BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DESCRIPCION CROMOSOMICA DE Peromyscus levipes (Merriam,

1898) DE SANTIAGO COLTZINGO OCOYUCAN, PUEBLA

TESIS QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

LICENCIADA EN BIOLOGIA

PRESENTA:

SERENDY ROMERO CUATZO

DIRECTORA:

M. en C. ROSA MARIA GONZALEZ MONROY

PUEBLA

ABRIL, 2024

Facultad de Ciencias Biologicas
BUAP



DEDICATORIA

A mis padres Francisco Romero Cabrera y Raquel Cuatzo Montes, por guiarme, apoyarme,

motivarme y darme su carifio incondicional.

A mis hermanos Josué y Francisco Javier por acompafiarme en esta trayectoria.

A mis amigas Sandra, Alexia, Jocelyn, Victoria y Lesly por permitirme ser parte de su vida, y

por orientarme y apoyarme en la escuela y en la vida.

A Dios por ser mi fuente de Fe para no rendirme.



AGRADECIMIENTOS

A la Mtra. Rosa Maria Gonzalez Monroy por permitirme realizar el presente estudio
en el laboratorio de Mastozoologia, ademas de orientarme, asesorarme Yy

aconsejarme.

Al Dr. Jesus Martinez Vazquez por su ayuda, consejos y asesoramiento durante la

elaboracion del presente estudio.

A la Dra. Adriana Martinez Guevara por su asesoria y consejos en la revision de este

estudio.
Al Juez de Paz Santiago Gonzélez Quechol por permitirme realizar muestreos en
Santiago Coltzingo, Ocoyucan Puebla. Ademas de las facilidades y amabilidad

durante el trabajo de campo de este estudio.

A Judith Méndez Pacio por apoyarme, guiarme y aconsejarme durante mi estancia en

el laboratorio de Mastozoologia.

A mis profesores (as) por el conocimiento compartido durante mi estancia y formacion

profesional.

A mi familia y seres queridos que me apoyaron durante la ejecucion de este trabajo.



iNDICE

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
e S 1 11V | P I
L.INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt e eaeeae e e eaenae e 1
I I R O {011 g [0 XS]0 1 = T SRR 1
I O (o To =T 1= 1 o= USSP 2
1.2 BiOlOgia de 18 ESPECIE .....cceeeeiiicie et a e 6
1.2.1. DescripCion MOIfOIOQICA ........uvreiieeiiiiiiiiiiiiee e 6
N2 1S3 v To [0 o [T ot 0] o KSY=T V7= T T o 8
1.2.3. Habitat, Actividad y DiStriDUCION .........ccevvviiiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 8
2. ANTECEDENTES ... .o e e e e e e e e e e e eaaeeeans 9
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt eae et e et eete e neeeaesae e 13
3.1 OBIETIVO GENERAL ...cooiiiiiiicee ettt e e e e e e e e 14
3.1. ODjJetivoSs PArtiCUIAIES. .......oiie e e e e e e 14
4, AREA DE ESTUDIO.......c.coiiiiieiteeieeteee e ete et ete e ete st teete e eaeste e eaesasetesaesaeeaesae e 15
5. MATERIALES Y METODOS .....ocuiiiiieieeeeeeeee ettt see e 16
5.1. Trabajo de CamMPO .....cooiiiiiiii 16
5.2. Trabajo de 1ab0ratorio ... 17
5.2.1. Obtencion de CrOMOSOMAS .....ccceeeiieiii e e et 17
5.2.2. Elaboracion de laminillas ..., 19
5.2.3. Construccion del CariotiPO .........cocevvuiiiiiiieee e 19
5.3 Bandas CromMOSOMICAS G ......ccoeviviiiiiiiieiieeeeieeeeeeeeeeeeeee ettt 20
5.4. Bandas CromMoOSOMICAS C .......coovviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee ettt 21
6. RESULTADOS ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e s san b b e e e eeaeeeeaans 22
6.1. Patron de bandas cromoSOMICAS G........oooveeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 29
6.2. Patron de bandas cromoSOmMICAS C .......ooooveeiiiiiieeiieeeeeeeeeee e 33
7. DISCUSION ...ttt sttt s e se et esaen e s s e enenas 37
8. CONCLUSION ..ottt sttt ettt se et 39
9. BIBLIOGRAFIA ...ttt et eae s 40

1O, ANEXOS ..ot 46



RESUMEN

La citogenética es una disciplina entre la biologia celular y la genética, la cual tiene
como objetivo el estudio de los cromosomas, describiendo el uso de técnicas de
analisis cromosomico, tales como el cariotipo en metafase el cual involucra el
emparejamiento de cromosomas homologos. El analisis del cariotipo es una
herramienta que permite realizar comparaciones de poblaciones de roedores, su
evolucion y, taxonomia. Ademas, funciona como una herramienta para revelar fuentes
de variabilidad genética. De igual manera, el patron de bandeo cromosémico Gy C
identifican anomalias cromosémicas como translocaciones, deleciones, inversiones.
El presente estudio tuvo como objetivo realizar la descripcion cromosOmica de
Peromyscus levipes en Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Con el uso de 60
trampas tipo Sherman se capturaron cinco ejemplares vivos los cuales fueron
trasladados al laboratorio de Mastozoologia (BUAP) en donde se realiz6 la técnica de
extraccion de médula 6sea para obtener el cariotipo convencional. Para la obtencién
de bandas cromosémicas G se utilizoé Tripsina y para el bandeo cromosémico C se
utilizé hidréxido de Bario. Peromyscus levipes presentd un 2n=48 y NF=56. En cuanto
a la morfologia cromosémica de los autosomas, estda se conformd por un par
cromosomico metaceéntrico, un par cromosémico submetacéntrico, tres pares
subtelocéntricos y 18 pares telocéntricos, el par sexual se conformé por el “X” de
tamafo grande y “Y” pequefio, ambos submetacéntricos. El patron de bandeo
cromosémico G mostré que los cromosomas autosémicos grandes presentaron entre
ocho a 12 bandas, y en los medianos entre cuatro a seis bandas, en los pequefios
entre uno a cuatro bandas de eucromatina. El patron de bandeo cromosémico C,
indicé que la heterocromatina constitutiva se restringe en las regiones centromérica
de los cromosomas. La comparacion de estos resultados con otros realizados en
México permitid establecer que, Peromyscus levipes tiene un numero diploide
constante, el cual coincide con lo observado en general dentro del género.

Sin embargo, se establecio que P. levipes presenta polimorfismo cromosomico ya que

su numero fundamental varié de 56 a 60 en diferentes zonas de México.



1. INTRODUCCION
1.1.1Cromosomas

El ciclo de crecimiento y divisidn celular se caracteriza por las divisiones sucesivas de
una célula en las cuales se da la duplicacion de su genoma a las células hijas (Pierce,
2009). Durante este proceso se dan dos fases importantes, la Sintesis o también
llamada interfase (G1, S, y G2) en el cual la célula realiza replicacion del ADN y
sintesis de constituyentes celulares para las células hijas; y la fase M o mitética, en
donde hay reorganizacion de los cromosomas y centrosomas, y las cromatidas
hermanas condensadas se separan y dandose los estadios de mitosis: profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase (Mcintosh, 2016). Posteriormente se da la
Citocinesis, uno de los estadios donde los cromosomas son visibles, se alinean en el
huso mitético, alineados en la placa metafasica y se encuentran altamente
condensados como resultado de la condensacion de la cromatina durante el estadio
de la metafase (Malumbres, 2020). La cromatina es el ADN empaquetado, el cual
contiene el mensaje hereditario y esta organizado en varias entidades separadas a

los que conocemos como cromosomas (Mattei y Luciani, 2003).

