costera  32° 04'09°S. 71° 13430 407
MF 2 10 Hierro Viejo Costerc  32°16 75'S, 71°00' 74°0 550
MF 2 1 El Soldado Costero  32°38 32°S, 71°06 370 1030
MF 2 12 Mina Cerillos Costero 32° 37 42°S, 70°56' 25"0 1310
MF 2 13 Cabreria Costero  32°49 25°S 71°00' 1770 405
MF 1 14 Los Patos Andino  32°30'29°S 70°34'30°0 870
MF 1 15 Chalaco Andino  32° 30 04°S, 70° 34'58°0 1190
MF 1 16 Rio Rocin Andino  32°30'49°S 70°30'13°0 1200
MF 1 17 Lo Vicufia Andine  32°3542°S 70°44' 260 1300
MM 1 18 Rio Colorado Norte Andino 32°52 16°S, 70° 27 400 1550
MM 1 19 Rio Colorado Sur Andine  32°53 61'S,70°20' 08"0 1550

2.1.2 Obtencion de Cromosomas: Técnica descrita por Lamborot y Vasquez (1998)

Las placas cromosomicas fueron obtenidas a partir de muestras frescas de testiculo,
médula 6sea, higado y bazo, disgregadas en placas de Petri con una solucion isoténica (Ringer
para reptiles). La suspension celular resultante se centrifugd a 800 rpm. por 8 minutos; se
elimind el sobrenadante y se reemplazd por una solucion hipoténica (Citrato de sodio al 0,8%),
dejandose reposar por 20 minutos aprox. Se procedié a centrifugar por segunda vez por 8
minutos, se elimino el sobrenadante y se reemplazé por fijador metanol acético 3:1, se centrifugé
nuevamente por 8 minutos, y se elimind el sobrenadante. Se repitid el Gltimo paso con nuevo
fijador y se dejo caer una gota de esta suspension en un portaobjetos limpio secandose luego en
una plancheta termoeléctrica a 35 °C. Parte de estas preparaciones se tifieron por espacio de 25
minutos con solucion Giemsa al 4% y Ph 7.2. Luego se observé en un microscopio optico Nikon
Optiphot FX 35 A con cdmara fotogrifica incorporada. Las placas mitdticas y meidticas

seleccionadas fueron registradas y microfotografiadas para anélisis de quiasmas y confeccion de
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cariotipos, y se conservaron en medio de montaje DEPEX. Se utiliz6 en este estudio el archivo

de los montajes cromosomicos diploides (cariotipos) confeccionados a partir de fotos ampliadas.
2.1.3  Clasificacién de Cromosomas, Idiogramas y Cario-idiograma racial

Las medidas de longitud para cada cromosoma obtenidas con compas de doble
punta de acero y un pie de metro, tanto del brazo corto (p), como del brazo largo (q) se
expresaron en cm, y proporcionando la siguiente informacion: razén de longitud p sobre q (p/q).
longitud total de cada cromosoma (p + q), longitud promedio de cada par, nimero total de
cromosomas o naumero diploide (2n), posicion vy longitud de constricciones secundarias y de

satélite, e indice centromérico (IC), calculado como:

longitud brazo corto (p) =il
longitud total (p+ q)

El IC determina la posicion del centromero, y la correspondiente nomenclatura
cromosémica segun la clasificacion de Levan et al. (1964), estableciendo los siguientes rangos
de valores para este indice de la siguiente manera: para cromosomas con centrémero de
localizacidn terminal, la denominacion es telocéntrico (t) con valores de IC de 1 a 12.5, cuando
la localizacion es sub-terminal, se clasifica como subtelocéntrico (st) con IC de 12.5 a 25, para
centromeros en ubicacion submedial o submetacéntrico (sm) el IC va de 25 a 37.5, y en el caso

de localizacion medial el cromosoma se denomina metacéntrico (m) con IC de 37.5 a 50.

A partir de lo anterior se agrupd cada par cromosdomico por forma y tamaiio,
estableciendo diferencias y semejanzas entre pares de macrocromosomas y los primeros pares de
microcromosomas. Se logro asi llevar a cabo una cariologia descriptiva y luego una cariologia

comparada entre las razas.
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Aunque se midieron todos los macro y microcromosomas, se considerd la informacion
de longitud relativa e indice centromérico hasta el par 9, ya que los siguientes no permiten
determinar las medidas de longitud ni la posicion del centrémero en forma precisa. Se realizé un
Analisis de Componentes Principales (PCA). y luego un Analisis Discriminante Lineal (ADL),
a partir de la informacion de longitud relativa e indice centromérico de cada cariotipo y de cada
individuo por raza, se confeccioné una matriz con 65 variables cromosémicas (Tabla 2) y se

analizaron con el Software R (http://www.r-project.org/) versiéon 2.13.1 para asi 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.

Tabla 2. Lista de variables de la morfometria cromosomica para los nueve primeros pares de cromosomas en

las seis razas de L. monticola y utilizadas para Analisis de Componentes Principales (PCA) v Andlisis Discriminante

Lineal (ADL).
CSIGLA VARIABLE CROMOSOMICA S ~ VARIABLE CROMOSOMICA
C1  Longtud Relativa Cromosoma 1 Longitud Relativa Cromosoma 4 (homéloge)
C1  Longitud Relatva Cromosoma 1 {homélogo) indice Centromérico Cromosoma 4

IC1 ndice Centromérico Cromosoma 1
Cia Longuitud Relatha Ci 1 Fisidn a
Cifa’ Longitud Relativa Cromosoma 1 Fisidn a (homdlogo)

Longuitud Relativa Cromosoma 4 Fisidn a

Longuitud Relativa Cromosoma 4 Fisién a (homdlogo)
hdcecmmmwo&mmsomlﬁsma

SIGLA

cy

ic4

Céfa

Cafa’

ICdfa
IC#a indice Centromérico Cromosoma 1 Fision a Cib L i Relativa Cromosoma 4 Fision b
Ctfo  Longitud Relativa Cromosoma 1 Fisidn b Cap' LmudReImCm 4 Fision b (homdlogo)
Cift’ Longitud Relativa Cro 1Fisién b (homdlogo) IC4i> Me&moméru&mmﬂﬁsmb
IC1f  indice Centromérico Cromosoma 1 Fision b Céfa”  Longuitud Relathva Cromosoma 4 Fision a (variante)
C2  Longitud Relativa Cromosoma 2 IC4fa* hﬁcecmmnencommmaﬁsma(\wm
CZ  Longitud Relativa C 2 (homdglogo) Cifo"  Longitud Relativa C 4 Fision b {variante)
IC2  indice Centromérico Cromosoma 2 IC4f" iﬂceCmom&mwomAﬁsmbwmg)
C2fa Longuitud Relativa Cromosoma 2 Fisidn a C5  Longitud Relativa Ci
C2fa'  Longuitud Relativa Cromesoma 2 Fisidn a (homdlogo) cs LdemCmmsnms(hmﬁbgo)
IC2fa  indice Centromérico Cromosoma 2 Fisidn a IC5  indice Centroménco Cromosoma 5
C2ib  Longitud Relativa Cromosoma 2 Fision b C6  Longitud Relativa Cr 3
C2fo’  Longitud Relativa Cro 2 Fision b (homélogo) C&  Longitud Relativa Cromosoma 6 (homdlogo)
IC2b  Indice Centromérico Cromosoma 2 Fisidn b IC6 hﬁceCeﬂ&omcqunnsoms
C2fb*  Longitud Relativa Cromosoma 2 Fisidn b (variante} Céal d c 6 alargado
C2*  Longitud Relativa Cromosoma 2 Fisidn b {vaniante homdlogo)  IC6al hdicaCemomncaCrmnsmnSalagadu
IC2*  indice Centromérica Cromosoma 2 Fisidn b {variante) C7  Longitud Relativa Cromosoma 7
C3  Longitud Relativa Cromosoma 3 C7  Longitud Relativa Cromosoma 7 (homélogo)
C3  Longitud Relativa Cromosoma 3 (homéiogo) IC7T  indice Centromérico Cromosoma 7
IC3  Indice Centromérico Cromosoma 3 C7st  Longitud Relativa Cromosoma 7 subtelocéntrico
C3fa  Longuitud Relativa Crc 3 Fisién a C7st’  Longitud Relativa Cromosoma 7 subtelocéntrico (homdlogo)
C3fa’ meﬂudﬂem Cromosoma 3 Fisién a (homélogo) ICTst  Indice Centromérico Cromosoma 7 subtalocéntrico
IC3a ndice Centromérico Cromosoma 3 Fisidn a Ccs ngﬁudﬂ_aldin(:mmsma
C3b  Longitud Relativa Cromosoma 3 Fision b C&  Longitud Relativa C 8 (homdloga)
C3b" Longitud Relativa Cromosoma 3 Fision b (homélogo) IC8 L'dceCmtmmdnchromosomaB
IC3®  indice Centromérico Cromosoma 3 Fisidn b C9  Longitud Relativa Cromosoma 9
Cia" Longitud Relativa C 3 Fision a {variante) CY  Longitud Relativa Cromosoma 9 (homélogo)
IC3fa"  indice Cemomén:o(:mnnsnm3ﬁ5|6namae) IC9  Indice Centromérico Cromasoma 9

C4  Longitud Relatva Cromosoma 4

16




El idiograma es un método de representacion de la forma, tamafio y nimero de
cromosomas de varios cariotipos procedentes de diferentes individuos de una poblacion, raza o
especie, expresando la longitud de cada cromosoma como un porcentaje del set cromosémico
completo, Los cariotipos analizados fueron medidos por cromosoma, estableciendo los
promedios y luego los porcentajes de los nueve primeros pares cromosodmicos. Se establecio un
criterio de medicién de longitud relativa al 200% (segiin Lamborot 1981, 1991) dei)ido ala
necesidad de representar los polimorfismos o heterocigotos cromosémicos existentes en algunos
pares dentro y entre estas razas. Las mediciones porcentuales de las longitudes cromosdimicas se

expresaron graficamente en un idiograma segin el protocolo descrito por Lamborot (1981).

