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3.3.- Resultados
3.3.1.- Interpretacién de los patrones electroforéos

Los patrones electroforéticos obtenidos para cadade los 36 presuntos loci codificadores de losi@émas
enzimaticos analizados se describen someramepi&iawacion. En la denominacion de cada sistemiang&izo
se ha seguido predominantemente a Murphy et @0§19unto al nombre de cada sistema enzimatioulsz el
namero correspondiente al catalogo de la ComissgON@menclatura Enzimatica (EC). Como ya se indicé
anteriormente se estudiaron 36 loci en las pobl@siale A. cisternasii de Madrid, en las de Alypesie las
Sierras Béticas de Malaga y Albacete, en las dubstetricans de Barcelona, Castellébn, Navarra yePedra; 32
loci ademas de las anteriores en las de A. olisdeide Jublains (Francia) y Asturias, en las dasternasii de
Portugal y en la de Alytes muletensis; 16 en la8.dabstetricans de Huesca y Madrid; y adicionalkaeae
analizaron ademas amplias series de ejemplares.gayddh, Est y G3pdh procedentes de diversadittazies.

Aspartato aminotransferasa (Aat) (EC 2.6.1.1.)

Dos loci presumiblemente codificadores de estangmicalizados en extractos de higado - corazéestractura
de las moléculas resultantes es dimérica.

Aat-1: se detectaron 4 electromorfos, con frecwsneariables segun las poblaciones. No se presemggan alelo
marcador para las poblaciones estudiadas aunguxést un alelo exclusivo de A. cisternasii (84%8By otro
unicamente compartido por A. cisternasii (15.62 Atytes muletensis (100 %) y Alytes sp. de las@eBéticas
de Malaga (40 %). La poblacion de Barcelona muestralelo exclusivo aunque en muy baja frecueridief).

Aat-2: se detectaron dos electromorfos fijadog@étievamente en las poblaciones estudiadas. Unpaxito por
A. cisternasii y las poblaciones de Alytes sp.a#eSierras Béticas de Malaga y Albacete y el airoitytes
muletensis y las restantes poblaciones.

Catalasa (Cat) (EC 1.11.1.16.)

Un Unico locus monomoérfico en las poblaciones aadhs, activo en extractos de higado y corazoén.

Creatin quinasa (Ck) (EC 2.7.3.2.)

En las poblaciones analizadas se muestran dosyosdaci con actividad enzimatica asignable a pgiteina,
ambas en los extractos musculares. La estructuaendas moléculas es dimérica.

Ck-1: presenta dos variantes alélicas una defglda en las poblaciones de A. cisternasii y Adyteuletensis y la
otra en el resto de las poblaciones.

Ck-2: resulté monomorfico en todas las poblaciestadiadas.

Esterasas (Est) (EC 3.1.1.1.)

Se analizaron dos loci presuntamente codificadieesstas proteinas, uno de ellos altamente policodmbos
se obtuvieron en el andlisis conjunto de muesedsghdo y corazén, si bien en los andlisis desdsfimlos por
separado parecen localizarse en uno u otro regsaetite.

Est-1: muy polimérfico en algunas de las poblactoestudiadas, con 6 variantes alélicas detectBddas
poblaciones de Barcelona y Navarra se llegarorcargrar tres variantes alélicas. Las poblaciones.de

cisternasii, Alytes muletensis y Barcelona pregentalelos exclusivos.

Est- 2: se detectaron dos electromorfos, aunquieusmgude ellos es exclusivo de A. cisternasii gted compartido
por las derés poblaciones



Formaldehido deshidrogenasa (Fdh) (EC 1.2.1.1.)

Un Unico locus aparente, analizado en extractdggilo-corazon. No se incluye en los andlisis posés al no
obtenerse resultados para Alytes muletensis.

Tres variantes alélicas, una al parecer exclusva.disternasii y el resto compartido por las dep@blaciones €
frecuencias variables.

