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3.2.- Material y método

Las técnicas de electroforesis en almiddén handgdaritas con detalle en numerosas publicaciorestiemdo
incluso manuales de uso practico (ver por ejempkidRir et al. 1987; Murphy et al. 1990), por lo gndas
paginas que siguen Unicamente se comentan aspectasilares del trabajo realizado.

La obtencion de los datos enzimaticos se efectutesretapas, tratando de maximizar rendimientosa primera
etapa se analizaron 32 presuntos loci en 12 painlesi(incluyendo tres poblaciones de A. cisternasa de
Alytes muletensis, dos de Alytes sp. de las SidB&icas, una de A. 0. obstetricans y cinco poblas
seleccionadas geograficamente correspondientega@ @\. 0. boscai). En la segunda etapa se anaiiZz6
presuntos loci en siete poblaciones, tratando stdwer los problemas concretos de agrupamientsauggeron en
el andlisis anterior y por ultimo en la terceraefas estudiaron 16 loci para 12 poblaciones, c@@iambe delimitar
las distribuciones geogréficas de los grupos obsixw en la primera fase y comprobar la fiabilidadod
resultados alli obtenidos desde un punto de vestgrgfico. De forma adicional se estudiaron losopats de
algunos sistemas (Mdh, Ldh, Est y G3pdh) en otoddagiones con objeto de precisar su variabilidadraplias
zonas geograficas.

Figura 4 . Mapa con las poblaciones utilizadas en cada fadedalisis electroforético.
3.2.1. - Poblaciones examinadas

La procedencia y numero de ejemplares examinadot@ioréticamente se presenta en la tabla Il.9Entabla se
sefialan, ademas de los ejemplares capturados pknsore o enviados vivos por diferentes colegas (ve
agradecimientos), las muestras enviadas por €l.)V. Arntzen que ya habian sido previamente penizesy que
por lo tanto ademas de poder ser re-analizadadizaron como controles para la interpretacioriate
zimogramas. Para la captura de los ejemplaresrgé @an las correspondientes autorizaciones de las Gidaule:
Autonomas (ver agradecimientos). Asimismo pudie@mestudiados ejemplares procedentes del zoo by hie
Alytes muletensis obtenidos por el Dr. J. W. Arntzen las correspondientes autorizaciones.

Tabla Il

TAXA LOCALIDAD NUMERO DE
INDIVIDUOS

A. Cisternasii Villanueva de la Cafiada Madrid 2

Cuba, Beja Estremadura (Portugal) 5

Vianan do Alentejo Alentejo (Portugal) 9

Alburquerque Badajoz 5

Aliseda Céceres 3

Rio Arevalillo Avila 2

Aldeagquemada Jaén 1

A. Muletensis Mallorca (Zoo de Jersey, MNCN) 6

A. Obstreticans Cuenca del Rhur (Alemania) 4

Sierra de Alcaraz Albacete 19

Picos de Europa Asturias - Ledn 10

Venta del Obispo Avila 4

Barcelona Barcelona




Berga Barcelona 18
Benicassim - Caudiel Castellon 8
Algar de Palancia Valencia 5
Ciruelas Guadalajara 8
Piedrafita Huesca 5
La Coruia La Corufia 9
Rascafria Madrid 8
Sierra Tejeda Malaga - Granada 9
Jublains Mayenne (Francia) 5
lturen - Irati Navarra 11
Tuy - Bayona Pontevedra 7
Vinuesa Soria 3

3.2.2. - Recogida y preparacion de las muestras

Los ejemplares se transportaron vivos al labomttia vez alli fueron inmediatamente sacrificanlbgen se
mantuvieron en cautividad. El tiempo de permaneecieautividad varié desde unos dias hasta caafiajrcon ur
promedio de 2 meses.

En el momento de la extraccion de los tejidosgjemplares eran sumergidos en una dilucion asieatéMS 222)
0 bien sometidos a la accién de vapores de étstig Ba inmovilidad. Tras un lavado en agua se pgré@su
diseccioén ventral. La sangre fue extraida con lalayde pipetas Pasteur heparinizadas, depositadatebo
Eppendorf y centrifugada (7000 g durante 5 minutes¥obrenadante era trasladado a otro tubo. Deigdn
transcurso de la centrifugacion se extraian eldwigal corazén, el estbmago y tejido muscular dekremidades
posteriores, que se guardaban en tubos Eppenduonipagiados por un volumen de tampdn de homogeneizado
(TRIS-EDTA) similar al volumen de la muestra ensti@. Los tubos Eppendorf convenientemente rotdaaan
almacenados en botellas con nitrégeno liquido éatemperatura de -170°) o en arcones congeladieed(@° 0 -
20°) segun las necesidades de uso. El resto aedhittien se congelaba para una utilizacion pastde sus
tejidos o bien se preparaba para analisis osteasgi

Los tejidos eran homogeneizados el dia antes gdrsera utilizacion. Tras la homogeneizacion sdrdegaban
(11000 g, 25 minutos) y se extal volumen de sobrenadante que fuese a seadbliZl resto del centrifugado
guarda en botellas con nitrégeno liquido o en a&sa@ongeladores.

