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RESUMEN

El andlisis de los cromosomas es una herramienta util en el estudio genético y
sistematico de mamiferos, dado que proporciona informacién significativa sobre su
evolucion y taxonomia. Los analisis cromosomicos permiten conocer y comparar las
diferencias y semejanzas en cuanto a la forma y tamafio de sus cromosomas. El
presente estudio tuvo como objetivo describir el cariotipo de Peromyscus difficilis en
Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla. Se colectaron dos ejemplares (un macho y una
hembra) mediante trampas Sherman y se obtuvieron seis laminillas con células en
metafase. A partir de ellas se identificaron 167 campos mitéticos, de los cuales se
seleccionaron 30 para su analisis. Se construyé el cariotipo con base en la morfologia
cromosOmica y se calcularon las longitudes relativas de los brazos cortos y largos de
cada cromosoma, empleando el indice centromérico (IC). Se obtuvo un 2n =48, y NF
= 60, conformado de siete pares de cromosomas birrameos, un par metacéntrico (m)
tres pares submetacéntricos (sm) y tres pares subtelocéntricos (st), 16 pares
telocéntricos, el cromosoma sexual X fue subtelocéntrico y el sexual Y fue telocéntrico.
Se utilizaron técnicas de bandeo cromosdémico G y C las cuales sirve para
complementar la identificacion de los pares homélogos y la localizaciéon de
heterocromatina constitutiva, respectivamente. En el analisis de bandeo G se observé
un patrén de tincion diferencial que permitié identificar los pares homologos mediante
la distribucion caracteristica de regiones oscuras y claras en los brazos
cromosomicos. Las regiones oscuras corresponden a zonas ricas en adenina y timina
(A-T) y pobres en guanina y citosina (G—C), tifiéndose mas intensamente por su alta
condensacion de eucromatina. En cambio, las regiones claras corresponden a zonas
ricas en guanina y citosina (G—C) y pobres en adenina y timina (A-T), tiiéndose mas
débilmente debido a su menor condensacién eucromatina, un tipo de cromatina
menos densa que contiene genes activos y es responsable de la mayoria de las
funciones transcripcionales del ADN. La heterocromatina constitutiva se localizé
principalmente en las regiones centromeéricas en los autosomas y en los cromosomas
sexuales Xy Y, en donde se observa mayor presencia de heterocromatina constitutiva
para el cromosoma sexual Y en comparacion con el cromosoma sexual X. Los
resultados obtenidos aportan nueva informacion sobre la estructura cromosoémica de

P. difficilis de la localidad de Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla. La variabilidad observada



en la morfologia cromosémica, comparada con otras poblaciones del complejo
Peromyscus difficilis, sugiere una posible evolucidbn cromosomica diferenciada,
posiblemente vinculada a procesos de aislamiento geogréafico, reordenamientos

cromosomicos o adaptacion local.

Palabras clave: Bandeo cromosémico, cromosomas, ideograma, Peromyscus
difficilis.



1. INTRODUCCION

La citogenética es la disciplina que estudia la estructura, funcién y comportamiento de
los cromosomas, asi como sus aplicaciones en la genética y sistematica de los
organismos (Gill y Friebe, 1998). Su desarrollo ha permitido un mayor entendimiento
de la organizacion de los genomas (Herrera, 2007). A través de la citogenética se
pueden identificar genes y regiones estructurales especificas dentro de los
cromosomas, lo que resulta esencial para caracterizar especies desde una

perspectiva genética.

En estudios sobre fauna silvestre, la citogenética ha sido una herramienta fundamental
que sirve de apoyo para establecer relaciones filogenéticas y describir variabilidad
intraespecifica mediante el analisis del numero diploide y la morfologia de los

cromosomas (Barragan, 2005).

El género Peromyscus, conocido como “ratones ciervo”, incluye mas de 50 especies
distribuidas en América del Norte y Central (Musser y Carleton, 2005). Su diversidad
genética, morfologica y ecoldgica ha convertido a este grupo en un modelo importante.
Las primeras descripciones cariotipicas del género se realizaron mediante tinciones
convencionales con colorante Giemsa, y posteriormente mediante técnicas de bandeo
cromosomico, las cuales permiten identificar pares homodlogos, detectar
anormalidades estructurales y reconocer variaciones inter e intrapoblacionales
(Barragan, 2005).