Fosfatasa &cida (Acp) (EC 3.1.3.2.)

Codificada por dos presuntos loci polimérficos. baséculas resultantes muestran una estructuraridemé&os
resultados se obtuvieron en extractos de muscdéhigado.

Acp-1: dos electromorfos con frecuencias variableas distintas poblaciones.

Acp-2: cuatro electromorfos detectados, uno desdij@do con caracter exclusivo en Alytes muleteydias
poblaciones de Alytes sp. de las Sierras Béticdsrdaada y Albacete. Los otros tres muestran frezas
variables en las distintas poblaciones, aunque2c@parece exclusivamente en la poblacion de Eastsi bien
en baja frecuencia.

Fosfoglucomutasa (Pgm) (EC 5.4.2.2.)

Dos presuntos loci codificadores de esta enzinestitactura monomerica. Los resultados se obtuvienon
extractos de higado - corazon.

Pgm-1: dos variantes #ditgas fijadas respectivamente en A. cisternasi gleresto de las poblaciones. Como er
casos anteriormente citados resulta marcador asnaoblaciones de A. cisternasii.

Pgm-2: no se detect6 variabilidad en ninguna dedasaciones.
Fosfogluconato deshidrogenasa (Pgdh) (EC 1.1.1.44.)

También denominada 6-Pgd. Aparentemente codifipadan Unico locus. La estructura de las moléculas
enzimaticas, detectadas en los extractos de higamtazén, es dimérica.

Se han detectado tres variantes alélicas, dodagetglicamente presentes en las poblaciones desAdyt de las
Sierras Béticas de Granada, Albacete y en Alytdstemsis. En cuanto a la tercera se extiende emtigosis por
el resto de las poblaciones incluidas las de Aewissii, y en heterocigosis en un individuo denada. En la
figura 5 se sefala la distribucion geografica dediferentes frecuencias alélicas obtenidas paed@sis.

Figura 5. Mapa de la distribucion geografica dedigéerentes frecuencias alélicas obtenidas pass&ima
enzimatico fosfogluconato deshidrogenasa (Pgdh)Allytes cisternasii; 2 = Alytes muletensis.

Glicerol - 3 - fosfato deshidrogenasa (G3pdh) (ELC118.)

Codificado aparentemente por un unico locus polilcarEstructura enziméatica diméa. Resultados obtenidos
extractos de higado - corazon.

Se detectaron tres electromorfos, uno de ellosusixd y marcador de la poblacién de Barcelona g akiparecer
exclusivo de las poblaciones de Alytes muleteryses) las de Alytes sp. de las Sierras Béticasergeto
Unicamente presente en las demas poblaciones.

Guanina desaminasa (Gda) (EC 3.5.4.3)

En las poblaciones analizadas se observé un mics imonomarfico.

Glucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa (G6pdh) (EC 49.)

Codificada aparentemente porunico locus. No se han detectado variantélicas en las muestras digadc-



corazon analizadas.
Glucosa - 6 - fosfato isomerasa (Gpi) (EC 5.3.1.9.)

Codificada aparentemente por un dnico locus. Ldgcutas resultantes muestran una estructura diengrigeron
detectadas en extractos de higado - corazén y thoalscu

Los dos electromorfos detectados son compartidakséintas frecuencias por la mayor parte de lddgoiones,
destacéndose la existencia de frecuencias altemsatn las poblaciones de Barcelona y Castellon.

Glutamato deshidrogenasa (Gtdh) (EC 1.4.1.2.)

Aparentemente codificada por un unico locus. Emmasstras analizadas se muestra monomorfica. Aativi
detectada en extractos de higado-corazon.

Isocitrato deshidrogenasa (ldh) (EC 1.1.1.42)

Dos presuntos loci codificadores de esta protéiamactividad de sus moléculas, de estructura afsaremte
dimérica, ha sido observada en extractos de higed@zon.