Finalmente, las variables obtenidas para cada raza cromosdémica (longitud
relativa e fndice centromérico) fueron representadas graficamente en un Cario-idiograma (Patau
1960; Spotorno et al. 1979). Esta relacién permitié revelar las caracteristicas morfométricas de
cada cromosoma en un Unico punto, y asi clasificar también dentro de grupos a los cromosomas

entre y dentro de las razas, y distinguir entre cromosomas conservativos y derivados.
2.1.4 Estructura cromosémica poblacional

Los cromosomas fueron codificados como “alelos” para los primeros seis
macrocromosomas y el primer par de microcromosomas sigue la nomenclatura propuesta por
Lamborot (1998) y Lamborot et al. (2012) que identifican cada rearreglo cromosdmico. Asi el
cromosoma de tendencia metacéntrica o submetacéntrica fue codificado como “A”, y todos los
que presentan fision céntrica como “B”. Las inversiones cromosémicas se codificaron comeo “C”
y las inversiones que afectaron a los productos de fisiones céntricas en el par cromosémico 2 se

codificaron como “D”. El cromosoma alargado se codificd con el alelo “E”,
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Con esta informacion se estimd la variabilidad cromosémica, heterocigocidades, y
posibles desviaciones al Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) ¢l cual se probo estadisticamente
utilizando un test de permutaciones implementado en el software Genetix 4.03 (Belkhir et al.,

2004).
2.2, Andglisis Morfologico

La lista de caracteres escogidos, y los tipos de anilisis para describir y cuantificar la
diferenciacion morfolégica entre distintas razas de L. monticola se bas6é en los estudios
anteriores de Lamborot y Eaton, (1992, 1997), Lamborot et al. (2003) y Aravena (2013). La
cuantificacion y caracterizacidn de las escamas se realizd bajo lupa binocular (Nikon Stereo
Photo SMZ-10). Se utilizd 37 caracteres meristicos: COR A: circumorbitales; COR B:
circumorbitales n;és superciliares y supraorbitales; SOR: dentro del semicirculo del
circumorbital; SCI: superciliares; SOC: suboculares; TEM: temporales, ente el margen posterior
del ojo y la mitad del oido; CATEM: cantus temporal; SAP: bordean el parietal; POSPA: post
parietales; FRON: frontales; SAF: bordean a la frontal; POPR: post frontales; LOR A: loreales,
entre cantales, supralabial y subocular; LASUP 1B: supralabial, mitad del didmetro longitudinal
del ojo (altura de palpebrales) hasta final de comisura labial, LASUP 2A: lorilabial A, desde
rostral hasta primera mitad del ojo (en contacto con SOC); LASUP 2B: lorilabial B, mitad del
didmetro longitudinal 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: timpdnicas; SARO: rodean
escama rostral; SAME: rodean escama mental; INA: internasales; SANA:; rodean escama nasal;
SBREF: ente frontal y rostral; INCA: intercantales; GUS: gulares; DOS: dorsales; VES: ventrales;
SAB: alrededor del cuerpo; FEM: femorales, desde rodilla hasta el torso (siguiendo escamas

grandes); DORCA. dorsal largo de Ja cabeza; AVCO: alrededor del 15° verticilo cola, desde el
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nivel de la cresta genital; LAMA: lamelas subdigitales del cuarto dedo de la mano derecha;
LAPA: lamelas subdigitales del cuarto dedo del pie: LARCAB: largo de la cabeza (cm);
LARESCA: cuociente entre LARCAB Y DORCA. Para estas variables se efectu6 un analisis de
componentes principales (PCA), permitiendo determinar el peso de cada variable en los nuevos
componentes del andlisis. Después de reducir el nimero de variables redundantes, se realiz6 un
anélisis de discriminante lineal (ADL) para encontrar la mayor diferencia entre los grupos de
individuos preestablecidos por raza. Ambos procedimientos se llevaron a cabo usando el

Software R (http://www.r-project.org/) versién 2.13.1.

2.3. Extraccion de ADN

La obtencion de ADN gendmico total fue efectuada utilizando una pequena seccién de
tejido conservado en alcohol 70% (de preferencia corazon e higado), para luego llevar a cabo el
protocolo de extraccion salina descrito por Aljanabi y Martinez (1997). La concentracion de
cada extraccion individual fue cuantificada utilizando usando un volumen de lul en un

espectrofotometro Nanodrop ND — 1000.

2.4. Secuenciacion del gen mitocondrial Cyt b

La amplificacion parcial del gen mitocondrial Cyt b se realizo en una reaccion de 25 pl
de solucion final formada por: 2,5 pl de Buffer Taq 10X, 0,5 ul de DNTps (10 mM), 1ul de
MgCI2, mas los primers: GLUD (5-TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3") y CB3 (5'-
GGCAAATAGGAARTATCATTC-3") descritos por Palumbi (1996) de cada primer se utilizo |
ul (25 uM) y 2 ul de las diluciones de ADN gendmico (50ng/pL.) realizando la PCR en un
termociclador Peltier PTC -100. EI PCR consistio en: 95° C por 5 minutos (min.), 35 ciclos de
94° C por 90 segundos, alineamiento de 52° C por 25 segundos y 72° C por 90 segundo con una

extension final de 72° C por 8 min. Los productos de PCR (700pb) se corrieron en geles de
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agarosa al 1,5% con buffer TAE 1X, y fueron tefiidos con SYBR SAFE, usando un marcador de
peso molecular de ADN y con un voltaje de 100 v por 1 hora. Los productos de PCR fueron
enviados a secuenciar a Macrogen Inc. Las secuencias resultantes fueron alineadas de forma

manual con el software Proseq Processor of sequences v. 2.91 (Filatov, 2003).

Se calculd los indices de diversidad nucleotidica a nivel poblacional y racial utilizando
el software DNA sp v. 5.10.1 (Rozas et al. 2010). Las pruebas de neuntralidad de Tajima’s D
(Ta’hjima 1989), Fu’s FS (Fu 1997), junto con el indice Raggedness (Harpending et al. 1993,
1994) y los pardmetros de distribucidn mismatch, fueron estimados con el software Arlequin 3.5
(Excoffier et al. 2010). Para visualizar las diferencias en cuanto a pasos mutacionales y en
composicién de haplotipos a nivel racial, se confecciondé una red de haplotipos usando el

algoritmo median-joining incluido en el software Network v. 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999),

Los andlisis de reconstruccidn filogenética se llevaron a cabo usando el criterio de
Méxima Parsimonia disponible en el programa PAUP 4.0 (Swofford, 2004). Todos los
caracteres fueron analizados asumiéndolos como no ordenados, del mismo peso y con cuatro
estados posibles (A, C, G, T), y excluyendo aquellos caracteres filogenéticamente no-
informativos. La bosqueda del drbol mds parsimonioso se realizd a través de blisqueda heuristica
v fue conducida con el algoritmo de “barrido de ramas™ por “biseccién y reconexién del arbol”
(TBR). Los arboles fueron enraizados siguiendo el criterio de grupos externos, usando como
tales las secuencias de citocromo b disponibles en GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y
correspondientes a Liolaemus pictus (cddigo de acceso BYUA47193), Liolaemus nigroviridis
(Lnig676) y Liolaemus tenuis (B10IslaPV211). El arbol de consenso estricto se obtuvo mediante
un andlisis de bootstrap (1000 replicas). La reconstruccion realizada bajo el crit?rio de Maxima
Verosimilitud se realizé con el software RaxML 8.0 (Stamatakis, 2014) usando el modelo de

sustitucion nucleotidica GTR + gamma y un andlisis de bootstrap incluyendo 1000 réplicas. Se
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obtuvo ademds el mejor 4rbol indicando los valores de bootstrap para el soporte de los nodos en
un arbol consenso bajo un criterio de 75% “majority-rule”. Para aceptar un nodo como
respaldado desde el punto de vista del bootstrap se siguié la sugerencia de valores por sobre el

70% en ambas metodologias.

Para la Inferencia Bayesiana se utilizo el software MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck y
Ronquist, 2005), determinando el mejor modelo de sustitucién nucleotidica segfin los criterios de
informacion Akaike (AIC) entregados por MrModelTest 2.3 (Nylander, 2004). MrBayes se
corrid con drboles al azar a partir de 10 millones de generaciones y muestreando las cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) cada 1000 generaciones con niimero de cadenas = 4, y fraccion
descartada (burning) = 25% para garantizar la exploracion del espacio del arbol filogenético, y
prevenir que la topologia estuviese atrapada en optimos locales. Para ¢yt b se asumi6 el modelo
de sustitucién GTR -+ 1 + G, Para establecer si las cadenas de Markov habian alcanzado unr
estado de equilibrio, se graficaron las puntuaciones de probabilidad (-In Likelihood) de los

drboles muestreados contra el tiempo de generacion utilizando el software Tracer v.1.5

(Rambaut y Drummond, 2007).
2.5. Obtencion de patrones aloenzimdticos.

Las muestras para electroforesis de proteinas se obtuvieron a partir de tejidos
conservados en freezer (pulmén, higado, misculo esquelético, e intestino, todos a -85°C),
utilizando el protocolo descrito por Vasquez (2002) y Paez (2010). Luego de ser macerados con
ayuda de un buffer de extraccién, estos tejidos fueron rotulados y almacenados en freezer hasta

la corrida de la electroforesis.