En cuanto a su estructura los cromosomas poseen tres elementos importantes (sensu
Pierce, 2009):
1. Centromero: Punto de anclaje de los microtibulos del huso (filamentos
responsables del movimiento de los cromosomas durante la divisién celular).
Es una zona o region estrecha que divide al cromosoma en dos secciones o
“brazos”, el corto se denomina “brazo p” y el mas largo “brazo q” (Nimer, 2012).
2. Telébmeros: Son los extremos o puntas naturales de los cromosomas, sirven
para proteger y mantener la estabilidad cromosémica. También participan en
la limitacion de la division celular.

3. Origenes de replicacion: Son los sitios donde comienza la sintesis del ADN,

La posicion del centromero define la longitud de los brazos de los cromosomas,
dandoles su forma especifica, y en funcidén de esta longitud los cromosomas pueden
ser clasificados en metacéntricos, submetaceéntricos, acrocéntricos y telocéntricos
(Nimer, 2012).



Los cromosomas metacéntricos tienen el centrémero ubicado justo en medio, entre
los extremos del cromosoma (brazos cromosémicos iguales; Pierce, 2009). Si el
centromero se ubica descentrado pertenece a los submetacéntricos (diferencias
significativas entre los dos brazos, Stimpson y Sullivan, 2013). En el caso de los
subtelocéntricos, el centromero se encuentra ubicado muy cerca al final del
cromosoma (brazo corto muy pequefio; Stimpson y Sullivan, 2013). Para el caso de
los telocéntricos o acroceéntricos, el centromero se ubica al final del cromosoma,
adyacente al telomero (sin brazos cortos; Pierce, 2009; Fig. 1). Algo notable de los
centréomeros en los cromosomas en metafase, es que cuando estos estdn muy
condensados, se visualiza al centrdmero como una constriccion donde se encuentran

a las cromatidas hermanas unidas (Stimpson y Sullivan, 2013).

Telocéntrico

Figura 1. Tipos de cromosomas. Imagen tomada de Pierce (2009).

1.1.2 Citogenética
La citogenética es una disciplina que se encuentra entre la biologia celular y la
genética, la cual estudia los cromosomas como estructuras fisicas (Guenet et al.,
2015). Permite identificar anormalidades citogenéticas, ya sea por malformaciones
gue pueden amenazar la supervivencia animal (por aneuploidias), baja fertilidad
(relacionado con translocaciones balanceadas), esterilidad (relacionada con

anormalidades en los cromosomas sexuales; Ortega et al., 2018). Ademas de
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encargarse de la descripcion del uso de técnicas para el andlisis cromosémico, este
analisis, también llamado cariotipo implica el emparejamiento de cromosomas
homologos (Cherlyedath, 2019). Los cromosomas son la unidad fundamental de
herencia del ADN, tienen como funcioén el transporte de informacién genética y su
evolucién va en conjunto con la de la especie (Tigano et al., 2022). EI namero
cromosomico y morfologia varia entre especies, teniendo cada una un ndmero y
morfologia especifica de cromosomas (Tigano et al., 2022). Las células eucariotas
diploides tienen dos conjuntos de cromosomas heredados por la madre y padre,
productos de la reproduccion sexual, asi mismo, cada conjunto cromosémico tiene su
par homdlogo parecido en estructura, tamafo e informacién genética, con una

codificacion particular de caracteristicas hereditarias (Pierce, 2009).

En un organismo, el conjunto o complemento de cromosomas en metafase se le
denomina cariotipo (Borzan y Schlarbaum, 2004). El término también se refiere a la
imagen producida en el laboratorio de los cromosomas de una persona aislados de
una célula individual y dispuestos en orden numérico (NIH, 2024). Para su analisis
descriptivo, el cariotipo se define numéricamente con pardmetros estadisticos de
valores basados en las medidas de la morfologia de los cromosomas (Borzan y
Schlarbaum, 2004).

En el cariotipo se hace uso del numero cromosoémico (2n) y el nimero fundamental
(NF), este ultimo es el ndmero total de brazos cromosémicos por conjunto de
cromosomas (Guenet et al., 2015). Para la obtencion de los cariotipos, estos se
preparan a partir de células en division activa, tales como las células de los tejidos
meristematicos de plantas, glébulos blancos, o células de la médula 6sea de animales
tratadas con colchicina, la cual impide entrar en la division mitGtica anafase, estas se
extienden sobre el portaobjetos, se tifien y se observan en el microscopio para ser
fotografiados (Pierce, 2009).

Existen métodos de bandeo cromosomico que se basan en tefiir los cromosomas para
analizar alguna funcion especifica (Gupta et al., 2019). Entre los métodos de bandeo
mas comunes se encuentran bandas G (Giemsa), R (Reversa a G), C (centrdmero) y
Q (quinacrina; Bickmore, 2001). Las bandas que tienen una fuerte tincién se llaman

bandas positivas y por el contrario las que se tifien débilmente se llaman bandas
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negativas (Bickmore, 2001). En el caso de las bandas G positivas, éstas indican
presencia de eucromatina y permiten identificar rearreglos en el nimero cromosémico
como traslocaciones, en las cuales un cromosoma se puede mover a otro cromosoma
no homodlogo o en el mismo, afectando asi al fenotipo; deleciones donde el
cromosoma pierde un segmento; inversiones en el que un segmento del cromosoma
se invierte, comprometiendo al centrémero, a lo que se le conoce como inversion
pericéntrica, si no lo compromete se le denomina inversion paracéntrica (Gupta et al.,
2019).

En el caso de las bandas C positivas, estas indican que contienen heterocromatina
constitutiva, la cual esta conformada por ADN satélite (Bickmore, 2001). Las bandas
C son resultado de la renaturalizacion rapida del ADN satélite previo a una
desnaturalizacién (Mattei y Luciani, 2003). Estos bandeos se pueden representar
mediante diagramas idealizados (ideogramas), en los cuales las bandas G se
representan en negro y estas mismas bandas se numeran consecutivamente lejos del

centrémero en los brazos corto (p) y largo (qg; Bickmore, 2001).

En general, el analisis y estudio del cariotipo permite realizar comparaciones de
poblaciones intra o interespecificas, asi como también puede poner en evidencia
fuentes de variabilidad genética, y permite comprender la evolucion dentro de las

especies, e incluso tener conocimiento sobre su taxonomia (Baeza et al., 2015).

En muchas especies de mamiferos, incluida la humana, se han podido analizar los
cariotipos, observandose hasta tres tipos de cromosomas (Guenet et al., 2015). Uno
de los grupos de mamiferos mejor estudiados en este sentido, son los que pertenecen
al orden Rodentia, ya que es un grupo considerado como un modelo animal éptimo
para la investigacion cientifica, esto debido a su tamafio corporal, su ciclo de vida
corto, caracter docil, el promedio de crias que presenta con buenas caracteristicas
reproductivas y maternales, ademas de tener similitudes fisiolégicas con los humanos
(Ceron, 2018).

En México, la mastofauna comprende 550 especies, incluidas en 201 géneros, 46

familias y 13 6rdenes (Gonzalez y Arroyo, 2013). Dentro de esta fauna, el orden



Rodentia es el de mayor nimero de especies, teniendo una representacion hasta del
45% (235), del total (Ceballos et al., 2005).