Idh-1: cuatro productos alélicos, presentes emthst frecuencias, uno de ellos exclusivo de lédgoiones de A.
cisternasii. El resto compartido por varias polaaes, incluyendo A. cisternassii. En la figura 8es@ala de
distribucion geografica de las diferentes frecusmnaiélicas obtenidas para este locus.

Figura 6. Mapa de la distribucion geogréfica de las diferenteecuencias alélicas obtenidas para el sistema
enzimatico isocitrato deshidrogenasa (ldh). 1 =t@$ycisternasii, 2 = Alytes muletensis.

Idh-2: dos electromorfos detectados, uno de eftteneido por todas las poblaciones y el otro agacen baja
frecuencia (25 %) en la poblacion de Granada.

Leucin aminopeptidasa (Lap) (EC 3.4.11.-.)

Un uUnico locus codificador de esta enzima. En ksaetos de higado - corazén no se han observacntes
alélicas en ninguna de las poblaciones analizadas.

Peptidasas: Leucil glicil glicina (Lgg) (EC 3.4.}.-

Un unico locus codificador de este enzima. No sedeectado individuos heterocigoticos entre les wariantes
alélicas detectadas en los extractos de estomago.

Una de los alelomorfos es exclusivo y marcadoadgbblaciones de A. cisternasii, y otro de laRalgtevedra.
L- Lactato deshidrogenasa (Ldh) (EC 1.1.1.27.)

Dos posibles loci codificadores de esta enzimaid@nzimas resultantes se mostraron activas esxtosctos de
higado y corazdn, apareciendo su actividad domendgaforma alternativa en cada uno de estos tejidos
estructura de las moléculas es tetramérica.

Ldh-1: Cuatro electromorfos, dos de ellos exclusiy@on caracter diagsatico para A. cisternasii. De los otros
uno estad ampliamente extendido por todas las dpaidaciones y el otro ha aparecido de forma punémal
heterocigosis, en la poblacidon de Avila.

Ldh-2: Dos variantes alélicas, una de ellas exedugimarcadora para A. cisternasii.

Malato deshidrogenasa (Mdh) (EC 1.1.1.37.)

A diferencia de lo descrito en publicaciones antes (Arntzen & Szymura 1984) en nuestros extrasasament:

se pudo detectar el resultado de la actividad daioo locus, presumiblemente correspondiente ajdasio com
Mdh-2 por estos autores. La estructura de leécula resultante es aparentementeérica.



De los cinco electromorfos detectados, dos de stlasexclusivos y de caracter diagnostico pardstemasii. El
resto aparece en distintas frecuencias en detedasrzoblaciones, destacandose la presencia desdos d
electromorfos compartido por las poblaciones de®&ana, Huesca y Guadalajara. En la figura 7 seard
distribucion geogréfica de las frecuencias de igsahtes variantes alélicas.

Figura 7. Mapa de la distribucion geogréfica de las diferenteecuencias alélicas obtenidas para el sistema
enzimatico malato deshidrogenasa (Mdh). 1 = Algisternasii, 2 = Alytes muletensis.

Malato deshidrogenasa NADP dependiente (Mdhp) (EQ210.)

Codificada aparentemente por dos loci polimérfiGis estructura molecular es tetramérica. Habituatiene
conocida por ME. Los resultados se obtuvieron ¢raetos de higado - corazon.

Mdhp-1: desde el punto de vista de su utilizacidma@ marcador genético resulta de especial inté@esentar 4
electromorfos exclusivos y fijados respectivameamtéas poblaciones de A. cisternasii, A. muletersiges sp. d
las Sierras Béticas y en el resto de las poblasione

Mdhp-2: cuatro variantes alélicas detectadas @muéncias variables en las distintas poblacionetas
poblaciones de A. cisternasii se encuentran trégsdelectromorfos, faltando Unicamente uno exctusgie Alytes
muletensis, que puede considerarse diagnosticeegtaaspecie. En la figura 8 se sefiala de distdbyeogréica
de las diferentes frecuencias alélicas obtenidesgxie locus.