Los geles se prepararon a partir de una solucion al 11% de almidén de papa hidrolizado

{SIGMA) agregandose el buffer adecuado a los diferentes marcadores genéticos que se
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pesquisaron. Se utilizaron los siguientes sistemas buffer: Tris Citrato Ph 8, Tris Borato EDTA en
Ph =8 y Ph= 8,6, y Tris HCL. El homogenizado se inoculé dentro del gel utilizando trozos de
papel filtro, manteniendo una temperatura cercana a 4°C. Luego de esto el gel se llevd a la
cdmara de corrida, proceso que fue constantemente supervisado. Se procedid a realizar la
tincion de proteinas, preparadas e incubadas segiin protocolos especificos. Se analizaron las
siguientes siete enzimas: AAT (Aspartato aminotransferasa), a-MAN (Alfa manosidasa), LDH
(Lactato  deshidrogenasa,), PEP-A (Peptidasa), PGI (Fosfoglucoisomerasa), PGM

(Fosfoglucomutasa), y SOD (Superdxido dismutasa).

Las bandas de tincién {ueron diagnosticadas de acuerdo a la confo_rmaci(')n proteica y las
variantes alélicas observadas se interpretaron usando zimogramas confeccionados con
anterioridad (PAez 2010). Se estimé la variabilidad genética, heterocigocidades, posibles
desviaciones al Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) el cual se probd estadisticamente
utilizando un test de permutaciones implementados en el software Genetix 4.03 (Belkhir et al,,

2004).
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3. Resultados
3.1. Citogenéticos
3.1.1 Nueva Raza Norte Modificada 2

La dotacién cromosémica para todas las localidades de esta raza, central en este estudio,
corresponde a 2n =35 a 38. Con 13, 14, 15 6 16 M, mds 22 m. No se observo cromosomas de

determinacion del sexo.

a r 3@& R

41 42
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10 11 12 13
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Figura 3: Cariotipo representativo de un individue de la raza Norte modificada 2 con un 2n = 36 (L 730
hembra, Salamanca) Noiese el polimorfismo del par 3 y 4. Las flechas representan la presencia de constriceion
secundaria y satélite. La linea al costado izquierdo representa 10 p.

{
Los pares 1 y 2 fueron monomorficos de tendencia metacéntrica y submetacéntrica

respectivamente, el par 2 presenté constriccion secundaria y satélite en el extremo de su brazo g.
El par 3 exhibid polimorfismo, en todos los individuos con un cromosoma de tendencia
metacéntrica y dos productos de fisidén, de tendencia te]océntﬁca (3a), v submetacéntrica (3b).
Con respecto al par 4 este también resultd polimérfico, presentando un cromosoma de tendencia
metacéntrica més dos productos de fision (4.1 y 4.2) ambos de tendencia submetacéntrica: El par
5 fue monomodrfico y de tendencia metacéntrica. El par 6 fue polimérfico, con ambos

cromosomas de tendencia metacéntrica, pero uno de ellos de mayor longitud. Los

L3
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microcromosomas 7, 8 y 9 fueron monomdrficos de tendencia metacéntrica. Todos los

cromosomas y sus rearreglos fueron corroborados por medio de placas meidticas (Fig. 4a y b).

b)

Figura 4a y 4b: Ejemplos de diaquinesis meidtica en machos: a) 1.821 Salamanca b) 1.818 Salamanca. Se
observan los quiasmas vy se asignan tentativamente los primeros nueve pares de cromosomas. La linea al costado

izquierdo representa 10 p.
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Con fines comparativos se midié los primeros 9 pares de cromosomas a partir cariotipos
representativos de Ias razas al Sur del Rio Petorca, luego file necesario incorparar a las razas

Norte y Sur. Estos cariotipos se presentan a continuacidn (Fig. 5):
3.1.2 Razas Multiples Fisiones 1 y 2

Ambas razas (fig. 5a y 5b) presentaron fisiones céntricas en los 4 primeros pares de
macrocromosomas. El par | resulté polimorfico con un cromosoma de tendencia metacéntrica y
dos productos de fisién (la y 1b), ambos de tendencia telocéntrica. El par 2 submetacéntrico
presentd fisiones con un producto telocéntrico (2a) y uno submetacéntrico (2b), que contiene en
su brazo p la constriccién secundaria y satélite. Ambas razas se diferenciaron en estas fisiones,
la raza MF 1 present6 un polimorfismo para la posicién de constriccion secundaria y satélite
siendo encontrado en el extremo del brazo q del cromosoma 2b’. El par 3 fue polimérfico, al
poseer un cromosoma de tendencia metacéntrica y dos productos de fisién; uno de tendencia
telocéntrica (3a) y el otro subtelocéntrica (3b). El par 4 fue homocigoto para las fisiones de
tendencia telocéntrica. El par 5 fue monomorfico de tendencia metacénirica. El par 6 fue
polimdrfico, con ambos cromosomas de tendencia metacénirica, pero uno de ellos de mayor
longitud. El par de microcromosomas 7, mostré polimorfismo con un cromosoma de tendencia
metacéntrica y otro subtelocéntrico. Los pares 8 y 9 fueron monomérficos y de tendencia

metacéntrica,
3.1.3. Raza Norte Modificada I (Fig. 5¢)

Los pares 1 y 2 fueron monomdrficos y de tendencia metacéntrica y submetacéntrica
respectivamente, el par 2 present6 constriccion secundaria y satélite en el extremo de su brazo q.
El par 3 fue polimérfico, con un cromosoma de tendencia metacéntrica y dos productos de

fision; uno de tendencia telocéntrica (3a) y el otro subtelocéntrica (3b). Los productos de fision
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del par 4 fueron de tendencia telocéntrica. El par 5 fue monomorfico de tendencia metacéntrica.
El par 6 fue polimdrfico, con une de los cromosomas de mayor longitud. El par de
microcromosomas 7 mostré polimorfismo con un cromosoma de tendencia metacéntrica y otro

J
subtelocéntrico. Los pares 8 y 9 fueron monomérficos de tendencia metacéntrica.

3.1.4. Raza Norte (Fig. 5d)

Los pares 1 y 2 fueron monomdrficos y de tendencia metacéntrica y submetacéntrica
respectivamente, el par 2 presentd constriccidn secundaria y satélite en el extrerno de su brazo q.
Esta raza presentd fisiones céntricas en los pares 3 y 4. El par 3 fue polimérfico, al poseer un
cromosoma de tendencia metacéntrica y dos productos de {isién; uno de tendencia telocéntrica
(32) y el otro subtelocéntrica (3b). Ambos productos de fisién del par 4 fueron de tendencia

telocéntrica. Los pares 5, 6, 7, 8 y 9 fueron monomdrficos y de tendencia metacéntrica.
3.1.5. Raza Sur (Fig. 5e)

Los nueve pares fueron monomdérficos y de tendencia metacéntrica. El par 2 es tipo

submetacéntrico y con satélite en el exiremo de su brazo q.
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Figura 5. Cariotipos representativos de los primeros nueve pares de cromosomas de las razas cromosomicas

¢) Rio Colorado 12561,

descritas y comparadas con la Raza Norte Mod 2. Los individuos por razas corresponden a: a) Hierro Vigjo individuo
San Gabriel 1.547, e) Cantillana L1085. Las flechas

representan la presencia de constriccion secundaria y satélite. La linea al costado izquierdo representa 10 p.
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3.2 Morfometria y Clasificacion Cromosomica.

Las variaciones obtenidas de la morfometria de los pares cromosémicos raciales y su
clasificacion se muestran en el Anexo 1. Estas mediciones fueron la base de los andlisis
cromosdmicos posteriores y permitieron apreciar el polimorfismo intrarracial e interracial a nivel
de varios pares de cromosomas. Las menos polimorficas fueron las razas Sur y Norte, luego al
aumentar la frecuencia y complejidad de rearreglos, siguieron en orden las razas Norte Mod 1 y

finalmente las Razas MF 1 y MF 2 ambas con 3 pares polimdrficos,

La raza Norte Mod 2, mostrd polimorfismos Gnicos, pero fue menos polimérfica que las
razas MF 1 y MF 2. Los valores de desviacion estdndar se incrementaron en los
microcromosomas, debido a que la técnica utilizada presentd dificultades al medir cromosomas

pequeiios.

3.3 Idiogramas por raza y Cario-idiograma

Con la informacidén de la morfometria cromosémica fue posibie confeccionar los
siguientes idiogramas de Norte a Sur por raza (Figura 6). Se ocup6 la informacién publicada de
razas Norte y Sur, adaptando los porcentajes a nueve pares de cromosomas. En esta figura se
observa grificamente las diferencias en cuanto a tamafio y forma, ademés se comparan los pares

entre razas en términos de complemento cromosémico.
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Figura 6. Idiogramas representativos de las seis razas cromosémicas analizadas de L. monticola. Las flechas

indican la presencia de constriccion secundaria y satélite.
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El Cario-idiograma obtenido para la nueva raza y las restantes analizadas se muestra en
la Fig. 7. Se evidencio claramente las diferencias entre cromosomas homeologos, se agrup6 a los
pares cromosémicos graficamente en cuanto a su morfometria, y finalmente se distingui6 entre

cromosomas de tipo ancestral y derivados tanto entre como dentro de las razas.
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Figura 7. Cario-idiograma obtenido para las seis razas cromosémicas de L. monticola. Se agrupd en figuras

geométricas a los cromosomas similares entre las razas. Las flechas indican cromosomas derivados y tnicos.