Dentro de este orden, destacan principalmente ocho familias por su endemismo:
Sciuridae (ardillas), Castoridae (castores), Geomyidae (tuzas), Heteromyidae (ratas
canguros), Dasyproctidae (serete), Agoutidae (pacas), Erethizontidae (puerco
espines), Muridae y Cricetidae (Ceballos et al., 2005; Cervantes y Ballesteros, 2012).
Dentro de la familia Cricetidae sobresalen los géneros Chaetodipus, Neotoma,
Peromyscus y Reithrodontomys (Gonzalez y Arroyo, 2013), siendo el género
Peromyscus uno de los més diversos y con una amplia distribucion, contando con 51

especies, de las cuales 33 son endémicas del pais (Gonzélez y Arroyo, 2013).

El género Peromyscus habita mayoritariamente en islas, desiertos, zonas
montafiosas, bosques de tierras medias y altas (Leon, 2014). Ademas, es un grupo
gue ha sido objeto de estudio para la investigacion en ecologia, comportamiento,

fisiologia, sistematica y evoluciéon (Rojas y Barboza, 2007).



1.2 BIOLOGIA DE LA ESPECIE

1.2.1 Descripcion morfologica

Peromyscus levipes (Merriam, 1898), también conocido como raton de patas agiles
(sensu Schoch et al., 2020), es un roedor de tamafo pequefio a mediano, el color de
su pelaje es oscuro, los laterales de su cuerpo son de color ocre a rojizo semejante a
una linea no tan marcada, en su dorso el pelaje es color café oscuro, incluso se
aprecia una franja negruzca difusa, el anillo ocular y el color del pelaje es oscuro,
incluyendo las orejas, cuyo borde se aprecia de color blanco, siendo grande en forma
circular, la parte ventral del cuerpo es color blanco con una apariencia sutil a color
crema, tiene un parche pectoral color marron el cual esta presente en la mayoria de
los especimenes, la cola es bicolor siendo la parte superior de color café oscuroy la
inferior color blanco, la cola es larga llegando a una longitud un poco mayor que la
longitud de la cabeza al cuerpo (Alvarez y Gonzalez, 2009; Fig. 2). Las patas traseras
son de color blanco en la parte proximal y en la parte distal, a la altura del tarso,
metatarso y falanges, son de color rosa, su craneo es corto y ancho, la caja cerebral

es redonda y los arcos cigomaticos son aparentemente paralelos (ITIS et al., 2022).



De acuerdo con Myers et al. (2022), la clasificacion taxonémica de Peromyscus
levipes es la siguiente:
Reino: Animalia

Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Superclase Gnathostomata
Clase Mammalia
Subclase Theria
Infraclase Eutheria
Orden Rodentia
Suborden Myomorpha
Superfamilia Muroidea
Familia Cricetidae
Subfamilia Neotominae
Género Peromyscus

Especie P. levipes (Merriam, 1898)

Nombre comun: Ratén de patas agiles

Figura 2. Peromyscus levipes. Imagen tomada de Bolafios,
2015



1.2.2 Estado de conservacion

De acuerdo con la lista roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN), la especie Peromyscus levipes se encuentra categorizada como
de preocupacion menor (Castro-Arellano y Vazquez, 2016). Cabe resaltar que no se
cuenta con informacion de esta especie en la Norma Oficial Mexicana de NOM 059
SEMARNAT-2010, la cual tiene por objeto identificar las especies o poblaciones de
flora y fauna silvestres en riesgo en la Republica Mexicana (Diario Oficial de la
Federacion, 2010).

1.2.3 Habitat, actividad y distribucién

Peromyscus levipes presenta una actividad nocturna (Alvarez y Gonzalez, 2009).
Para mantener su proteccion, construyen nidos utilizando materiales de la naturaleza
como ramas de plantas, o colocandolos debajo de una pila de ramas, troncos y
algunos huecos que hay entre los arboles (ITIS et al., 2022). Esta especie habita en
regiones montafiosas (acantilados, picos de montafas), pero en especifico se
encuentra en bosques de pino-encino, matorrales de encino y bosques caducifolios
tropicales, entre otros, también se pueden observar en areas con poco pastizal y
alguna que otra vegetacion en el suelo (ITIS et al., 2022).

Su distribucion en México abarca desde el este, encontrandose en la Sierra Madre
Oriental, a partir del centro de Nuevo Ledn, hasta el oeste de Tamaulipas, llegando
desde el centro de Veracruz hasta la vertiente del area Neovolcanico Transversal o
Sierra volcanica transversal de algunos estados como Querétaro, Tlaxcala, Puebla,
Ciudad de México, Estado de México, Morelos y Guerrero (Alvarez y Gonzélez, 2009;
ITIS et al., 2022; Fig. 3).

Figura 3. Mapa de distribucion de Peromyscus levipes. Imagen tomada de Alvarez y
Gonzalez, 2009 8



2. ANTECEDENTES

Dentro de los trabajos que han abordado el analisis del cariotipo dentro del género

Peromyscus se mencionan los siguientes, desde el mas reciente al mas antiguo:

Bradley et al. (2022) analizaron el grupo de Peromyscus boylii, complejo de nueve
especies entre las que se encuentra Peromyscus levipes. Los autores reportaron que
esta especie tenia un NF=56-60. Los ejemplares examinados fueron recolectados en
los estados de Nuevo Leon, en la localidad Cola de Caballo; y Tlaxcala, en la localidad
de Teacalco.

De igual manera, Bradley y otros autores (2014) analizaron 30 ejemplares capturados,
gue representaban a siete especies de Peromyscus en el oriente de Nayarit, en Santa
Maria del Oro. También se incluia en los analisis a la especie Peromyscus levipes.
Los cariotipos de dichos ejemplares tuvieron un 2n= 48. Sin embargo, cada cariotipo
fue perceptiblemente diferente de otro, de acuerdo con su NF, siendo asi que: P. boylii
y P. simulus presentaron un NF=52, P. beatae un NF=52-54, P. madrensis NF=52, P.
schmidlyi un NF=54-56, y finalmente, P. levipes con un NF=56-60.

Ordofez et al. (2013) describieron que en la Reserva de Chelemba, Alta Verapaz,
Guatemala, se tenia el cariotipo de P. grandis con 2n=48, y NF=58. Esta especie
también presento seis pares cromosémicos birrAmeos y los demas monorrameros, y
en cuanto a su par sexual, el cromosoma X fue grande subtelocéntrico y el
cromosoma Y, pequefio acrocéntrico. Los autores observaron que P. grandis mostré
diferencias en cuanto a sus bandas cromosomicas G. Sin embargo, reportaron la
existencia de una conservacion cariotipica en la especie de P. mexicanus con P.

grandis.

Alvarez y Gonzalez (2009) documentaron que el cariotipo convencional de
Peromyscus levipes en el estado de San Luis Potosi, México, tenia un 2n=48, pero
en cuanto al NF se observo una variacion polimérfica de 56 a 60, la cual estuvo
compuesta de tres a cinco pares cromosémicos birrdmeos de grandes a medianos,
dos pares cromosomicos birrameos pequefios y de 16 a 18 pares cromosomicos

acrocéntricos. En cuanto al par sexual, el cromosoma X fue grande, mientras que el
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cromosoma Y fue pequefio, ambos submetacéntricos. EI numero fundamental de
Peromyscus levipes en San Luis Potosi, sureste de Hidalgo y noroeste de Puebla

presenté un NF=58.