3.2.3. - Preparacion y revelado de los geles

Las electroforesis se realizaron en geles de ami@dén motivo de homogeneizar los resultados, ttmogeles se
prepararon con almidon de fécula de patata hidrdbZSIGMA).

El volumen de gel utilizado vari6 en funcién dehtio de los moldes, en nuestro caso de 300 y 60BIml
almidon hidrolizado (12 %) se diluye en el tampdeauado para la migracion de cada sistema enzonétic
continuacion se calienta (en continua agitaciosjdhgue aumenta su viscosidad y entra en ebulliEidrese
momento se somete a la acciéon de una bomba depaei@xtraer las burbujas de aire aprisionadas.
Inmediatamente se vierte sobre el molde y se ddjamelentamente, conservandose hasta el momensoi d
utilizacién en una camara refrigerada.

La aplicacion de las muestras se efectu6 mediamgeegnacion de fragmentos de papel Whatman n®@na&fio
adecuado al gel. Los papeles se aplicaron, biemeorte transversal del gel, bien mediante eldeson peine
especifico. Las muestras se colocaron lo sufiaeatte separadas como para evitar contactos paidhifiateral,
aunque tratando de optimizar el espacio disponible.

Los sistemas estudiados, los tampones utilizados tgjidos en los que cada sistema né una adecuad



resoluciéon se muestran en la tabla Ill.

Los procesos de coloracién especifica para cattarssenzimatico, qgue hemos utilizado sin apenas
modificaciones, han sido descritos en Shaw & Pra83a@; Brewer 1970; Ayala et al. 1972; Harris & Himson
1976; Siciliano & Shaw 1976; Pasteur et al. 198@nkhenko 1988; Murphy et al. 1990.

Tabla lll.
Sistema enzimatico Simbolo |N° ECC Locus N° alelos| Tampon Tejido
Aspartato aminotransferasa Aat EC26.1.1 Aat-1 4 LIOH, Tc8 |[H+C
Aat - 2 2 LIOH, Tc8 |[H+C
Catalasa Cat EC 1.11.1.16. |Cat 1 LiOH H+C
Creatin kinasa Ck EC 2.7.3.2. Ck-1 2 Tc7 M
Ck-2 1 Tc7 M
Dihidropoliamida deshidrogenas:iiDdh EC 1.8.1.4. Ddh -1 5 Tc 8 H+C
Ddh - 2 1 Tc8 H+C
Esterasa Est EC3.1.1.1 Est-1 6 LiOH H+C
Est-2 2 LIOH H+C
Formaldehido deshidrogenasa |Fdh EC1.2.1.1 Fdh 3 Tc 8 H+C
Fosfatasa acida Acp EC 3.1.3.2. Acp-1 2 Tc 6 M,H+C
Acp - 2 4 Tc6 M,H+C
Fosfoglucomutasa Pgm EC5.4.2.2 Pgm-1 2 Tc6 H+C, M
Pgm - 2 1 Tc6 H+C, M
Fosfogluconato deshidrogenasa | Pgdh EC 1.1.1.44. |Pgdh 3 Tc8 H+C, M
Glicerol - 3- fosfato G3pdh EC 1.1.1.8. G3pdh 3 H+C
deshidrogenasa
Guanina desaminasa Gda EC 3.5.4.3. Gda 1
Glucosa - 6 -fosfato G6pdh EC 1.1.1.49. |G6pdh Tc 8 H+C
deshidrogenasa
Glucosa- 6 - fosfato isomerasa | Gpi EC5.3.1.9. Gpi 2 Tc6 H+C, M
Glutamato deshidrogenesa Gtdh EC1.4.1.2 Gtdh 1 H+C
Isocitrato deshidrogenasa Idh EC1.1.142 |ldh-1 4 Tc8,Tc6 |[H+C, M
Idh - 2 2 Tc8,Tc6 |[H+C, M
Leucin aminopeptidasa Lap EC 3.4.11.-. |Lap 1 LiOH H+C
L- Lactato deshidrogenasa Ldh EC1.1.1.27. |Ldh-1 4 Tc7,Tc6 |[H+C
Ldh -2 2 Tc7,Tc6 |[H+C
Malato deshidrogenasa Mdh EC 1.1.1.37. |Mdh 5 Tc7 H+C
Malato deshidrogenasa NADP | Mdhp EC 1.1.1.40. |Mdhp-1 4 Tc8 H+C
dependiente (Me)
Mdhp -2 4 Tc8 H+C
Manosa - 6 -fosfato isomerasa | Mpi EC 5.3.1.8. Mpi - 1 Tc8 H+C
Mpi - 2 2 Tc8 H+C
Peptidasa: Leucil-glicil-glicina PepLgg |EC 3.4.-.-. Lgg LiOH St