Para la raza Norte Mod 2 se aprecian cromosomas (nicos en forma y tamafio (3a, 4, 4.1,
4.2 flechas color verde) ya que exhiben fisiones diferentes del resto y sus parametros
morfométricos también fueron distintos. Ademas el macrocromosoma 4, metacéntrico, fue
similar en sus caracteristicas morfométricas con la raza Sur (flechas verde y azul). Para la raza
MF | el producto de fision del brazo largo del macrocromosoma 2 (2b” flecha color purpura),

resultd ser un elemento Gnico.
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3.4 Componentes Principales y Anilisis Discriminante Lineal de Medidas

Cromosomicas

El andlisis de Componentes Principales (PCA), realizado con 134 individuos
pertenecientes a las seis razas (iromosémicas estudiadas, y empleando informacién de las
variables morfométricas de cada cromosoma, revel6 que los dos primeros ejes de componentes
principales representaron el 46.56% de la varianza total, siendo el primer componente (33.80%0),

aproximadamente tres veces mayor al segundo componente (12.76%) (Fig. 8).

Ambos componentes separaron claramente a cada una de las razas en el espacio
multivariado, y se pudo distinguir a las variables mds importantes dentro de los componentes
formados, La raza Sur y las razas MF 1 y 2, estan explicadas por €l componente niimero uno, las
variables que englobé este componente para la raza Sur fueron: C3, C3°, IC C3, C4, C4°, IC C4,
C7,C7 ICC7,C9,C¥ y IC C9, y para las razas MF 1 y 2: C2 fa, C2 fa’, IC C2fa, C2 b, C2
fb’, IC C2fb, C2 fb*, C2 fb’*, IC C2fb*, C3 fa, C3 fa’, IC C3fa, C3 fb, C3 fv’, IC C3ib, C4 fa,
C4 fa’, IC C4fa, C4 tb, C4 fb’, IC C4ib, C6 al, IC 6al, C7 st, C7 st” y IC C7 st. Las razas Norte y
Norte Mod 1 tueron bien explicadas por el segundo componente principal que a su vez esta
compuesto por las variables: C1 C1°, IC C1, C2, C2’ IC2, C3, C3’ y IC C3. La raza Norte Mod 2
se separd del resto de las razas al presentar las siguientes variables: C4, C4°, IC C4, Cdfa*,

Cdfb*, IC 4fa*, IC 4b*, C3fa*, IC3fa’™*, C6, C6°, y IC Co.
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Figura 8. Grafico de los primeros dos Componentes Principales utilizando la morfometria cromosdmica de

las 6 razas de L. monticola.

El Analisis discriminante lineal revelé que las trazas de los cinco ejes discriminantes
lineales fueron: 0.611, 0.205, 0.142, 0.035, y 0.006 respectivamente. Los ADL 1 y 2 fueron
seleccionados en base a la cantidad de varianza representada y muestran la posicion segregada
de los individuos de las seis razas analizadas (Fig. 9), luego los discriminantes 3, 4 y 5 generan
separaciones entre las razas, pero menos acotadas. La funcion predictora del ADL indica que
existe una asignacion del 100% de los individuos a su grupo original o raza cromosomica, salvo
para las razas MF | y MF 2 debido a que los parametros utilizados no permitieron una

diferenciacion mayor.
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Figura 9. Andlisis Discriminante Lineal (ADL) de las variables morfométricas cromosdmicas de las 6 razas

de L. monticola. Se muestran los discriminantes 1y 2.

3.5 Estructura poblacional inferida con datos cromosémicos

Las variantes cromosomicas “alélicas™ de los primeros siete pares fueron analizadas
a nivel racial en 81 individuos (anexo 2). Los resultados obtenidos para la raza Norte Mod 2
determinaron el cambio de nomenclatura de “alelos™ al encontrar nuevos y Gnicos rearreglos
cromosdmicos que involucraron los cromosomas 3 y 4. Ambos pares se presentaron en
heterocigosis, con un cromosoma en su forma ancestral. Para el par 3 se denomind como
alelo X a la representacion de una fision céntrica, que involucra ganancia de material en uno
de sus productos (brazo corto del cromosoma 3a), este hecho se constato a nivel de medidas
relativas cromosomicas, y asi, todos los individuos fueron diagnosticados como AX. Para el
par 4, y de forma similar, se designo el alelo Y para representar a los productos de fision que

acompailan al cromosoma 4, siendo todos los individuos diagnosticados como AY.

Los pares monomorficos de tendencia metacéntrica (AA) fueron: el par

cromosdmico 5 para todas las razas; los pares | y 2 s6lo en las razas Sur, Norte, Norte Mod
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1 y Norte Mod 2, en tanto, el par 6 solo en las razas Sur y Norte, y el par 7 en las razas Sur,

Norte, y Norte Mod 2.

En cuanto a variabilidad genético-cromosomica, en la raza sur, no se detecto
evidencias de desviacion al HWE, encontrandose que He y Ho presentaron valores similares.
En el resto de las razas se evidencid déficit de heterocigotos (raza MF1) y exceso de
heterocigotos para: Norte, Norte Mod 1, MF 2, y Norte Mod 2. El valor mas alto de Ho fue
de la raza Norte Mod 2 (Ho = 0.38), y el valor mas bajo de la raza Sur (Ho = 0.00). El
nimero de “alelos™ por locus fue idéntico para las razas MF1 y MF2 (1.7), y lo mismo
ocurri¢ para las razas Norte Mod 1 y Norte Mod 2 (1.4). Los valores de FIS global,
considerando la totalidad de loci, fueron sometidos a test de permutaciones (5000) para
estimar su significancia y resultaron no significativos tanto para exceso (razas Norte, MF 2y

Norte Mod 2) como para déficit de heterocigotos (Norte Mod 1 y MF 1) (Tabla 4).

Tabla 3. Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) para las diferentes razas. valor p
HWE, nimero de alelos por par cromosémico o locus (A). Se muestra ademds el indice de
consanguinidad Fis y su respectivo valor p realizado con 5000 permutaciones. MONOM: variantes
cromosomicas monomorficas.
RAZA He He pHWE A FIS p-FIS
Norte Mod 2 02 038 042 142 - 081 09

Miltiple Fisiones 2 022 023 071 171 -001 067
Multiple Fisiones 1 030 026 071 1.7 018 013

Norte Mod 1 016 017 042 142 0.01 0.65
Norte 006 007 - 014 114 -003 0.7
Sur 0.00 0.00 — 1.00 MONOM. —

Todos los valores pareados de FST racial resultaron estadisticamente significativos
(Tabla 4), y lograron evidenciar estructuracion racial mayor a la media (FST promedio global =

0.66).
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Tabla N° 4. Valores de FST para la codificacion alélica de los siete primeros pares

cromosomicos de las seis razas de L. monticola.

@ FST

|Muiltiple Fisiones 2 0.66™
\Miltiple Fisiones 1 057
'Norte Mod 1 049+
Norte 062
‘Sur 065~

Valores significativos (*) y altamente significativos (**)

3.6 Variacion Morfoldgica

MNorte Mod 2 Muiltiple Fisiones 2

0.14*
0.52*
071~
0.87"

Miltiple Fisiones 1 MNorte Mod 1 Norte

042~
0.62*
0.8™

0.25*
0.84*

El analisis de componentes principales (PCA), en base a medidas morfolégicas

de 431 individuos, mostrd que los primeros dos ejes de componentes principales representaron el

20,34% de la varianza total de los datos, 10,60% para el primer componente y 9,74% para el

segundo (Fig. 10). El primer componente principal explica la separacion de la Norte Mod 2

junto con las razas proximas geograficamente (MF 1 y MF 2), y también a la raza Norte. Este

componente englobé la mayoria de las variables utilizadas, siendo posible identificar a las que

diferenciaron a la nueva raza: LASUP 1B, SAB, TEM y SAME. La raza Sur fue explicada

claramente por el componente principal dos, que incluye como variables principales: POSPA,

LOR A, DOS, CATEM, y GUS. Se buscé una posible variacién en los caracteres atribuibles a

dimorfismo sexual, no encontrandose diferencias entre los caracteres usados para machos y

hembras.
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Figura 10. Grafico de los primeros dos Componentes Principales utilizando los caracteres morfologicos de

las 6 razas de L. monticola.

El analisis discriminante lineal (ADL), reveld que el valor de la traza para cada uno de
los discriminantes obtenidos fue de: 0.523, 0.232, 0.107, 0.086, y 0.05 respectivamente. Los dos
primeros ejes discriminantes fueron seleccionados en base a la cantidad de varianza representada
y mostraron la segregacion entre las seis razas cromosomicas utilizadas (Fig. 11). La funcion
predictora del ADL indica que existe un alto porcentaje de asignacion de individuos en las razas:
Norte (100%), Sur (96,58%), Norte Mod 1(77,27%), Norte Mod 2 (75%) y MF1 (72,3%). Un

menor porcentaje se observo en la raza MF 2 (57.53%).
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Figura 11. Analisis Discriminante Lineal (ADL) de las variables morfologicas de las 6 razas de L.

monticola. Se muestran los discriminantes 1 y 2.

3.7 Secuenciacion del gen Cyt b

Se logr6 secuenciar exitosamente 87 individuos para todas las razas en estudio.
Se obtuvo un fragmento de 637 pb el cual no presentd ambigliedades, se observé 39 haplotipos
(k). 129 sitios polimorficos (s), diversidad haplotidica H = 0,961, una diversidad nucleotidica &
= (,05, y un numero promedio de diferencias entre pares de secuencias Il = 36,20. En la Tabla 6

se muestra los indices de diversidad y pruebas de neutralidad a nivel racial.