Calixto et al. (2009) estudiaron en Tecali de Herrera, Puebla a la especie Peromyscus
levipes. Reportaron que el cariotipo convencional de esta especie en dicha zona de
estudio present6 2n= 48 y NF=60, el cual se conforma por siete pares de cromosomas
birrdmeos, de ellos cinco fueron submetacéntricos, dos subtelocéntricos y 16 pares
telocéntricos de tamafios grandes a pequefios. Con respecto al par cromosémico
sexual, el cromosoma sexual X fue submetacéntrico grande y el cromosoma Y fue

submetacéntrico pequefio.

Por otra parte, Kalcounis-Rueppell y Spoon (2009) reportaron en su estudio que en el
cariotipo general estandar del género Peromyscus tenian como 2n=48 y NF=52, el
cual concordd con lo establecido por el Comité para la estandarizacion de
cromosomas de Peromyscus. Dichos autores utilizaron como modelo biolégico a la
especie Peromyscus boylii, la cual presenté un par cromosémico birrdmeo grande
(par 1), dos pares de cromosomas birrdmeos pequefios (cromosomas 22 y 23) y 20
pares cromosomas acrocéntricos. En el par sexual, el cromosoma X fue

subtelocéntrico grande y el cromosoma Y fue metacéntrico mediano.

Bradley et al. (2004), realizaron un estudio en el area occidente-central de México,
abarcando estados como Durango y Estado de México. Los autores reportaron
diferentes taxones del género Peromyscus: P. beatae, P. boylii, P. sagax, P. simulus,
P. species novo y P. sp. Es asi que para el caso de Peromyscus levipes se obtuvo un
NF=56 en la localidad de Acambay, mientras que en las otras localidades

consideradas este parametro varié con un NF=56-60.
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Greenbaum et al. (1994) en su estudio, reportaron el nimero de marcadores de
bandas cromosémicas G, de manera estandarizada, en el género Peromyscus, asi
como los cromosomas autosémicos y el cromosoma sexual. De igual manera, entre
los taxones estudiados se encontraba Peromyscus levipes, especie en la que
reportaron que en el cromosoma seis habia tenido inversiones pericéntricas, y al ser
birrameo, presento tres formas diferentes de la constitucion eucromatica, es decir,

mostrd polimorfismos de inversion pericéntrica en el cromosoma seis.

Smith et al. (1994) en su estudio realizado en la localidad de Zacualtipan y Molango,
Hidalgo, reportaron que el cariotipo de Peromyscus levipes se conformaba por cinco
pares birrameos (par 1, 2, 9, 22 y 23) con una condicion polimorfica de los pares tres
y seis, teniendo un NF=56-60. Los restantes pares fueron acrocéntricos. En cuanto al
bandeo cromosémico C, en esta especie la heterocromatina constitutiva se restringio
a regiones centroméricas de los autosomas y en el par sexual, el cromosoma X tuvo
un brazo corto positivo, la banda cromosomica C y el cromosoma Y fueron

completamente heterocromatico.

Robbins y Baker (1981) reportaron que el género Peromyscus presentaba en su
mayoria variacion cromosomica, teniendo 34 adiciones heterocromaticas y 26
inversiones pericéntricas; Estudiaron a 18 especies de Nuevo México, Estados
Unidos de Ameérica, y consideraron algunos estados de México como Coahuila,
Durango y San Luis Potosi, De este género, se presento informacion de P. boylii, la
cual se observo un 2n=48 y NF=54. Ademas, presento la heterocromatina restringida
a las regiones centromérica, también presenté polimorfismo, especificamente en el
cromosoma nueve. En cuanto al bandeo G, P. boylii mostré que en los cromosomas
grandes se observaban entre ocho a 13 bandas, los cromosomas medianos entre
cuatro a seis bandas y en los cromosomas pequefios entre uno a cinco bandas de

eucromatina oscuras y claras en total.

Finalmente, el estudio de Lee et al. (1972) se considera entre los primeros que
abordaron el analisis del cariotipo de especies del género Peromyscus en México.
Dichos autores realizaron su estudio en el sureste de Estados Unidos, abarcando
algunos estados de México como Michoacan. En este estudio se contrasto el cariotipo

de P. boylii levipes procedente de Jiquilpan, Michoacan, donde un cariotipo difirié de
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los otros ejemplares, ya que presentd dos pares de autosomas birrameos grandes,
dos pares de autosomas birrameos pequefios y 19 pares de autosomas acrocéntricos
de tamafios grandes a pequefos. El par cromosémico sexual correspondia al “X”

subtelocéntrico grande y “Y” metacéntrico pequefio, teniendo como NF=54 y 2n=48.
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JUSTIFICACION

Han sido diversos los estudios que se han llevado a cabo sobre la especie
Peromyscus levipes, ya que es una especie que funciona como modelo de estudio
para la investigacion por su facil manipulacién dentro del laboratorio, ademas, nos
permite establecer o comprobar las relaciones evolutivas y filogenéticas de los
mismos, mas aun, se le considera como una especie importante para su entorno, ya
gue funciona como fuente de alimento para otras especies y forma parte de la
distribucion de semillas durante su forrajeo. En México, se han realizado estudios
sobre el analisis cromosdémico del cariotipo de Peromyscus levipes. Sin embargo,
para la region del municipio de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla no se han
realizado este tipo de trabajos, por lo que, en este caso, este seria el primer analisis
en el area, el cual abarca la descripcion cromosomica para la obtencion del cariotipo
y el patron de bandas cromosOmicas de la especie antes mencionada, por lo tanto,
este estudio tiene como objetivo describir el cariotipo de Peromyscus levipes en el

municipio de Santiago Coltzingo Ocoyucan, Puebla.
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3. OBJETIVO GENERAL

Describir el cariotipo de Peromyscus levipes del municipio de Santiago Coltzingo

Ocoyucan, Puebla

3.1.0bjetivos particulares

Obtener las constantes cromosomicas de Peromyscus levipes de Santiago
Coltzingo Ocoyucan Puebla

Obtener el patrén de bandas cromosémicas G y C de Peromyscus levipes de
Santiago Coltzingo Ocoyucan Puebla

Comparar las constantes cromosOmicas de Peromyscus levipes en Puebla y
México.

Comparar los patrones de bandas cromosémicas G y C de Peromyscus levipes

en Puebla y México.
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4. AREA DE ESTUDIO

El municipio de Ocoyucan se localiza en el centro-oeste del estado de Puebla, siendo
sus coordenadas geogréficas (Sistema ITRF-92) las siguientes: paralelos 8° 51' 54" y
19°00' 06" de latitud norte, meridianos 98° 15' 42"y 98° 22' 24' de longitud occidental
(INEGI, 2000). Colinda con los siguientes municipios: al Norte con San Andrés
Cholula'y San Gregorio, Atzompa, al Sur con Teopatlan y Atlixco, al Este con la ciudad
de Puebla, y al Oeste con Santa Isabel Cholula y Tianguismanalco (INEGI, 2000; Fig.
4).

De acuerdo con su hidrologia superficial, Ocoyucan corresponde a la cuenca del Rio
Atoyac (ASE, 2022). Sin embargo, no cuenta con rios de importancia, pero si con una
serie de arroyos intermitentes originados en las formaciones montafiosas las cuales
bajan hacia el Valle de Atlixco (Constructora Grucogomm S.A. de C.V., 2011).
Asimismo, el clima que predomina es templado subhimedo con una humedad media
(80.23%), teniendo igualmente suelos predominantes entre los que se destacan el

feozem y la rendzina (Constructora Grucogomm S.A. de C.V., 2011).