Piruvato kinasa Pk EC 2.7.1.40. |Pk 3 Tc7 M

Sorbitol deshidrogenasa Sdh EC 1.1.1.14. |Sdh-1 3 Tc8 H+C
Sdh - 2 3 Tc8 H+C

Superoxido dismutasa Sod EC1.15.1.1. |Sod-1 3 Tc 8 H+C, M
Sod - 2 1 Tc8 H+C, M

Los patrones de bandas eran inmediatamente intadpetras el revelado en los sistemas con cotoresi
especialmente labiles o que sufren rapidas tramsitiones (Cat, Pk, Gpi por ejemplo) o bien se dijapara su re-
examen posterior.

3.2.4. - Interpretacion de los patrones electrofoti&os

Para una adecuada interpretacion de los patrosesvatolos es conveniente poseer alguna idea prevéa d
estructura molecular de cada sistema. En nuestmseaobtuvieron datos previos de la estructuamposicid en
subunidades de cada sistema en obras generales @& #&topkinson 1976; Pasteur et al. 1987; Murphglel990)
y en estudios especificos relativos a anfibiose@spimente al géero Alytes (Arntzen & Szymura 1984; Rosa e
1990).

La designacion de los loci y de los electromorfg(estas variaciones alélicas) se efectu6 en attidrético
comenzando por los de migracidon masdaced, de acuerdo con los trabajos previos de Amgz&zymura (1984)
las recomendaciones de Pasteur et al. (1987).

En todos los sistemas examinados se usaron caninbéenos, bien por repeticion de muestras coattollargo
del gel, bien por inclusion de poblaciones ya aadis. Adicionalmente se utilizaron como contreldsrnos los
extractos analizados previamente por Arntzen (dadgsublicados), con excepcion de los sistemas Bdh,y
Gda.

3.2.5. - Analisis de los datos
El método de analisis seguido puede desglosarse siguientes etapas:
3.2.5.1. - Estimacion de parametros de variabilidagenética.

Los parametros analizados son el nUmero medioetiesgbor locus (A) y la tasa de polimorfismo (R)eq
corresponde al porcentaje de loci polimorficos asacpoblacion.

3.2.6. - Estimacion del grado de diferenciacion adoizado entre poblaciones.

La transformacion de los datos de frecuenciascalelb genotipicas en distancias genéticas ha sighaanente
utilizada, habiéndose propuesto numerosos métagop6r ejemplo Wright 1978). Sin embargo no togkstas
transformaciones resultan igualmente apropiadasa.é&imar el grado de diferenciacion alcanzadeeent
poblaciones utilizaremos Unicamente la distancibleig 1972 1978), por ser la habitualmente emplesdia
bibliografia y permitir por lo tanto efectuar comgeiones con otros grupos. En la metodologia detda quinto,
se discute el uso de diversas distancias genéticks analisis filogenéticos, por lo que aqui @amente se hacen
algunos comentarios sobre la distancia de Nei

Distancia de Nei (DN): propuesta en dos versiomas denominada estandar, para muestras amplias y ot
modificada para tamafnos reducidos de muestra @O¥;11978).

Esta distancia trata de medir ehméro de sustituciones por locus ocurrida trasuardencia entre dos poblacior
Esta aproximacion solo es valida si la tasa detsagin géica por locus es uniforme para todos los loci yoeios
los grupos, un supuesto que, como indica Hilli8&)9puede considerarse poco realista. Este misihoo propon
una modificacién, de forma que en realidad estpcwamdo la media aritrtiéa del conjunto de los loci analizac
independientemen



3.2.7. - Andlisis de agrupamiento de las poblaciose

Las datos de distancias obtenidos en el apartadd@mpueden ser tratados mediante métodos deagianto,
gue tratan de aproximarse al conocimiento de lasiomes entre las poblaciones estudiadas basasdagegrado
de similitud. Es decir los agrupamientos son de figmético y se basan Unicamente en el grado ditsdo de
divergencia entre poblaciones

Puesto que no podemos aceptar inicialmente coma ciea tasa constante de evolucion en los sistemas
enzimaticos estudiados ni en los organismos am@gay que la evaluacion de las metodologias efdasipor
diversos investigadores (Swofford 1981; Nei & Cleed983; Fiala & Sokal 1985) no resultan coincidsnsi bier
todos ellos destacan la necesidad de emplear uarnletevado de loci (mayor de 20), se prefiriétibzacion de
los métodos UPGMA aplicado a la distancia de N@7Y8). Los anlisis se efectuaron mediante el uso del progi
BIOSYS-1 (Swofford & Selander 1981).
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