Figura 8. Mapa de la distribucion geogréfica de las diferenteecuencias alélicas obtenidas para el sistema
enzimatico malato deshidrogenasa NADP dependiddig). 1 = Alytes cisternasii; 2 = Alytes muletensi

Manosa - 6 - fosfato isomerasa (Mpi) (EC 5.3.1.8.)

Dos loci polimérficos presumiblemente corresponttiera esta enzima, detectados en extractos cosjdeto
higado y corazon. La estructura de las moléculagspondientes a ambos loci es aparentemente moicamé

Mpi-1: Se detectaron 5 electromorfos, todos ell@es@ntes en mas de una poblacién sin que puedan ser
considerados marcadores en ningun caso. Sin emlzadigiribucion de sus frecuencias resulta dea@alpiaterés
y complicacion. En la figura 9 se sefiala la disiribn geogréafica de las diferentes frecuenciagcabbtenidas
para este locus.

Figura 9. Mapa de la distribucion geogréfica de las diferenteecuencias alélicas obtenidas para el sistema
enzimético manosa 6 fosfato isomerasa (Mpi). 1yesl cisternasii; 2 = Alytes muletensis.

Mpi-2: Dos variantes alélicas, una de ellas presenttodas las poblaciones y la otra exclusivalgte#
muletensis (70 %).

Dihidropoliamida deshidrogenasa (Ddh) (EC 1.8.1.4.)

Codificada aparentemente por dos loci. No se irckiylos analisis posteriores al no obtenersetagd para
Alytes muletensis.

Ddh-1: presenta cinco electromorfos en las pobfesie@studiadas, uno de ellos al parecer con cadhatmostico
para las poblaciones de A. cisternasii y otro pmce Barcelona.

Ddh-2: monomorfico en las poblaciones estudiadas.
Piruvato kinasa (Pk) (EC 2.7.1.40.)

Un unico locus presumiblemente codificador de estama. La estructura de la molécula es aparentemen
tetramérica. Actividad observada en extractos niasest

De los tres electromorfos detectados uno de efl@xelusivo de las poblaciones de Alytes mulete@ianada y
Albacete.



Sorbitol deshidrogenasa (Sdh) (EC 1.1.1.14.)
Dos loci aparentemente codificadores de esta enmcalizados en extractos de higado - corazén.

Sdh-1: tres alelomorfos presentes en distintasiémecias en varias de las poblaciones, estandceloptesentes en
A. cisternasii.

Sdh-2: también tres electromorfos, dos de ellosguries en A. cisternasii (uno exclusivo de estacespy el
tercero presente Unicamente en la poblacion dea@saen baja frecuencia (20 %).

Superdéxido dismutasa (Sod) (EC 1.15.1.1.)

Presumiblemente codificada por dos loci. La estinactle las moléculas resultantes es dimérica (easel de la de
actividad citosélica) y tetramérica (en la de adéd mitocondrial).

Sod-1: tres variantes alélicas, una de ellas exelui® las poblaciones de A. o. obstetricans (dadta y
Alemania) y otra de las de A. cisternasii, pudieséiconsideradas ambas como marcadores.

Sod-2: monomorfico en todas las poblaciones.
3.3.2.- Estimacion de parametros de variabilidad getica

El grado de polimorfismo en los diferentes locirakaados es muy variable, tanto a nivel general,acahefectuar
comparaciones entre poblaciones. Asi se han radistiesde loci monomaorficos para todas las polasiépor
ejemplo G6pdh, Cat, Gda, Lap), hasta loci consmisntes alélicas para el conjunto de las pobtesdEst-1).