La localidad de Santiago Coltzingo situada en el municipio de Ocoyucan presenta las
coordenadas geogréaficas (Sistema ITRF-92): 98°18'41.88"0 de longitud vy
18°54'50.86"N de latitud (SEMARNAT, 2019). Dicha localidad, es una zona rural, con
vegetaciéon secundaria de bosque de encino, pastizales y vegetacion secundaria de
selva baja caducifolia (SEMARNAT, 2019)

MUNICIPIO DE OCOYUCAN, PUEBLA, MEXICO

San Jerénimo Tecuanipan

San Andrés Cholula
AR

Atlixco

Municipio de Ocoyucan
I Estado de Puebla
[ sitio de muestreo: Coltzingo

Teopantlan
San Diego la Mesa Tochimiltzingo

0 25 Skm -3
-—

Huaquechula

Figura 4. Mapa del area de estudio. Se observa el sitio de colecta del raton de patas agiles Peromyscus

levipes del municipio de Ocoyucan en el estado de Puebla (INEGI, 2000),
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Trabajo de campo
Colecta de ejemplares: La recolecta se realizo en la localidad de Santiago Coltzingo,
la cual esta ubicado en la parte Sur-Poniente del municipio de Ocoyucan, dentro del
estado de Puebla (INEGI, 2000; Fig. 5).

Los muestreos se realizaron los dias 21 y 24 de septiembre de 2022, y el dia 08 de
octubre de 2022. Para cada muestreo realizado, se colocaron un total de 60 trampas
tipo Sherman, en las cuales se coloc6 un cebo de hojuelas de avena mezcladas con
vainilla. Las trampas fueron colocadas a lo largo de dos transectos de
aproximadamente 100 metros, los cuales abarcaron una zona con una densa
vegetacion. Cada trampa se colocé a una distancia de 10 metros entre cada una. Las
trampas fueron colocadas durante la tarde-noche y fueron recogidas en la mafiana
del dia siguiente. En cada sitio de recolecta se tomaron datos como la fecha de
colecta, coordenadas geograficas con ayuda de un GPS marca Garmin, modelo

Etrex22x, la altitud y localidad.

Los ejemplares capturados fueron transportados vivos para Ssu posterior
procesamiento y se encuentran bajo resguardo del laboratorio de Mastozoologia de

la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la BUAP.

Figura.5. Imagen del sitio de muestreo: Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Fotografia tomada
por Serendy Romero Cuatzo.
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5.2. Trabajo de laboratorio
5.2.1. Obtencién de cromosomas
En el laboratorio los ejemplares se pesaron utilizando una balanza tipo pesola
Microline y al mismo tiempo fueron caracterizados sexualmente observando la

anatomia externa de sus Organos sexuales de acuerdo con Schlomer et al. (2013)

Posteriormente, a cada ejemplar se le aplicé la técnica de extraccion de médula 6sea

propuesta por Lee (1969) y Baker y Qumsiyeh (1988), la cual consisti6 en lo siguiente:

A cada ejemplar se le inyecto, de acuerdo con su peso, colchicina via intraperitoneal,
siendo una proporcion de 0.1 ml por cada 10 gr de peso. Una vez inyectados, se
esperd 30 minutos, esto con el fin de que la colchicina actuara como inhibidor mitético,
haciendo que las células se detuvieran en la etapa de metafase del ciclo celular.
Inmediatamente después de la inyeccidn de colchicina se sacrificaron los ejemplares

por medio de dislocacién cervical.

A cada espécimen se le tomaron las siguientes medidas morfométricas (en
milimetros) con ayuda de una regla comuan: longitud total del cuerpo, longitud de la
cola, longitud de la pata trasera, y longitud de la oreja. Posteriormente, se extrajeron
los fémures y tibias de cada ejemplar. Después, se les realizé un corte en la epifisis
en el extremo proximal y con ayuda de una jeringa de 5 ml con solucién hipotonica,
se extrajo la médula 6sea la cual se vaciéo en tubos de centrifuga de 15 ml,
conteniendo una solucién hipotonica de KCl al 0.075 M a 37°C, esto con el fin de que
entrara la solucién a la célula provocando que éstas se hincharan debido a la alta
concentracion de sales que hay en el medio intracelular. Este aumento de volumen
celular permitié que los cromosomas se extendieran a los tubos de centrifuga, a los
cuales se les coloc6 de esta solucion hipotonica hasta llegar a un volumen de 7 ml,
se incubaron por 40 minutos a una temperatura de 37°C, luego se centrifugaron a 800
rpm durante ocho minutos, y a continuacion se elimino el sobrenadante con una pipeta
Pasteur dejando al paquete celular, al cual se le colocaron 5 ml de solucién fijadora
de Carnoy (metanol-acido acético en proporcion 3:1) previamente elaborado y
refrigerado, aplicandolo por las paredes del tubo para evitar que se rompieran las

células por sus propiedades quimicas.
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Finalmente, se resuspendid para hacer que la solucién fijara totalmente al paquete
celular. Aunado a lo anterior, a los ejemplares se les realizé el proceso de taxidermia
cientifica para ser registrados en la base de datos e incorporados en la Coleccion

cientifica de mamiferos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la BUAP.
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5.2.2. Elaboracién de laminillas
Para la elaboracion de laminillas, se lavaron los portaobjetos para eliminar la grasa y
otros elementos que pudieran tener, como suciedad. Una vez limpios, los portaobjetos
se colocaron en un frasco con alcohol al 70% previamente refrigerado, siguiendo la
técnica de Pardue y Gall (1970).

Por otro lado, a cada tubo con el material celular previamente refrigerado durante 24
horas, se centrifugé de nuevo a 800 rpm durante ocho minutos, se le quité el
sobrenadante y nuevamente se le coloco solucion fijadora Carnoy y se resuspendio.
Después, con una pipeta Pasteur se tomo parte de la muestra celular, y a una altura
de aproximadamente dos metros se dejaron caer de tres a cuatro gotas sobre el
portaobjetos, al cual se le aplicé la técnica de aire-fuego (Baker y Qumsiyeh, 1988);
utilizando un cerillo para aplicar el calor, e inmediatamente se le aplicé aire

comprimido, dejandolo secar a temperatura ambiente.

Posteriormente, cada laminilla se tifid con Giemsa durante 16 minutos, después se
enjuagaron con agua destilada para eliminar residuos de la misma tincion, y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente, las laminillas se observaron al
microscopio éptico con los objetivos 10X y 40X para ubicar, con ayuda de una laminilla
de ubicacion, la posicién del campo mitético en metafase, y poder realizar la toma de

fotografias correspondientes.

5.2.3. Construccion del cariotipo
Se identificaron en el microscopio aquellos campos mitéticos que cumplieran con las
siguientes caracteristicas: separados, numero cromosomico completo, morfologia
visible y una buena resolucion, a los que se fotografiaron utilizando una camara
PROGRESGRYPHAX integrada a un microscopio Leica Microsystems DM1000 LED,

y estas se imprimieron en papel fotografico tipo mate.