Diversos estudios han sugerido que el cariotipo ancestral de Peromyscus se
caracteriza por cromosomas con heterocromatina en la regiéon centromérica, ¢y que
la presencia de brazos cortos heterocromaticos? puede haberse originado de manera
independiente en distintas especies del género, posiblemente como una adaptacion
con valor selectivo. Estas observaciones refuerzan la utilidad de los estudios

citogenéticos en la delimitacion de especies cripticas (Greenbaum, 1978).

El estudio de los cromosomas ha sido una herramienta fundamental en la sistematica.

A través de los andlisis cariotipicos, es posible identificar caracteristicas especificas



de especies y subespecies, comprender mecanismos de especiacion, asi como,
detectar reordenamientos cromosomicos que pueden tener implicaciones adaptativas

o reproductivas (Sumner, 2003).

1.1 Importancia biolégica del cariotipo

El cariotipo se define como el conjunto de cromosomas y sus caracteristicas
morfologicas de los cromosomas de una célula, observable durante la metafase de la
mitosis. Estas caracteristicas incluyen el nimero, el tamafio, la forma y la posicion del
centromero de cada cromosoma. El andlisis cariotipico permite establecer patrones
cromosomicos que pueden utilizarse en la identificacion de especies, la deteccidn de

aberraciones estructurales y el estudio de relaciones filogenéticas (Sumner, 2003).

En organismos diploides, el nimero cromosomico total se denomina numero diploide
(2n), e incluye tanto a los autosomas como al par sexual (XX o XY). A su vez, el
namero fundamental (NF) hace referencia al total de brazos de los autosomas
Unicamente, considerando que los cromosomas metacéntricos, submetacéntricos y
subtelocéntricos presentan dos brazos (p y ), mientras que los telocéntricos
presentan un brazo (q; Levan et al., 1964).

1.2 Morfologia cromosomica: clasificacion de Levan et al. (1964)

La posicion del centromero es un criterio esencial en la clasificacion morfolégica de
los cromosomas. Levan et al. (1964) propusieron un sistema basado en el indice

centromérico (IC), definido como:

brazo corto (p)

* 100

Ic =
brazo largo (q)+brazo corto (p)

En funciéon de este indice, es la clasificacion de los cromosomas en:

e Metacéntricos (m): IC 2 37.5

e Submetacéntricos (sm): IC entre 25.0y 37.4



e Subtelocéntricos (st): IC entre 12.5y 24.9

e Telocéntricos (t): IC <12.5 (Levan et al., 1964).

La clasificacion cromosémica basada en la morfologia, propuesta por Levan et al.
(1964), es una herramienta ampliamente utilizada en citogenética comparada para

analizar variabilidad cromosdmica entre poblaciones o especies.

En este contexto, la elaboracibn de ideogramas resulta esencial para una
representacion grafica. Estos esquemas graficos permiten representar de forma
estilizada la estructura organizada del cariotipo de una especie. Aunque no
reproducen la forma fisica exacta de los cromosomas, los ideogramas resumen
visualmente aspectos clave como la morfologia general, la longitud relativa, la posicion
del centrémero y el patron de bandas cromosomicas, obtenidas mediante técnicas
especificas como las bandas (Thompson et al., 2021). Su aplicacién facilita la

comparacion entre poblaciones y contribuye significativamente al estudio sistematico.

1.3 Técnicas citogenéticas

Para el analisis cromosomico, es comun el uso de preparaciones de células en
metafase (mitosis) obtenidas a partir de médula ésea o tejidos con divisiones celulares
activas. La aplicacion de un tratamiento con colchicina permite detener la mitosis en
metafase, asi como la aplicacién de una solucion hipoténica provoco la entrada de
agua a las células con el fin de aumentar su volumen. Una vez obtenidas las células
se pueden fijar con una solucién de Carnoy y se tifien con colorantes como Giemsa,

gue permiten observar su morfologia general (Lee, 1969).

Ademas, existen técnicas de bandeo cromosémico, como:

e Bandeo G (Tripsina + Giemsa): esta técnica permite visualizar un patron de
bandas oscuras y claras en los cromosomas, resultado del tratamiento con
tripsina y la tinciébn con Giemsa. Las bandas oscuras revelan regiones ricas en

adenina y timina (A-T), que son mas condensadas, tardiamente replicantes y
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contienen heterocromatina constitutiva o facultativa, mientras que las bandas
claras corresponden a zonas ricas en guaninay citosina (G-C), que son menos
condensadas, tempranamente replicantes y contienen principalmente
eucromatina, donde se localizan muchos genes activos.

e Bandeo C: identifica regiones de heterocromatina constitutiva en los
cromosomas, la heterocromatina se caracteriza por contener secuencias de
ADN altamente repetidas, como el ADN satélite, principalmente centromeros
(Sumner, 2003).