Tabla 5. indices de diversidad nucleotidica, estadisticos de neutralidad y parametros de
distribucién mismatch de Cyt b en las seis razas de L. monticola. n= nimero de individuos, k= nimero de
haplotipos, s= niimero de sitios polimorficos, Il= nimero promedio de diferencias de pares de secuencias,
D= estadistico de Tajima, Fu's=estadistico de Fu, t y 8=parametros mismatch, R= indice rageddness. Se

indica en cursiva los valores de desviacidon estandar.

|

(RAZA CROMOSOMICA n k s n D vakr p D Fu's vakr p Fu's T [] @ mdice R valorpindice R
[NORTE MOD 2 21 10 -] 7571 +- 5.650 -0.234 0.441 0.7 0.4852 5084 335 38799 0081 0.07
aF2 17 9 41 17.036 +- 7.975 1.675 0.577 363 0517 3434 o 4773 D04 0.18
MF1 20 ] 3 1563 +- 0072 -1.033 0.166 095 0.248 0.027 0 5999 0.102 1
INORTE MOD 1 5 4 4 6.4 +- 3651 -0347 0.456 0.88 0572 993 ] 137.96 023 0.56
NORTE 9 7 32 11.888 +/- 3.647 0.049 0.548 0.64 0.605 19758 ] 56.794 0.175 017

SUR 15 4 B 5352 +-2735 -1.007 016 479 0.958 0 0 428125 0.196 095
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El mimero de haplotipos (k) mostrd su valor mds alto en la raza Norte Mod 2 (10), y los
valores mas bajos en las razas Sur y Norte Mod 1 (4), valores intermedios de este indice se
observaron en las razas: Norte, MF1 y MF2. En cuanto al nlimero de sitios polimédrficos (s), las
razas: MF2, Norte Mod 2 v Sur comparten los valores més altos (41, 32 y 29, respectivamente).
El valor més bajo de este indice se observo en la raza MF1, Finalmente, el nimero promedio de
diferencias entre pares de secuencias (IT) presentd su valor mas alto en la raza MF2 (17.036), y
el valor mas bajo se observd en la Raza Sur (5.352). La raza Norte Mod 2 exhibi6é valores

promedio (7.571).
3.7.1 Neutralidad e Indice de Rageddness

Los valores obtenidos para el test de Tajima (D), fueron wvariables y
evidenciaron: valores cercanos al equilibrio (raza Norte, D = 0.049), negativos (razas Norte Mod
1; D =-0.347, MF1; D = -1.033, Norte Mod 2; D = -0,234), y positivos (raza MF2; D = 1,675).
Los valores para el test de Fu (Fu’s) fueron positivos (razas Sur, Norte, Norte Mod 1, MF2 y
Norte Mod 2), y de valor negativo para la raza MF1. Los valores raciales de estos test, asi como

el indice de Raggedness no fueron significativos.
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3.7.2 Red de Haplotipos

La red de haplotipos obtenido por el algoritmo median-joining se muestra en la

Fig. 12.
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Figura 12. Red de haplotipos para las secuencias de Cyt b de las seis razas de L. monticola. Se indica con

flechas los haplotipos no concordantes con la distribucion geografica racial v los pasos mutacionales (p m).

40




Las razas que-poseen haplotipos de mayor frecuencia o centrales son la raza Sur (H 19),
y la raza MF1 (H 5), el resto posee haplotipos de frecuencia similar. La raza Norte Mod 2 se
separd de la raza Sur por 70 pm y de la raza Norte por 12 pm. Solo hubo haplotipes compartidos
entre las razas MF 2 y la raza Norte Mod 1 (H7). En general se observo agrupaciones bien
definidas y correspondientes en gran medida con el rango geogréfico de distribucion que ocupa
cada raza, salvo para el caso de los haplotipos H2 y H3, pertenecientes a la raza MF2 y que

aparecen enlazados a la red formada por los haplotipos de la raza Norte Mod 2.
3.7.3 Filogenia del gen Cyt b
Mdxima Parsimonia

De un total de 1000 arboles, el mds parsimonioso de estos (Fig. 13) present6 345 pasos,
un indice de consistencia (C. 1.) de 0.56, indice de homoplasia (H. L.) de 0.44, e indice de
retencion de 0.93 (R. L). Se puede apreciar la presencia de dos grandes grupos, ambos con
maximo soporte de bootstrap. Un grupo contiene a los individuos de la raza sur y el otro estd
formado por un gran clado representado por individuos de las razas restantes (Norte, Norte Mod
1, MF 1, MF 2 y Norte Mod 2), este a su vez se subdivide en dos, el que emerge primero
contiene a los individuos de las razas Norte, Norte Mod 1, MF 1 y MF 2. Ei otro clado contiene
a todos los individuos de la raza Norte Modificada 2 més algunos pertenecientes a la. raza MF 2,

y con un valor de soporte alto.
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Figura 13. Arbol de Maxima Parsimonia para el gen mitocondrial citocromo b, usando seis razas

cromosomicas de L. monticola. Se indica el valor obtenido por bootstrap para cada nodo.
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Miaxima Verosimilitud

El drbol de Mdxima Verosimilitud (InL = -2798.44) se muestra en la figura 14. Exhibe
dos grupos principales, uno de ellos emergeria con anterioridad y esta representado por los
individuos de la raza sur con buen soporte de nodos. A partir de este grupo deriva el clado que
incluye a las razas restantes agrupando a la raza Norte, Norte Mod 1, MF 1, MF 2 y Norte Mod
2. Los individuos de la raza en estudio comparten un clado bien definido, pero con presencia de

algunos individuos de la raza MF 2.
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Figura 14. Arbol de Maxima Verosimilitud para el gen mitocondrial citocromo b, usando seis razas

cromosdmicas de L. monticola. Se indica el valor obtenido por bootstrap para cada nodo.
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Inferencia Bayesiana

El arbol de inferencia bayesiana con los respectivos valores de probabilidad a posteriori
de cada clado se muestra en la Fig. 15. Se aprecia la existencia de un primer clado que incluye a
los individuos de la raza Sur, a partir del cual emerge otro gran clado representando a las razas
Norte, Norte Mod 1, MF 1, MF 2 y otro que incluye a los individuos de la raza Norte Mod 2 que

posee la maxima probabilidad a posteriori y estd compartido con individuos de la raza MF 2.
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Figura 15. Reconstruccion filogenética para el gen mitocondrial citocromo b, obtenido mediante Inferencia
Bayesiana para las seis razas cromosémicas de L. monticola. Se indica el valor en porcentaje de la probabilidad a

posteriori de cada clado.
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3.8 Patrones Aloenzimdticos

El analisis se realizé con 7 loci aloenzimaticos en 333 individuos representativos de las 6
razas cromosomicas (anexo 3). Estas aloenzimas evidenciaron la presencia de polimorfismo,
salvo para la enzima LDHa (Lactato Dehidrogenasa, locus a). Los alelos considerados como
privativos o Unicos a nivel racial, fueron 2 y se encontraron en la raza Norte para la enzima SOD
(Superoxido dismutasa) presentando el alelo C, y en la raza Norte Mod 1 para la enzima AAT

(Aspartato aminotransferasa) donde se encontro el alelo D.

El andlisis de variabilidad genética mostré diferencias no significativas del HWE, y en la
mayoria de las razas se evidenci6 déficit de heterocigotos, salvo para la raza Norte Mod 2. Los
valores mas altos de la heterocigosidad observada fueron para las raza MF 2 y Norte Mod 2 (Ho
=0.15), y el mas bajo fue para la raza Norte Mod 1 (Ho = 0.05) El nimero de alelos por locus
fue variable en cada una de la razas. Los valores de FIS global. considerando la totalidad de loci,
fueron sometidos a test de permutaciones (5000) para estimar su significancia. Todas las razas
exhibieron déficit de heterocigotos, siendo este no significativo para las razas Norte Mod 2 y MF

| y 2, y altamente significativo para el resto de las razas (Tabla 6).

Tabla 6. Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) para las diferentes razas, valor p HWE. nimero de
alelos por locus (A). Se muestra ademds el indice de consanguinidad Fis y su respectivo valor p realizado con 5000

permutaciones.

RAZA He Ho pHWE A FIS  pFIS
Norte Mod 2 014 015 042 171 001 047
Miltiple Fisiones2 016 015 057 200 005 025
Miitiple Fisiones 1 012 008 028 18 030 068

Norte Mod 1 007 005 028 18 033" 000
Norte 017 011 042 271 031 000
Sur 017 013 071 257 020 000

Valores altamente significativos (**)
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La mayoria de los valores de FST pareados fueron significativos (Tabla 7),
mostrando una diferenciacion poblacional baja (FST promedio global = 0.22). Los valores
mas bajos fueron los de las razas del extremo norte que son cercanas geograficamente a la

nueva raza.

Tabla 7. Valores de Fst obtenidos para los alelos aloenziméticos de las seis razas de L.

monticola.
FST MNorte Mod 2 Muiltiple Fisiones 2 Miiltiple Fisiones 1 Norte Mod 1
Multiple Fisiones 2 0.01
Miltiple Fisiones 1 0.00 0.00
Norte Mod 1 0.60" 0.55* 0.62*
Norte - 006 0.05" 0.06 0.38*
Sur 0.05 0.05* 0.06™ 0.44*

Valores significativos (*) y altamente significativos (*¥)
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4, Discusion

Entender la dindmica de los cambios cromosémicos a nivel de: individuo, poblacion,
metapoblacion, y especie proporciona un gran desafid al conocimiento basico de la estructura
cromosodmica, genética poblacional, las formas de recombinacién y fijacién de nuevos rearreglos
cromosomicos. Esto resulta esencial para comprender procesos de adaptacion a ambientes
nuevos o cambiantes que en Oltimo término se fraducen en desaffos a la conservacion y al

equilibrio de la biodiversidad.
(

El complejo Liolaemus monticola, que incluye razas con diferente dotacién y
variabilidad cromosdmica, exhibe mutaciones estructurales como inversiones y otros procesos
que afectan la recombinacion y adquieren una importancia inmediata al actuar como barreras
semipermeables o absolutas al flujo genético y cromosémico, aspectos que podrian estar

involucrados directamente en procesos de diferenciacion en este grupo de vertebrados.