Un porcentaje elevado de las frecuencias genosijpibaervadas no se ajustan a las esperadas sdgyiualda
Hardy-Weinberg, como podia suponerse dado el reduamario de muestra y por lo tanto el reducidaieim
efectivo genotipico esperado. En cualquier casstiategia reproductiva del género Alytes y suendiogia,
localizados en colonias aisladas en ambientesdales con muy pocas posibilidades de flujo entlendas,
permitia pensar a priori en el incumplimiento deosade los supuestos iniciales relativos a dielya |

El examen de las frecuencias alélicas permite aguriecexistencia de alelos diagndsticos para nmaidedas
poblaciones examinadas. En la tabla IV se muekisaresultados de estas comparaciones, destacéidases
resultados como la existencia de al menos 6 lagrdisticos de las poblaciones de las Sierras B4fitalaga y
Albacete) respecto al resto de las poblaciones. ad#tetricans y otros 6 respecto a Alytes mulétens

Tabla IV

Ac. |Am. | AB | GR| BR CS FR NA AS PO
A. Cisternasii - -
A. Muletensis 18 - -
Albacete 17 7 - -
Méalaga - Granada 15 6 0 - -
Barcelona 18 11 9 8 --
Castellon 16 10 8 7 4 --
Jublains 14 10 7 6 5 3 - -
Navarra 16 11 8 7 3 1 1 --
Asturias 14 11 8 7 2 3 1 1 - -
Pontevedra 15 12 9 8 4 3 2 2 2 --

La utilidad de estos alelos marcadores es mardfieatto en el analisis de las zonas de contatite poblaciones
como en la asignedn de los individuos a un taxon concreto, especialenen aquellos casos en los qu



morfologia no presenta caracteres apropiados safas (Ayala & Powell 1972).

El nimero medio de alelos por locus varia desd@ dndas poblaciones de Asturias y Navarra, hadtadn
Alytes cisternasii.

3.3.3.- Estimacion de la diferenciacion genética ptacional

Para la estimacion de la diferenciacion genétiddgoonal se transformaron los datos de las fredasralélicas
obtenidas en distancias genéticas. Como ya se ¢Orasteriormente la distancia seleccionada fuéskamkcia
modificada de Nei (1978) DN, siguiendo a Hayasilef1992) ya que muestra propiedades matematicas
particulares y ademas ha sido ampliamente utilizada literatura, por lo que los resultados adpénidos puede
ser comparados con los obtenidos por otros autiéres| analisis efectuado para 16 loci se util&distancia
estandard de Nei (1972) dado el bajo numero deskaminados (Pasteur 1985).

Los resultados obtenidos para el analisis de 3Zémuestran en la tabla V. En la matriz presensadsefialan las
distancias de Nei modificada (1978) y los comeosague siguen se basan en dicha distancia. Enubelatgso el
examen de la distancias de Rogers (1972) DR inotlyéa modificacion propuesta por Wright (1978ka®de
Cavalli-Sforza & Edwards (1967) muestran resultegioslares.

Tabla V
poblacion AcMD | AcBJ | AcAL Am GR AB BR CS FR | NA | AS | PO
AcMD xR 0.15 | 0.17 0.80 | 0.74 | 0.74 | 0.72 0.68 | 0.70] 0.69] 0.71] 0.67
AcBJ 0.02 kel 0.14 | 0.78 | 0.74 | 0.75 | 0.71 0.68 | 0.71] 0.69] 0.74] 0.67
AcAL 0.02 0.01 | **** 0.77 | 073 | 0.73 ] 0.70 | 0.67 |0.68]0.69]0.68]0.67
Am 1.08 1.04 | 1.02 | *+** 0.48 | 053 | 0.60 | 0.60 | 0.61]0.59] 0.59| 0.61
GR 0.84 | 0.88 | 0.83 | 0.28 | **** 0.13 | 0.49 | 0.51 |0.53]0.52|0.52]|0.52
AB 0.83 0.88 | 0.82 0.34 | 0.01 | **** 0.48 | 0.51 | 0.54]0.52]|0.52]0.52
BR 0.78 | 0.77 | 0.75 | 0.48 | 0.29 | 0.28 | === 0.33 | 0.44|0.37| 0.38] 0.38
CS 0.65 | 066 | 065 | 046 | 0.32 | 0.30 | 0.11 | *== 0.39]0.29|0.34]|0.29
FR 0.71 0.76 | 066 | 049 | 035 | 0.36 | 0.22 0.17 |*** 10.28] 0.23| 0.35
NA 0.67 | 070 | 069 | 044 | 033 | 0.33 | 0.15 | 0.08 | 0.08]***=* |0.18]0.22
AS 073 | 075 | 066 | 044 | 033 | 033 | 0.16 | 0.12 | 0.05|0.03|*** |0.28
PO 0.62 0.65 ] 064 | 050 ] 034 | 032 | 0.16 | 0.09 |0.14] 0.05] 0.08 | ***=*