Las bandas cromosémicas G ayudan para detectar reordenamientos como
inversiones, traslocaciones o fusiones, y han sido ampliamente utilizadas en el estudio

del género Peromyscus (Baker y Qumsiyeh, 1988).

1.4 Importancia del género Peromyscus como modelo

El género Peromyscus comprende mas de 50 especies distribuidas principalmente en
América del Norte y Central. Se ha consolidado como un modelo en estudios de
genética, ecologia y evolucién debido a su diversidad y plasticidad adaptativa. Dentro
del género Peromyscus el grupo truei al que pertenece P. difficilis, presenta una
notable variabilidad en el NF, sin cambios en su nimero diploide (2n = 48), lo que
sugiere procesos de evolucion cariotipica derivados de reordenamientos
estructurales. Entre ellos los mas relevantes son: inversiones pericéntricas, fusiones
y fisiones cromosOmicas, translocaciones reciprocas, duplicaciones y deleciones,

hibridacion y reordenamientos estructurales asociados (Durish et al., 2004).



1.5 Biologia de la especie

1.6 Descripcion morfologica

Peromyscus difficilis es un roedor cricétido comunmente llamado ratén de roca del sur
o venado zacatecano (Allen, 1891). Tiene un tamafio corporal mediano para el género
(28-43 qg), presenta orejas grandes y una cola larga uniformemente bicolor, la cual es
mas larga que la cabeza mas la longitud del cuerpo. Es una de las 56 especies del

género Peromyscus e incluye cinco subespecies (Ceballos y Arroyo, 2012; Figura 1).

Figura 1. Peromyscus difficilis (Allen, 1891), observada en México por Juan Cruzado

Cortés.



1.7 Clasificacion taxonémica

La clasificacion es de acuerdo con Ramirez-Pulido et al. (2014).
Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Clase: Mammalia

Orden: Rodentia

Familia: Muridae

Género: Peromyscus

Especie: Peromyscus difficilis (Allen,1891)



1.8 Distribuciéon

Peromyscus difficilis es una especie endémica de México la cual se encuentra a lo
largo de la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental y las sierras adyacentes
desde el suroeste de Chihuahua y sureste de Coahuila, al sur por Durango y
Zacatecas. Su gama continta hacia el sur desde Zacatecas hacia partes de San Luis
Potosi y regiones montafiosas de Guanajuato, Puebla, Hidalgo, Tlaxcala y Veracruz,
hacia el centro-norte de Oaxaca (Hall, 1981; Hoffmeister y de la Torre, 1961; Osgood,
1909; Figura 2).

A

° Registros de Peromiscus difficilis

0 250 500 km

Figura 2. Distribucién geogréafica de Peromyscus difficilis en México.
Elaboracién con base en datos del Sistema Nacional de Informacién sobre
Biodiversidad (SNIB), obtenidos desde Enciclovida
(https://enciclovida.mx/especies/33816), consultado en junio de 2025.



https://enciclovida.mx/especies/33816

2. ANTECEDENTES

El género Peromyscus ha sido objeto de numerosos estudios debido a su amplia
distribucion en América del Norte y su relevancia en investigaciones ecologicas,
evolutivas y genéticas. Dentro de este género, la especie Peromyscus difficilis destaca
por presentar una notable variabilidad cariotipica, manteniendo un 2n = 48, exhibiendo
diferencias significativas en el numero fundamental, atribuibles a reordenamientos
estructurales de los cromosomas. Estas diferencias incluyen fusiones cromosémicas,
donde dos cromosomas se combinan formando uno solo; fisiones, en las que un
cromosoma se divide en dos; asi como cambios en los centrémeros, que modifican la
posicion del punto de union de las cromatidas y pueden alterar la forma y segregacion
de los cromosomas durante la meiosis. También se han documentado
translocaciones, movimientos de segmentos cromosémicos entre cromosomas no
homologos. Estas reorganizaciones podrian estar asociadas con adaptaciones locales
a distintos habitats montafiosos. Ademas, estudios sugieren que esta variabilidad
cariotipica puede tener implicaciones en la reproduccion y aislamiento genético de
poblaciones geogréaficamente separadas, contribuyendo a la divergencia evolutiva
dentro de la especie (Arellano-Meneses et al., 2000; Robbins y Baker, 1975;

Zimmerman et al., 1975).