Posteriormente los cromosomas fueron recortados y ordenados por pares homologos
de acuerdo con su tamafio y posicién del centromero. Se midieron los brazos cortos
(p) y brazos largos (q) utilizando la aplicacion ImageJ versién 2023, asi como también
se tomo la longitud promedio del brazo corto (p) y la longitud promedio del largo (q)

de 10 cariotipos y se clasificaron de acuerdo con Levan et al. (1964).
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El indice centromérico (IC), se calcul6 con la siguiente férmula de Levan et al. (1964):

IC = L* 100

P+tq
Donde:
IC= Indice centromérico
p= Longitud del brazo corto

g= Longitud del brazo largo

El indice centromérico esta dado por la relacion de la longitud del brazo corto entre la

longitud total del cromosoma y todo esto multiplicado por 100 (Levan et al., 1964).

El acomodo de los cromosomas se realizé de acuerdo con su morfologia y fueron
ordenados por su longitud de manera decreciente, e igualmente se obtuvieron las

constantes cromosémicas, 2n (Niumero cromosémico) y NF (Namero fundamental).

Para la elaboracion del ideograma se utilizaron los valores de longitud total del
cromosoma, longitud del brazo corto (p) y brazo largo (q). En el caso del ideograma

de bandas G y C se utilizé el software PixIr Editor version 2023.

5.3. Bandas cromosdmicas G
Para la elaboracién del bandeo cromosémico G se realizéd la técnica de Grouchy y
Turleau (1977) y Patton y Baker (1978), que consistié en lo siguiente: las laminillas
con las muestras se dejaron envejecer siete dias y posteriormente se colocaron en la
estufa de cultivo a 65°C durante 16 horas, esto con el propésito de endurecer a los
cromosomas y obtener un patrén de bandeo en ellos. Transcurrido este tiempo, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, y se sumergieron en solucién de Tripsina al
0.025% durante 150 segundos. Inmediatamente después se metieron al amortiguador
de Fosfato Salino (PBS) en dos vasos Coplin, en el cual a cada laminilla se le hizo un
lavado 10 veces en cada uno. Posteriormente, se tifieron en Tincién Wright durante
dos minutos, pasado el tiempo se sumergieron en Tinciébn Giemsa durante cuatro

minutos (para la tincion Wright y Giemsa fue importante que el pH estuviese a 6.8), y
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se enjuagaron solo una vez en agua destilada, dejandolas secar a temperatura
ambiente para luego ser observadas al microscopio Optico con los objetivos 10X y
40X.

5.4. Bandas cromosdémicas C
Para la elaboracion del bandeo cromosomico C se utilizé la técnica descrita por
Summer et al. (1971) y Arrighi y Hsu (1971), en la cual se utilizaron laminillas con los
campos mitéticos dejandolas envejecer durante siete dias, posteriormente se
colocaron en un vaso Coplin con HCI al 2% durante 15 minutos, esto con el propésito
de realizar una hidrolisis enzimatica, se lavaron con agua destilada tres veces y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Al mismo tiempo, en un vaso Coplin con
Hidroxido de Bario ((Ba (OH),) se sumergio a bafio maria en un controlador digital de
temperatura PolyScience, ajustando la temperatura a 45°C de la solucion saturada
Ba (OH), con el objetivo de desnaturalizar el ADN, se colocaron las laminillas en el
vaso Coplin con la solucién saturada Ba (OH), a 45°C durante dos minutos con treinta
segundos, después se enjuago en HCI al 2% una vez y seguidamente se enjuagaron

tres veces en agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Posteriormente, se colocaron en camaras humedas (cajas Petri con papel filtro como
base humedecido con solucion 2XSSC), a lo largo de cada laminilla se le colocaron
10 gotas de 2XSSC con una pipeta Pasteur y se les coloc6 un cubreobjetos en la zona
donde se situaban los campos cromosémicos. Inmediatamente después se colocaron
en la estufa a 65°C durante 16 horas, luego se retir6 el cubreobjetos cuidadosamente
y enseguida se enjuagaron tres veces en agua destilada, se dejaron secar a
temperatura ambiente, para sumergirlas en alcohol al 70% durante cinco minutos,
enseguida se sumergieron en alcohol al 95% durante cinco minutos y se secaron a
temperatura ambiente. Enseguida se tifieron con Giemsa al 4% preparado con
amortiguador salino Fosfato de sodio durante ocho minutos, después se enjuagaron
una vez con agua destilada, y finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente

para observarlos bajo el microscopio optico.
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6. RESULTADOS

A partir de la colocacion de las trampas tipo Sherman se pudieron obtener cinco
ejemplares de Peromyscus levipes en la zona de estudio. De estos cinco ejemplares

dos fueron machos y tres hembras.

Se obtuvieron 24 laminillas de los cinco ejemplares y se analizaron un total de 460
campos mitoticos en metafase. Cabe mencionar que solo se tomaron fotografias a
aquellas laminillas que tuvieran las caracteristicas: nimero cromosémico completo,
gue estuvieran separados, con una morfologia visible y con una buena resolucion

(Figuras 6y 7).

Figura 6. Campo mitético (100X) del ejemplar macho de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo
Ocoyucan, Puebla

Figura 7. Campo mitético (100X) del ejemplar hembra de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo
Ocoyucan, Puebla
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Cariotipo

De acuerdo con lo observado, el raton de patas agiles (Peromyscus levipes) present6
un cariotipo de 2n=48 y NF=56. El complemento autosémico estuvo constituido por
cinco pares de cromosomas birrameos: un par metacéntrico pequeiio, el segundo par
submetacéntrico pequerio, el tercero y cuarto par subtelocéntricos grandes y el quinto
par subtelocéntrico mediano, con 18 pares monorrameos de grandes a pequefios,

todos telocéntricos.

El cromosoma X fue considerado del tipo submetacéntrico grande y el cromosoma Y
fue submetacéntrico pequefio (Figuras 8, 9y 10).
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Figura 8. Cariotipo convencional de ejemplar macho de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo,

Ocoyucan, Puebla.
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Figura 9. Cariotipo convencional de ejemplar hembra de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo,
Ocoyucan, Puebla.

25



sm MM

« §f N AN

cAN AN AN AN AN AN

¢t NN NN nN nN NN NN

12 13 14 15 16 17
¢ NN NnN NN NN NN NN
18 19 20 21 22 23

Figura 10. Ideograma de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.



Las longitudes promedio de los brazos en los cromosomas birrameos fueron, en el
primer par cromosémico, de 0.348 cm de longitud promedio del brazo corto (LPp), y
0.413 cm de longitud promedio del brazo largo (LPQ).

En el segundo par, fue de 0.479 cm LPp y 0.863 cm LPg. En el tercer par fue 0.656
cm LPp y 1.980cm LPq. En el cuarto par fue de 0.447 cm LPp y 1.827cm LPq y
finalmente, en el quinto par fue 0.199 cm LPp y 1.653 cm LPq.

En los cromosomas monorrameos, la longitud promedio del brazo corto fue en el par
siete con una LPq igual a 1.996 cm. Esta longitud fue descendiendo sucesivamente

en los siguientes pares cromosomicos.