Las distancias obtenidas varian desde un valormmagde DN = 1.076 entre la poblacion de A. cistdrmzs
Madrid y la poblacion de Alytes muletensis, hastaralor minimo de DN = 0.012 entre las poblaciaheSierra
Tejeda y Alcaraz.

Las distancias a nivel especifico se sitian ehtraler maximo antes indicado hasta un valor mindadN =
0.278 alcanzado entre Alytes muletensis y la pairtede Alytes sp. de las Sierras Béticas de Siegjada.

3.3.4.- Andlisis de agrupamiento

Para el analisis de agrupamiento se han utilizasldistancias de Nei y de Rogers; las aplicaciGanuzas se
justifica en funcon de las distintas propiedades que presenta ceddeuellas. El agrupamiento se ha realizado
mediante la aplicacion del método UPGMA (Sneatho&eh 1973).

Los resultados de la aplicacion del método UPGM#mngestran en la figura 10 (resultados correspoteiead
analisis de 32 loci). El indice de correlacion ogfica de cada dendrograma es muy elevado (supebi®5 en
todos los casos



Figura 10. Resultado del andlisis de agrupamiento UPGMA, basadlas distancias de Nei modificadas (1978),
para 32 loci

De acuerdo con los resultados obtenidos las painiasiestudiadas se retinen en dos grupos iniciaedivergen
en el punto correspondiente a una DN = 0.767, ttaitkis por las poblaciones de A. cisternasii ydasA.
obstetricans mas Alytes muletensis y Alytes sgagé&ierras Béticas, respectivamente. La grangiveia de A.
cisternasii respecto a las demas especies delgsagone de manifiesto en todos los casos.

El segundo grupo se escinde a su vez en el pumaspondiente a una DN = 0.373, agrupandose pladania
mayor parte de las poblaciones de A. obstetricgr wtro la poblacion de Alytes muletensis jurto s
poblaciones de Alytes sp. de las Sierras Bétic&&iatea Tejeda y Alcaraz.

Los cuatro agrupamientos terminales con una distanimima intergrupal DN > 0.3, son:

a) Grupo A. cisternasii con una distancia de umiégrupo mas proximo DN = 0.767. Dentro del grupo e
destacable la similitud genética entre las poblesajue lo integran, con distancias inferiores a<dN023.

b) Grupo A. obstetricans con una distancia de uai@rupo mas préximo DN = 0.373. Al contrario eigrupo
anterior la heterogeneidad entre poblaciones esatewada existiendo variaciones comprendidas &itre 0.03Z
y DN = 0.221. Este grupo requerira un detenido exaposterior.

c) Grupo Alytes muletensis con una distancia dérual grupo mas proximo DN = 0.307. Al no haberse
examinado nada mas que una poblacién, no podenragestras consideraciones.

d) Grupo Sierras Béticas (Tejeda y Alcaraz) condis&ncia de union al grupo mas proximo de DN3610. Su
afinidad con el grupo Alytes muletensis es may@ cpn cualquier otro grupo. La similitud genétio&re las dos
poblaciones examinadas dentro de este grupo eadeléN = 0.012), alcanzando valores similares ajlee
presentan las poblaciones del grupo A. cisternasii.
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