Variacion Cromosomica y Especiacion

Las primeras indicaciones que Liolaemus muestra una gran variabilidad cromosomica
comparable con otros géneros de iguanianos cercanamente relacionados, sugieren que los
cambios cromosémicos podrian facilitar la especiacion (Lamborot 1979, Lamborot et al. 1981,
Navarro et al. 1981). Varios aspectos de la variacion cromosoémica observada en L. monticola
son concordantes y comparables con el complejo Sceloporus grammicus (Lamborot 1991, Sites
y Reed 1994). Ambas especies de lagartos han generado radiaciones extensivas debido a
cambios cromosémicos independientes en un corto periodo de tiempo, variaciones cariotipicas
intra e interespecificas y altos polimorfismos, como también la existencia de zonas hibridas

parapétricas entre razas cromosomicas (Sites y Reed 1994, Vasquez et al 2007).
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El patrdn de variacion cromosémica observado en el complejo L. monticola ha sido
explicado a través el modelo de especiacion en cascada de Hall (Hall 1973, 2010) propuesto para
5. grammicus en México. Este modelo correlaciona la existencia de cambios cromosémicos con
una rdpida especiacion en este grupo de lagartos. Plantea basicamente que las mutaciones
cromosémicas presentes en una raza derivada (reordenamientos Robertsonianos, inversiones.
pericéntricas, etc.) experimentarfan una serie de cambios cromosémicos sucesivos, lo que
determinaria varios eventos de diferenciacidn con surgimiento de otras razas derivadas, y

eventualmente especiacién (Lamborot, 1993).

Estos aspectos concuerdan con lo postulado en el surgimiento de las razas de sur a norte,
de L. monticola observando cambios sucesivos, y aditivos que implican mayor diversidad
citogenética dando origen a las diversas razas cromosémicas antes mencionadas (Lamborot,

2008).
Patrones de Citogenética Poblacional, Variabilidad y Flujo Cromesomico.

La raza cromosdmica Norte Modificada 2, geograficamente circunscrita al norte del Rfo
Petorca, posee caracteristicas que la distinguen claramente de las restantes con 2n=35-38, 13 a
16 macrocromosomas y 22 microcromosomas. Los rearreglos cromosdmicos (polimorfismos de
fision del par 3 y 4), como el niimero diploide son inicos para esta raza y han sido corroborados
en las diaguinesis meiéticas de los machos. El polimorfismo del par 4 se presenta en todos los
hibridos naturales entre las razas Norte, 2n=38 a 40 x Sur 2n=34 de L. monticola (Lamborot,
1991) con quiasmas caracteristicos y altos niveles de aneuploidia en los individuos machos, Los
andlisis citogenéticos poblacionales, codificando y visualizando a los cromosomas como un
conjunto heredado generacionalmente resultaron muy valiosos en este estudio y en otros

realizados con anterioridad (Lamborot 1998), es asi como el PCA, el ADL y el analisis de
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estructura cromosémica poblacional corroboran estas diferencias frente a las razas: Sur 2n=34,

Norte, 20=38 a 40, Norte Mod 1, 2n=38-40, y MF 1 y 2, 2n=41-44,

Los estudios de las razas cromosdmicas en la zona central de Chile han descrito que el
nimero cromosdmice 2n aumenta de sur a norte debido a fisiones céntricas (Lamborot, 2008).
Contrario a lo esperado, la raza cromosomica Norte Mod 2 mostré un menor nimero de
macrocromosomas fisionados, comparada con las razas cromosémicas proximas (MF 1 y MF 2),
provocando la interrupcion del patrén clinal de complejidad cromosémica creciente. Al igual
que lo observado en esta tesis, en 5. grammicus hay existencia de razas cromosémicas con
polimorfismos en los pares 3 y 4 que probablemente surgen debido a rearreglos independientes,
Un ejemplo es el surgimiento de una la derivada fision seis (F6, 2n = 34) de forma independiente
a la secuencia de derivacion y de aumento del nimero cromosémico, a partir de la raza primitiva
o estdndar (S, 2n = 32) (Hall 2010). Esto podria explicar las similitudes observadas con la raza
Sur y la raza Norte Mod 2, a pesar-de la distancia geografica (560 km. aprox.), ya que presentan
una alta frecuencia de macrocromosomas de tipo conservativo compartidos (4 pares) y la

cantidad de microcromosomas es la misma (11 pares), lo que sugiere un patrén citogenético afin.

Se ha observado en algunas especies endémicas del género Liolaemus en Chile, como L.
monticola, una posible correlacién entre parametros de diversidad cromosémica y de gradientes
ambientales, apoyando la inferencia de que los cambios citogenéticos, como las fisiones
céntricas, tendrian un componente adaptativo (Lamborot 2008). Esta propuesta se basa en la
presencia de estas fisiones en todos los cariotipos al norte del Rio Maipo (Lamborot 1993,
Lamborot y Alvarez-Sarret 1989) ocupando hibitats mds xéricos e inestables en cuanto a
precipitaciones. Estos organismos con estos cromosomas fisionados podrian prosperar bajo estas
presiones selectivas més que otros organismos con otros tipos de rearreglos. Para los

polimorfismos cromosémicos de esta raza Norte Mod 2 esta propuesta resulta congruente.
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La situacion actual de la razas de L. monticola podria explicarse en el Pleistoceno.
Individuos con cariotipo similar a la raza Sur, 20=34 habrian ocupado la actual distribucion
geografica de este complejo. Un primer evento de colonizacion habria dado origen a la raza
Norte estableciendo sus rearreglos caracteristicos (fision céntrica homocigota del par 4 y
polimorfismo del par 3), que se habrfan extendido en el drea norte del Rio Maipo (Lamborot
1991; Lamborot y Alvarez-Sarret 1993). Luego sobre la raza Norte se produce el cambio de los
pares 6 y 7 ambos polimoérficos, estableciendo asi a la raza Norte Mod 1 considerada zona de
hibridacién primaria (Lamborot et al. 2003) que se expande hacia el norte del Rio Aconcagua
(Lamborot et al. 2012). A continuacion una serie de cambios que incluyen las fisiones céntricas
de los pares 1 y 2 se establecen en los rangos andino y costero entre los rios Aconcagua y
Petorca, originando asi a las razas MF 1 y MF 2 (Lamborot et al. en preparacién). Se reconocen

zonas de hibridacion cromosdmica que constatan estos reordenamientos.

En base a caracteres cromosémicos y aloenzimaticos, Vasquez et al. (2007) apoyarian la
hipétesis de una colonizacién iniciada por la raza Sur que dié origen a las razas
cromosdmicamente mas derivadas, las cuales continQian en un posterior proceso de colonizacion,
hibridacién y reemplazo. Esta hip6tesis es consistente con estudios morfologicos (Lamborot y
Eaton, 1992, 1997; Lamborot et al. 2003), y con la diferenciacion genética enire las razas

(Torres-Perez et al. 2007, Lamborot, 2008).

En resumen, la presencia de rearreglos Unicos en la raza Norte Mod 2, junto con la
disminucién de fisiones céntricas en comparacion con las razas geogrificamente préximas,
permite postular que la concatenacion en la secuencia de derivacion y reemplazo, seguiria un
proceso independiente a partir de una antigua colonizacién de la raza Sur que involucrarfa
fisiones céntricas, seguidas de inversiones pericéntricas incluyendo segmentos cromosémicos de

mayor tamatfio, )
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Morfologia

La variacion observada de los caracteres morfolégicos a partir de individuos
representativos fue congruente con trabajos anteriores para la separacién de las razas
cromosomicas en bloques sur y norte (Lamborot y Eaton 1992, 1997; Lamborot et al. 2003;
Aravena 2013). Usando la totalidad de las razas cromosémicas se puede concluir que la raza
Norte Mod 2 esté estrechamente relacionada con las razas proximas, y comparte la mayorfa de
los caracteres que inciden en su diferenciacién, aun asi fue distinguible principalmente por
cuatrg caracteres morfoldgicos: SAME, LASUP 1B, TEM, v SAB. Al realizar los anilisis
individuales, se observo mediciones morfométricas y meristicas similares y compartidas entre

~

las seis razas utilizadas (figura no incluida).