El cariotipo convencional se agrup6 de acuerdo con la clasificacién de Levan et al.
(1964) en orden descendente (Tabla 1):
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Tabla 1. Longitudes promedio y clasificacion de los cromosomas de Peromyscus levipes en Coltzingo,

Ocoyucan, Puebla. LPp: Longitud promedio del brazo corto, DSp: Desviacion estandar del brazo corto,

LPqg: Longitud promedio del brazo largo, DSq: Desviacion estandar del brazo largo, LPp+q: Longitud

promedio total del cromosoma, DSp+q: Desviacion estandar total del cromosoma e IC: indice

centromérico

Par LPp DSp LPqg DSq | LPp+q DSp+q IC Clasificacion de
cromosoémico Levan et al. (1964)
1 0.348 | 0.123 0.413 [ 0.147 | 0.762 0.266 45.622 m
2 0.479 | 0.178 0.863 | 0.468 | 1.342 0.621 36.867 sm
3 0.656 | 0.252 1.980 | 0.666 | 2.636 0.907 24.649 st
4 0.447 | 0.218 1.827 | 0.637 | 2.275 0.687 20.368 st
5 0.199 | 0.168 | 1.653 | 0.991 | 1.852 0.860 15.449 st
6 - - 1.996 | 0.589 | 1.996 0.589 - t
7 - - 1.867 | 0.862 | 1.867 0.862 - t
8 - - 1.838 | 0.545 | 1.838 0.545 - t
9 - - 1.818 | 0.549 | 1.818 0.549 - t
10 - - 1.570 | 0.506 | 1.570 0.506 - t
11 - - 1.544 | 0.493 | 1.544 0.493 - t
12 - 1.432 | 0528 | 1.432 0.528 - t
13 - - 1.297 | 0.499 | 1.297 0.499 - t
14 - - 1.207 | 0.399 | 1.207 0.399 - t
15 - - 1.147 | 0.402 | 1.147 0.402 - t
16 - - 1.090 | 0.425| 1.090 0.425 - t
17 - - 1.076 | 0.439 | 1.076 0.439 - t
18 - - 1.032 | 0.354 | 1.032 0.354 - t
19 - - 0.997 | 0.402 | 0.997 0.402 - t
20 - - 0.922 [ 0.384 | 0.922 0.384 - t
21 - - 0.919 | 0.366 | 0.919 0.366 - t
22 - - 0.819 | 0.314 | 0.819 0.314 - t
23 - - 0.752 [ 0.304 | 0.752 0.304 - t
X 0.877 | 0.325 1.888 | 0.588 | 2.765 0.816 31.452 sm
Y 0.415 | 0.164 | 0.820 | 0.349 | 1.235 0.493 33.583 sm
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6.2. Patréon de bandas cromosdémicas G

En cuanto al bandeo G de Peromyscus levipes, se observo que los cromosomas
grandes tanto de macho como de la hembra presentaron entre ocho a 12 bandas de

eucromatina oscuras y claras en total.

Los cromosomas autosdémicos medianos tuvieron entre cuatro a seis bandas de
eucromatina oscuras y claras en total, mientras que en los cromosomas birrameos
pequefios tuvieron entre dos a tres bandas de eucromatina oscuras y claras en total
(Figuras 11, 12, 13y 14).
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Figura 11. Campo mitético (100X) con bandas cromosémicas G de Peromyscus levipes de Santiago
Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. (A) Ejemplar de un macho; (B) Ejemplar de una hembra.

29



)

7%

SRy
t ‘}\c;lw ﬁ% i
ﬂt m m -@9 i w

’s\ﬂ W N W Dl\ -W

Figura 12. Cariotipo de bandas cromosémicas G del ejemplar macho de Peromyscus levipes de

Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 13. Cariotipo de bandas cromosémicas G del ejemplar hembra de Peromyscus levipes de
Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 14. Ideograma del patron de bandas cromosémicas G de Peromyscus levipes de Santiago
Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. “X” submetacentrico y “Y” submetacentrico.
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6.3. Patron de bandas cromosdmicas C

Con respecto al bandeo cromosdmico C de Peromyscus levipes, se observo

heterocromatina constitutiva en la region del centromero de los autosomas.

En cuanto a los cromosomas sexuales, en el cromosoma X y Y se observo

heterocromatina constitutiva en la region del centrémero (Figuras 15, 16y 17).
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Figura 15. Campo mitotico (100X) con bandas cromosomicas C del ejemplar macho de Peromyscus
levipes de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 16. Cariotipo de bandas cromosémicas C del ejemplar macho de Peromyscus levipes de
Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 17. Ideograma del patron de bandas cromosdmicas C de Peromyscus levipes de Santiago
Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Al momento de comparar la informacion generada en el presente trabajo con los
obtenidos en otras poblaciones de Peromyscus levipes, se observé que el 2n fue igual
en todos los grupos. Sin embargo, el NF fue diferente en algunas zonas de México,
como por ejemplo en Michoacan. El valor mas alto de NF se registré en Tecali de
Herrera Puebla en el 2009, mientras que el de menor valor correspondié al de
Jiquilpan, Michoacan de 1972.

Cabe resaltar que, en la localidad de Acambay en el estado de México, se obtuvo un
NF similar (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacién cromosémica entre poblaciones de Peromyscus levipes

Par de
Localidad/Estado | 2n | NF | autosomas | m | sm | st | t X 1Y Autor (es)
Birrameos
Acambay, Estado
. 48 | 56 5 18 Bradley et al. (2004)
de México
Jiquilpan,
] i 48 | 54 4 19| st | m Lee et al. (1972)
Michoacan
Alvarez y Gonzélez
Noreste de Puebla | 48 | 58 6 17 | sm | sm
(2009)
Tecali de Herrera, .
48 | 60 7 5 12|16 |sm|sm Calixto et al. (2009)
Puebla
Coltzingo, )
48 | 56 5 1 1 3 |18 | sm|sm Presente estudio
Ocoyucan, Puebla
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7. DISCUSION

El cariotipo del ratdn de patas agiles Peromyscus levipes del municipio de Ocoyucan,
Puebla present6 un niumero cromosémico diploide 2n=48, lo cual concuerda con lo
establecido por el Comité para la estandarizacion de cromosomas de Peromyscus
(1977). Esto indica que no hay una variacién en el nUmero cromosémico dentro de
este género independientemente de su distribucién (Kalcounis-Rueppell y Spoon,
2009).

Con respecto a los valores obtenidos del NF, que en este caso fue de 56, se observo
gue difieren de lo reportado por Lee et al. (1972) y Bradley et al. (2014). Sin embargo,
fue el mismo valor para la poblacién de Acambay, Estado de México. Estos resultados
indican que existe variacion en el nimero de brazos cromosoémicos, siendo
posiblemente una respuesta a cambios estructurales en la morfologia cromosoémica
como inversiones pericéntricas en los cromosomas birrameos, esto como
consecuencia de la posicion geogréfica entre las zonas, ya que la presencia de
barreras geograficas involucra la adaptacion de diferentes habitats, tolerancia
ambiental o inclusive al cambio climéatico global a lo largo del espacio-tiempo
(Greenbaum et al., 1994; Mata et al.,, 2015), cambios a los que responden los

organismos.

En cuanto a la morfologia cromosémica sexual se observé una congruencia con lo
reportado por Alvarez y Gonzalez (2009), en donde Peromyscus levipes presento el
par sexual conformado por el cromosoma X submetacéntrico grande y el cromosoma
Y submetacéntrico pequefio. Asi mismo, los resultados concordaron con el estudio
realizado por Calixto et al. (2009) en Tecali de Herrera, Puebla. Sin embargo, el
numero de brazos cromosémicos fue diferente entre cada poblacion. Cabe sefialar
gque este es el primer estudio realizado en esta zona, por lo que sugiere que la falta
de estudios en diferentes regiones del estado no permite homogenizar los resultados,

por lo que es importante realizar diferentes muestreos para evitar sesgos.