En México, se han documentado diversas descripciones cariotipicas en subespecies
de P. difficilis:

e Arellano-Meneses et al. (2000) describieron a P. difficilis amplus (Totalco,
Veracruz) con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 66, compuesto por dos pares de
autosomas metacéntricos, ocho pares subtelocéntricos y trece pares
telocéntricos, con cromosoma X subtelocéntrico y cromosoma Y telocéntrico.

e Robbins y Baker (1975) describieron a P. difficilis difficilis (ElI Salto, Durango)
con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 58, compuesto por seis pares de
cromosomas birrdmeos (tres pares metacéntricos y tres pares
submetacéntricos) y 17 pares de cromosomas monorrameos telocéntricos.

e Zimmerman et al. (1975) describieron a P. difficilis petricola (Concepcién del
Oro, Zacatecas) con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 56, compuesto por dos

8



pares de cromosomas birrdmeos (un par metacéntrico y un par
submetacéntrico) y 22 pares de cromosomas monorrameos telocéntricos.

e Mudespacher-Ziehl et al. (2005) describieron a P. difficilis felipensis (Estados
de México, Morelos y Oaxaca) con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 76,
compuesto por un par de autosomas metacéntricos, un par submetacéntrico,
13 pares subtelocéntricos y ocho pares telocéntricos, con cromosoma X
subtelocéntrico y cromosoma Y metacéntrico.

e Rodriguez (2005) describi6 a P. difficilis en San Salvador Atoyatempan, Puebla,
con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 56, compuesto por cinco pares de
cromosomas birrameos (dos pares metacéntricos pequefios, un par
submetacéntrico grande y dos pares subtelocéntricos) y 18 pares de
cromosomas telocéntricos, con X subtelocéntrico grande y Y telocéntrico
pequefio.

e Garcia (2018) describié a P. difficilis en San Pedro Atlixco Tianguismanalco,
Puebla, con un cariotipo de 2n = 48 y NF = 52, compuesto por dos pares de
cromosomas birrdmeos (un par metacéntrico y un par submetacéntrico) y 19
pares de cromosomas monorrdmeos telocéntricos.

e Rodriguez (2005) describi6 a P. difficilis en Camotepec, Zacatlan, Puebla, con
un cariotipo de 2n =48 y NF = 52, compuesto por cuatro pares de cromosomas
birrameos (dos pares metacéntricos y dos pares submetacéntricos) y 17 pares
de cromosomas monorrameos telocéntricos.

Los estudios anteriores reflejan la variabilidad de P. difficilis en Puebla, sugiriendo la
influencia de factores geograficos y ecoldgicos en la variacion cromosomica de la
especie. La informacion recopilada proporciona un marco de referencia esencial para

futuras investigaciones citogenéticas en la region.



3. JUSTIFICACION

El estudio citogenético constituye una herramienta para el andlisis de especies, ya que
permite identificar variaciones en el numero, morfologia y organizaciéon de los
cromosomas, proporcionando evidencia valiosa para la sistematica y conservacion de
la diversidad biologica. En el caso del género Peromyscus, ampliamente distribuido
en América del Norte y con una alta diversidad de especies y subespecies, se ha
documentado una notable variabilidad cromosdémica intra e interespecifica, lo cual ha
permitido detectar posibles eventos de especiacion. Entre los posibles eventos de
especiacion se incluyen la alopatrica, peripatrica, parapatrica, simpatrica y
cromosomica, todas ellas asociadas a la separacién genética o estructural que facilita

la formacion de nuevas especies.

Peromyscus difficilis, es una especie endémica de México incluye varias subespecies
gue presentan diferencias significativas en su numero fundamental, pero comparten
un numero diploide constante 2n = 48. Estas diferencias han sido reportadas en
poblaciones de varias regiones del pais, como Veracruz, Durango, Oaxaca y el Estado
de México, sugiriendo procesos de diversificacion genética compleja dentro de la

especie.

En este contexto, el presente estudio contribuye al conocimiento citogenético de P.
difficilis mediante la descripcién del cariotipo de ejemplares en Tepatlaxco, Puebla,
una localidad que hasta ahora no contaba con reportes citogenéticos. La generacion
de esta informacion no solo amplia el acervo cientifico sobre la variabilidad
cromosdmica de la especie, sino que también sienta las bases para futuras
investigaciones taxonomicas, especialmente en un género tan diverso y complejo

como Peromyscus.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Describir el cariotipo de Peromyscus difficilis en Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla.