ADN mitocondrial

El gen Citocromo b mosird caracteristicas que permiten distinguir a la raza Norte Mod 2
de las restantes. Posee una alta diversidad genética tanto en namero de haplotipos, como en
numero de sitios polimérficos. La red de haplotipos obtenida mostrd una secuencia tipo clinal y
acorde con la separacion geografica y la variacion cromosémica, ademdas presenté evidencia de
una variacién genética intrarracial alta (haplotipo 11). La cantidad de pasos mutacionales que
separa a esta raza de la Sur (considerada ancestral), indicarfa ha tenido el tiempo de divergencia
suficiente para establecerse como un grupo bien definido y revela una menor divergencia
respecto a la raza Norte. También se aprecio la presencia de haplotipos caracteristicos de la raza
MT 2 (haplotipos 2 y 3) intercalados en el 4rea de distribucion de la raza Norte Mod 2. Si bien,
ambas razas se encuentran separadas por el Rio Petorca, considerado una barrera al flujo génico,

este hecho indicarfa migracién de individuos posterior a la formacidn de estas razas.

i
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Las reconstrucciones filogenéticas ponen de manifiesto la separacion en grupos Norte y
Sur respecto al Rio Maipo. Las tres metodologias mostraron similitud en cuanto a la ubicacion
de la raza Norte Mod 2 en relacion a las restantes y en establecer su probable origen posterior al
establecimiﬁnto de la raza Norte. Ademas se observd en el clado de esta raza la presencia de
individuos pertenecientes a la raza MF 2. Estudios anteriores con secuencias de Cyt b en las
razas Sur, Norte, Norte Mod 1, MF 1 y MF 2, revelan de forma similar la existencia de los
grupos surefio y nortino, con presencia de individuos no concordantes geogrificamente entre
ellos (no'observado en esta tesis), indicativos de flujo génico entre razas cromosémicas (Torres-
Pérez et al. 2007, Aravena, 2013). Este hecho se podria llegar a explicar por la evidencia que

existe en vertebrados de que los cromosomas estarian seleccionados por sobre los genes

mitocondriales'(Boissinot y Boursot, 1997).

Se logrd establecer en esta tesis una concordancia entre una divisién cromosdémica,
genética y geografica, destacando el efecto de las barreras fluviales. En un estudio anterior en L.
monticola se sugiere que el proceso de separacion alopétrica no serfa reciente considerando la
topologia monofilética entre ambos grupos y una alta divergencia de secuencias (Torres-Pérez et
al. 2007). Los presentes resultados son coincidentes también con analisis previos de tipo
cromosomico (Lamborot 1991, Lamborot y Alvarez-Sarret 1993), morfologico (Lamborot y

Eaton 1992, Lamborot et al. 2003) y aloenzimatico (Vasquez et al. 2007).

Aloenzimas

Los resultados aloenziméticos son los que presentaron la menor resolucién para
distinguir a las razas. El andlisis de estructura poblacional mostrd casi nula diferenciacion entre
ellas, La raza Norte Mod 2 no se diferencié de las geograficamente proximas para los 7 loci

utilizados. Estudios anteriores (Vasquez 2002, Vasquez et al. 2007) en base a 14 loci detectaron
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estructuracion, alelos privativos raciales originados por mutacion, y evidenciaron un nexo entre
patrones aloenzimaticos de la raza Norte Mod 2 con la raza Sur en tres localidades al norte del

rio Petorca (Salamanca, Culimé y Tilama).
El Rio Petorca como barrera al flujo de genes

Los resultados demuestran que el rio Petorca es una barrera efectiva al {flujo
cromosémico, y por lo tanto circunscribe el drea de distribucion de la nueva raza. En cuanto a
los caracteres morfoldgicos y secuencias mitocondriales, la separacién es parcial, y no se pudo

detectar el efecto de esta barrera con el andlisis de aloenzimas.
k]

Estudios en L. monticola, establecen de forma clara la separacién de razas cromosémicas
por barreras fluviales: El Rio Maipo y su afluente el Rfo Yeso separa a las razas Norte y Sur
(Lamborot 1991, Lamborot y Alvarez-Sarret 1993); el rio Aconcagua separa a la raza Norte de la
raza Multiples Fisiones 1 (Lamborot 1998). El Rio Colorado, un afluente del Aconcagua separa
a la raza Norte de la raza Norte Modificada 1 (Lamborot et al. 2012). Estos resultados entregan
evidencia de que estos rios han sido importantes en la diferenciacién cromosdmica y
morfologica (Lamborot y Eaton 1992, 1997; Lamborot et al. 2003). Dis‘gintos niveles de
diferenciacion obtenidos con ADNmt y patrones aloenziméticos apoyan la idea que estas
barreras disminuyen el flujo génico (Torres-Pérez et al. 2007; Vasquez et al. 2007; Piez 2010;

Aravena 2013).

Hace décadas Pounds y Jackson (1981) indicaron que las barreras geogréficas impuestas
por rios pueden facilitar la diferenciacion, o al menos limitar la re-expansién de poblaciones
divergentes. Varios estudios a nivel mundial se han centrado en los cambios experimentados por
las barreras fluviales y como estos promueven la divergencia entre poblaciones de variados

organismos. Se han abordado desde el punto de vista de la introgresién de genes (Lugon-Moulin
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et al. 1999), patrones filogeograficos (Gehring et al. 2012), y estructura genética (Colombi et al.
2010). Es por lo tanto posible sugerir que el Rfo Petorca, desde su establecimiento (Pleistoceno,

ultima o pentltima glaciacién aprox.), ha sido una barrera efectiva para mantener a la nueva raza

del complejo L. monticola separada. del resto.
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5. Conclusiones

1. La nueva raza cromosdmica Norte Modificada 2 se caracteriza por cromosomas
propios y ocupa un area bien delimitada al sur por el Rio Petorca, el que funcionaria como

barrera al flujo genético-cromosdmico.

2. La sucesidn de cambios crecientes en la complejidad cromosémica diploide sur-norte
s¢ ve interrumpida en esta raza, Las similitudes cromosémicas compartidas con la raza Sur,
sugeririan su probable origen en base a eventos mutacionales independientes, a partir de una

antigua colonizacién de esta tiltima.

3. El andlisis basado en la morfologfa pudo distinguir a esta raza, en base a algunos
caracteres Unicos, pero existe similitud en la mayoria de los rasgos morfol6gicos con las razas

geograficamente proximas.

4. El marcador mitocondrial citocromo b, tanto a nivel filogeografico como
filogenético, diferencié a esta raza de las restantes y permiti6 evidenciar un posible flujo de
genes con la raza geogrificamente préxima. La separacion racial es concordante con la

distribucion geogréafica delimitada por barreras fluviales.
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Anexo 1: Valores de longitud relativa, indice centromérico y clasificacién morfolégica de los pares

cromosémicos 1 al 9 de las seis razas analizadas de L. monticola.

Se indica el nimero de cariotipos

medidos por raza (n), y el tipo morfolégico de cada par segiin Levan et al 1964: m (metacéntrico), sm
(submetacéntrico), st (subtelocéntrico), t (telocéntrico). Los valores en cursiva corresponden a la
desviacion estandar.

SUR E MF2 SIR NORTE | NORTEMODI | MF1 MF2 NORTEMOD 2 | TIPO
FAR n=20 n=23 =26 =15 n=24 =]
1 12005 (3.5) [ 21,00 (2,33) | 2056 (1,74) |20,69 (1,20)[1842 (2,76)| 2023 (1.96) |4697(2.62) [47.77 (2.42)| 4692 (1.78) [4866¢1.25)| 4131 0,73) | 4733250 | m
1a 895 (0.88) | 926 (1,25) 261334 | L1907 T
1k 10.18 71,04)] 9.98 71,02) 28274.77) | 169 2,45 t
2 1860 (3.04) | 1993 (2,13) | 19.52 (1 43) 2090 (2,23)| 1914 (1.43) 3753 (3.27) |3689 (2.20)| 3631276 3324(3.50) | 37130(4.21) | sm
2a 621 (6,83) | 5,65 (0,82) 486 (6,02) | 553 (6,42) [
b7 1584 (1,77)| 1391 (1,20) 29.77 5,76 | 26,08 14,69 sm
2w 13.03 (1.68) LM (7.2]) t
3 | 148842.84) | 1595 (2,06) | 1644 (1,63) |1659 (1,54)|1574 (2.40)| 1522 (2,38) | 4666 (1,85) |45.54 (1.68)| 4480 (2.85) [4650 2.64)| A2 2.94) | BH 206 | m
3 626 (0.93) | 5917069 |680(1,14)]676¢0.50) | 6331149 0950.20) | 51606.42) |326¢446) | 253/3.12) |2512(1256) | yfsm
D) 854 (1.08) | 910(0.96) [9.79(1,05) 923 (1,56) | 956 (1,05 2445 4.28)| 253405390 |2412937)| 2329957 | 2860(5,75) | sthsm
4 |13160247) 1330 (1,81) | 4646 2.47) #$80M47) | m
41 8.00 @.99) 3293 (3,47} | sm
42 714 (0.57) 3195710.53) | sm
42 663 (0,01) | 65000,67) |6,66(0.75) 656 (0.75) 886822 | 674(7.59) |469¢592)| 277 2.85) t
4 131 (0.69) | 144060 |720 @67) | 718 (1, 14) 1069 7.87)| 810834) |164(7,16) | 447 (4.62) t
S 634,12 | 589(0.7)) | 683¢0,71) |1070.77) [69546,76) | 113 (6,76) |4544 (3,39) |3924 (4,78)| 3706 (4.69] |41.813583)| 39334644 | 3974(647) | m
L] 720 ¢5,17) | 119(0.67) | 733(042) |756(0.42) |RM4(1.37)| 735(1.08) [4676 242 [46841232)| 4240351 4699 3.02)[467633)) | 4614569 | m
6al 833 (0,86) |890(0.,76) [5.771¢1.90) | 8494123 MM 333 |e7020219)| BosE4 | 85450 | m
7 | 532(1.07) | 567(0.47) | 6.68(0.74) |683(0.94)|720(0,74) | 6260,72) |4676(2.72) |4571 4.46)| 4177 6,42) |2666.34)] 4391 462) | 4626 450) | m
Tst 506,02 |56870.91) | 633 (0,85) 1538 (6.92) |13.76 (6,26) | 10,40 (20,33) tfst
8 | 420(1.00) | 430(0.50) | 513(0.68) |5.09(0.75) | 4,67 (0,80) | 524 (0.87) |4716(2,54) |47152.77)| 4519 (+.39) [4616/4,34)| 4803 (328) | 4707(3.06) | m
9 133872 |324(060) | 429(0.64) [400(1,09)[356(0.99) | 423 (0.69) [48.042.67) (4129 283)| 4716340 [s836227) | 878330 | 122(420) [ m
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Anexo 2: Codificacion de alelos para los rearreglos cromosémicos de los individuos utilizados a nivel

racial.