Sin embargo, los resultados difieren del estudio de Lee et al. (1972,) ya que
Peromyscus levipes de Jiquilpan, Michoacan presenté el cromosoma sexual X
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subtelocéntrico grande y el cromosoma Y metacéntrico pequefio. Estas diferencias
pudieran deberse a que dicha poblacién presento rearreglos cromosoémicos en el par
sexual a causa de ajustes funcionales del organismo a su ambiente en consecuencia

a una alteracién en su ambiente (Morrone., 2001).

El patrén de bandas cromosémicas G de Peromyscus boylii en Coahuila present6 en
los cromosomas grandes de ocho a 13 bandas, en los cromosomas medianos de
cuatro a seis bandas y en los cromosomas pequefios entre una a cinco bandas, por
lo que se esperaria que Peromyscus levipes al ser una especie dentro del género,
presentara diferencias en cuanto al nUmero de bandas en los cromosomas grandes y
medianos. Sin embargo, no fue asi, ya que los cromosomas medianos fueron
similares en las dos especies. Estas diferencias quizd se deban a la distribucién de
eucromatina o incluso a posibles rearreglos cromosomicos. Ciertamente el género
Peromyscus presenta variacion cromosémica como adiciones heterocromaticas e
inversiones pericéntricas, tal es el caso que Peromyscus levipes ha tenido inversiones
pericéntricas, principalmente en el cromosoma seis y en el cromosoma tres,
generando polimorfismo cromosomico, lo cual ha sido reportado por Greenbaum et
al. (1994) y Smith et al. (1994). Hasta el momento, no se ha generado un cariotipo
estandar para la especie Peromyscus levipes que pudiera confirmarlo (sensu Nirchio
y Oliveira, 2014).

Respecto al bandeo cromosémico C, la heterocromatina constitutiva se ubicé en la
region centromérica de Peromyscus levipes de Santiago Coltzingo Ocoyucan Puebla,
lo cual concuerda con Smith et al (1994), donde la misma especie, pero de Molango,
Hidalgo, el patron de bandeo cromosémico C se restringio a dicha zona, esto nos

indica que no hay diferencias en el patron cromosomico C.
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8. CONCLUSION

Este es el primer estudio realizado en Santiago Coltzingo Ocoyucan Puebla que

analiza el cariotipo de la especie Peromyscus levipes

Se analizé el cariotipo de cinco ejemplares de Peromyscus levipes del municipio de

Coltzingo, Ocoyucan, Puebla, correspondientes a dos machos y tres hembras.

El cariotipo convencional de Peromyscus levipes del municipio de Coltzingo,
Ocoyucan, Puebla fue 2n=48 y NF=56.

La morfologia cromosOmica consistio en un par cromosémico metacéntrico, un par
cromosoémico submetacéntrico, tres pares cromosomicos subtelocéntricos y 18 pares

cromosOdmicos telocéntricos.

Los cromosomas sexuales Xy Y fueron submetacéntricos.

El patron de bandeo cromosdémico G en los cromosomas autosoémicos grandes
presentaron entre ocho a 12 bandas totales, los autosomas medianos presentaron
entre cuatro a seis bandas en total y los autosomas pequefios de dos a tres bandas

de eucromatina oscuras y claras en total.

El patron de bandeo cromosdmico C en los cromosomas se observaron bandas en

las regiones centroméricas.

Hubo diferencias en cuanto al cariotipo observado en diferentes zonas de México, tal
es el caso que en Michoacan se registro el NF mas bajo y en Tecali de Herrera Puebla

el NF mas alto. Sin embargo, el numero cromosémico permanecié constante.

Estas diferencias encontradas pudieran deberse a posibles cambios estructurales en
la morfologia cromosdmica en consecuencia a la adaptacion de las especies en
diferentes habitats, alteraciones en el ambiente, cambio climatico global y/o a las

barreras geogréficas.
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10. ANEXO
Solucion hipoténica (0.075 M KCI)
Se pesan 0.56g de KCI, aforandolo en 100ml de agua destilada.

Su uso es de maximo dos dias bajo refrigeracion, sin estar contaminada.

Fijador Carnoy
Proporcion 3:1
Metanol 15ml y Acido acético 5ml.

Se prepara 30 minutos antes de ser utilizado, bajo refrigeracion.

Tincion Giemsa convencional
Se prepara en un vaso Coplin 47 ml de agua destilada, 2ml Giemsa (MICROLAB) y 1
ml de solucién AB (amortiguadora).
e Solucion amortiguadora
10M NaH, PO, (Solucion A o fosfato monosodico)
Se pesan 0.69¢gr y se diluye en 50ml de agua destilada, del cual se utilizan
15ml
10M Na,P0, (Solucién B o fosfato sodico)
Se pesan 0.71gr y se diluye en 50ml de agua destilada, del cual se utiliza 10ml
De la solucién A se toman 15 ml y de la solucion B se toman 10 ml, se afora, y se

puede mantener a refrigeracion (4°C) hasta que no se observe contaminada.

Tincion Giemsa 2% Bandas cromosdmicas G
Se prepara un vaso con solucién tripsina, 2 vasos Coplin con solucién PBS, un vaso
Coplin con tincidn Wright, un vaso Coplin con tincién Giemsa 2% y un vaso con agua
destilada.

e Tincién Giemsa 2%
6ml de solucién stock

44ml de solucion buffer de Sorensen (pH 6.8)
e Tincidn Wright
12ml de solucién stock

36 ml de buffer de Sorensen (pH6.8)
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e Buffer de Sorensen Bandas cromosomicas G
Pesar 3.315gr de fosfato de potasio monobasico (KH,PO0,)
Pesar 1.28 gr de fosfato disédico (Na,HPO,)

Disolver en 400ml de agua destilada, aforar a 500m|

e Solucion stock de tripsina
Se pesan 0.05gr de Tripsina Difco (1:250) y se diluyen en 50 ml de buffer de fosfato
salino (PBS)
Difusion de tripsina (0.25%)
Se diluyen 10 ml de solucién stock de tripsina con 30 ml de PBS (Se debe mantener

en refrigeracion a 4°C)

Tincion Giemsa 4% preparado con buffer de fosfato de Sodio para Bandas C
(Arrigui, 1971, modificada)

» Buffer de fosfato de Sodio

e 0.01Mde NaH,PO,

Se pesan 0.069gr de fosfato monosdédico y se diluyen en 50ml de agua destilada

e 0.01Mde Na,HPO,
Se pesan 0.071gr de fosfato disodico y se diluyen en 50ml de agua destilada

Se toman 34ml de la dilucion de fosfato monosédico y 50ml del fosfato disodico,
combinandolos entre si.

e Para latincion Giemsa 4% se toman 2ml de Giemsa (Microlab) y 48 ml del
del buffer.
Solucion de Acido Clorhidrico
» Solucién stock de HCI de 5N

Se toman 2ml de HCI 5N y 48ml de agua destilada para obtener 0.2N (Se mantiene
a temperatura ambiente)
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Solucién saturada de Hidroxido de Bario

Pesar 5gr de Hidréxido de Bario (BaOH) en 50ml de agua destilada (Se prepara 2
semanas antes de utilizarlo)

Solucién Stock 10XSSC para bandas cromosdmicas C

NaCl 1.5M
Pesar 4.384qgr del cloruro de sodio

Na3CqHs0, 0.15M

Pesar 2.206gr de citrato de sodio

Los dos reactivos se diluyen en 50 ml de agua destilada (La solucién debe
mantenerse en refrigeracion a 4°C)

Se toman 10ml de 10XSSC y 40ml de agua destilada para obtener una solucion
2XSSC (Se mantiene a refrigeracion a 4°C y se utiliza un dia)
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