1.MULFT
2170,
2171,
2174,
2176,
2177,
2180,
2181,
2182,
2184,
2185,
2090,
2088,
2 MOLF2
1359,
1362;
1634,
1617,
1620,
1807,
1809,
181z,
! ig1g,
18186,
1817;
3.1M0D1
2543,
2544,
2545,
2548,
2551,
2552,
2553,
2614,
2822,
4.8M0OD2
1237,
730,
817,
B23;
2981,
2931,

‘Parl Par2 Par3 Par4 Par5 Paré Par7?

CHEHEEEEEREER

BEEERE BREBEEDEE BHEEBEEEOGE

BEBBEEE DBEBEBBBEE B

DD
BD
ED
BB
ED
BED
BB
B3
B3
BB
BD
BD

GEECEBERERED

BEEkENY BEEBGBHEE BEBUEDBDEEE

HEREER

BB

GHEBEEREERE

BEEEEEE

BB
BB

HEEBEE EPEBRBEBEE PRBRBPRBEEBBER BRPUBEEBBRBER

REBERE REBEBREREY HERBRABHEGH

SEEEEE

HHBBHHEEBHER
EERBERAEERAE

AC

AERERAERE BEEAREERARA

i

5.MORTE
2286,
2288,
2289,
2210,
2347,
2448,
2459,
2450,
2451,
2452,
2453,
2458,
2455,
2458,
2457,
2458,
2459,
2460,
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mAn AR A8 BB AR AR AA
EA AR BB BB AA AL IR
A2 AR AR BB AR AR 2R
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AA AA AB BB AR A& AR
A AR BR BB AR AR AR
AA AR AB BB XA An AR
AA AR A3 BB AR AR AR
ZA AA BAA BB AR AA A7
AA AR AA BB AR AR A
Zh AX BB BE AA AR AR
AA 2A BB BS AA A% BA
AZ AR AB BB AR AR D
AA A2 A3 BB AR AA AR
AA 2x BE B3 AA AR AR
AA AA AB BB AR AR DA
AL AA AR BB AA XD A
AR AR A®R BB AR AR AR
An RA BE BB AA AL AR
AR AR RB BB AX AR AR
A AR AX AXZ AR AR AR
ZA AM AR AA XA AR AR
AR AR AA AR RA AA AR
AR A2 XA AR AR AR AR
AR AnZ AR AXZ 2A AR AR
A A3 AA XX AR AR AR
AR AA AR XA AR AR AR
AR AA AR DA AR A" AR
AR AR AA AR AR AR AR
AA AR AR AL AR AR AR
AR AR AA AR AR AR AR
AR AA A3 BA AA 2R A
AR AR AR AR DA AL 2R
AA AR AR AR AR AR AR
AA AR AR AR AR AR AR
AL AR AR XA AR AR AR
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Anexo 3: Codificacion de alelos para los 7 loci de aloenzimas de los individuos utilizados a nivel racial.

AAT aMAN PGM PGEI 1DHa PEF SOD BAT sMAN PGM PGI LDHa FPEP 50D
1174, BB BC CC CC AR AB BB 2533, BD BB CC 00 AA BB BB
1175, BB AC CC CC RAA BB BB 2543, BB BB CC BB AA BB BB
2508, BB BB CC ¢C€C &ar BB BB 2544, BD 00 CD BB AA BB BB
2508, BB BB CC CC AR BB BB 2545, BD BB CC B3 aA BB BB
2510, BB BB CC CC &R BB BB 2546, B85 BB CD BB AR BB BB
2511, BB BB CC CC AA BB BB 2551, BD BB CC BB AR BB BB
2512, B3 BB cc cc AR BB BB 2552, BE BB cC BB AA BB BB
2516, BB BB CC CC AR AB BB 2553, BS BB CC BB AA B3 BB
2227, BB BC CC CC AR BB BB 2554, BB BB CC BB AA BB BB
2228, BB BB cc ce AR cc BB 2555, BB BE (61 0= BB AR BB 00
2229, BB BB CC CC AR BB BB 2556, B8 BB CD BB AR BB BB
2230, BB BB CC CC BAA BC BB 2557, BB BB CC BB AA BB 00
2231, BB BC CC CC AA BC BB 2558, BB BB CC BS AR BB BB
2232, BC BB CC CC 2aa BB 00 2613, BD BB CC BB AR BB 00
2233, BB BB CC CC AR BC BB 2615, BB BB CC BB AR BE 00
2235, BB BC cc cc AR cC BB 2616, BD BB BC AS AR BB BB
2629, BC BB CC CC AA BC B3 2617, BE BB CC BB AR BB BB
2630, BC 00 cCcC CC AR BB BB 2618, BB BB CC BB AR BB BB
2632, BB BB CC CC AA BB BB 2619, BB BB CC BB AA BB BB
2236, BB BC CC CC AR BC BB 2620, BS AR CC BB AA B3 BB
2237, BC BC CC CC AR RAB BB 2622, BD B3 CC BB AR BB BB
2238, BC BC cc cc AR AB BB 2622, BB BE cC BB AR BB BB
2233, BB AC CC C€CC &aAa BC BB 2540, BB BB CC BB AR AB BB
1354, BB 00 AC CC AR CC 00 2541, B3 BB CC BB AR BB BB
1355, BB BB AC C€CC AR CC 0O 2542, BB BB CC BB 2A BB BB
1356, BB AB CC CD AA BB BB 2558, BB BB CC B3 BAA BB BB
1357, BB BB CC CC RAA BB BB 2560, BB BB CC BB AR AB 00
1358, BB AB C€CC CD AA BB BEB 2561, BB BB CC BB AR BE BB
1358, BB BB BC CD AA BB BB 2562, BD BB CC BB AR BB EB
1360, BB BC CC CC AA BB 00 2563, DD BB CC BB AR BE 00
1361, BE BB AC CC AA CC 00 2565, BB AR CC BB AA BB 00
1362, BB BB AC CC AR CC 00 2567, BB BB CC BB AR BB BB
1807, BB BC BC CC AR BB BB 2568, BD BB CC BB AR BB 00
lgpg, BB BB CC CC AR BB BB 2570, BB BB CC BB AA AA BB
108, BB 00 CC CC AA BB BB 2571, BB BB CC BB AR BB BB
110, BB 00 CC CC AR BB BB 2572, BB 00 CC BB AR AA 00
1811, BB BB CC CC AR BB BB 566, BB BB CC CC AA BB BB
igiz, B8 BB CC CC AR BC BB 2662, BC BB CC CC AR BB BB
1el3, BB BC CC CC AR BB BB 663, BC AB CC CC AR BB 00
iels, BB BB AC CC AR BC BB 663, BB 00 CC CC AR BB 0D
1815, BE 00 CC CC AR BC BB g5, BC BB CC CC AA AB BB
1816, BB 00 CC CC RAA BAC BB 2666, AC BB CC CC AA BB BB
lg17, B8 BB CC CC RA  BC BE 567 BC AB  CC  CC AR BB AA
1e1e, BE BB CC CC AR BB BB 5965, B BB CC CC AA BB BB
2357, BE BB CC CC an BB BB 2766, BB BB cc CC AR BB AA
2356, BB AB CC CC AR BB BB 3747, BE BB CC CC AR BB BB
2359, BB BB CC CC AR AB BB  9gs, BC BB CC CC AR BB BB
2360, BB BB CC CC AA BB BB 5763, BB BB CC CC AA BB BB
2361, BB BB CC CC AR BC 00 3999, B 25 CC CD AR AB BB
2362, BB BB CC CC 2An BB BB 3772, BB AB CC CC AR BB BB
2363, BB BC CC CC aa BB BB 2773, BB BB CC CC AR BC BB
2364, BB BC CC CC AR BB BB 2774, BB BB CC CC AA BC BB
2365, BB AB BC CC AR 00 BB 3352, CC 00 BC BC AR BB BB
2366, BE AB CC CD aAr B3 BB 3353, BB 00 CC BC AR BC BB
2367, BB BB CC CC ar BC BB 3354, BB 00 CC CC &AM BB BB
2368, BB 00 €CC CcC 2aa BB BB 3355, CC BB CC CC AR BB BB
2373, BEE BE CC CC 2an BB BB 3356, BB AB CC CC &AM BE BB
2374, BB AB CC € B&Aa BC BB 3357, BB 00 BC CC AR BB BB
2375, BB AC BC CC AR AaC BB 2365, nB BB CC CC &2a 00 BB
2376, BE AB CC CC AR BC BB 24335, BB 00 CC CC &Aaa BC BB
2377, BE AB CC CD 2a BB BB 2435, BC AB CC C€C AR 00 BB
2378, BB 00 CC C€CC RAA BB BB 2540, 00 00 CC c€cc BAA 00 00
2378, BB AB CC CC AR BB BB 2541, BB 00 CC CC A2 00 BB
2090, BB BB CC CC RAA BB BB 2544, BB 00 CC CC A& 00 BB
2091, BB AC CC C€CC 2a BB BB 2556, 00 00 CC CC AA OO0 AB
2082, BB 00 CC CC AR BB BB 2654, AB BB CC DD aA BE BB
2093, BB BB CC CC &R BB BB 2655, a8 BB CC CC AR BB BB
2094, BB OO0 CC €CC AR BB BB 2379, BB AB CC CC AR BB BB
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