4.2 Objetivos particulares

e Caracterizar la morfologia cromosémica de Peromyscus difficilis de Tepatlaxco

de Hidalgo, Puebla.

e Obtener el bandeo cromosémico G y C de Peromyscus difficilis de Tepatlaxco
de Hidalgo, Puebla.

11



5. AREA DE ESTUDIO

5.1 Ubicacioén

El municipio de Tepatlaxco de Hidalgo se localiza en la region centro-norte del estado
de Puebla. Sus coordenadas geogréficas extremas son entre los 19°00' y 19°06' de
latitud norte, y los 96°49' y 96°54' de longitud oeste (INEGI, 2020%; Figura 3).

-98.080 -98.000 -97.920 I
+ - ¥ :
Estadas Unidas de America

Q0zet

d Sanchez Santos
Teolocholeo
Nopalucan

San Pablo/del Monte

Tepatlg#tco de Hidalge

_|_

ozr 6T

Acajete

Amozoc
@ Zona de muestreo
[ Municipio de Tepatlaxco
[ Estado de Puebla
1 México

S

0067

Figura 3. Ubicacion geografica del municipio de Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla, y

sitio de muestreo. Fuente: Elaboracién con base en INEGI, 2025.
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5.2 Extension

Tepatlaxco de Hidalgo cuenta con una superficie aproximada de 69.39 km2, lo que
representa el 0.18% del territorio estatal. Segun el Censo de Poblacion y Vivienda
2020, el municipio tiene una poblacion total de 18,854 habitantes (INEGI, 2020Db).

5.3 Orografia

El relieve del municipio es predominantemente montafioso, con altitudes que oscilan
entre los 2,200 y 2,800 metros sobre el nivel del mar. Esta topografia forma parte de
la transicion entre el Eje Neovolcénico y la Sierra Madre Oriental, caracterizada por

sierras y lomerios intercalados por pequefios valles (INEGI, 2016).

5.4 Clima

El clima predominante en Tepatlaxco de Hidalgo es templado subhimedo con lluvias
en verano. La temperatura media anual varia entre 12 °C y 18 °C, y la precipitacion
anual se encuentra entre 800 y 1,200 mm (INEGI, 2016).
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6. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se divididé bajo las etapas que constan en trabajo en campo y

laboratorio.

6.1 Trabajo en campo

Se realiz6 un muestreo sistematico mediante captura utilizando 40 trampas Sherman,
colocadas en un transecto con intervalos de 10 metros entre cada trampa. Como cebo
se utilizé una mezcla de avena y vainilla. Las trampas se colocaron por la tarde y se
revisaron a la mafiana siguiente. Para cada ejemplar capturado se registro la localidad,

coordenadas geograficas, altitud y fecha de colecta (Rojas y Barboza, 2007).

6.2 Trabajo en laboratorio

Para la obtencion del material celular se llevd a cabo la técnica de extraccion de
médula 6sea de acuerdo con lo propuesto por Lee (1969); Baker y Qumsiyeh (1988).
Todos los ejemplares recolectados fueron identificados sexualmente, posteriormente
se obtuvo su peso utilizando una balanza tipo Pesola, inmediatamente se le aplic
una inyeccion intraperitoneal de colchicina 0.1 ml por cada 10 gramos de peso del
ejemplar y se dejo actuar por 35 minutos, esto con la finalidad de inhibir la formacion

del huso acromatico y detener la division celular durante la etapa de la metafase.

Cada ejemplar fue sacrificado por medio de dislocacion cervical, se tomaron las
medidas morfométricas convencionales (longitud total, longitud de la cola, longitud de
la pata trasera, longitud de la oreja en milimetros, peso en gramos y Sexo).
Posteriormente, se procedio a la extraccion de fémures y tibias, de los cuales se les
corto la epifisis en el extremo proximal. Con ayuda de una jeringa y solucion hipoténica
se realizo la extraccion de la médula 0sea la cual fue vaciada en tubos para centrifuga
de 15 ml., el material se resuspendié con ayuda de una jeringa a los tubos hasta
alcanzar un volumen de 5 ml, para la incubacion la cual dur6 40 minutos a 37°C.
Tiempo después se centrifugaron los tubos a una velocidad de 800 rpm durante ocho
minutos en una centrifuga Velab. Se elimind el sobrenadante con la ayuda de una

pipeta Pasteur y el paquete celular se suspendié con una solucion fijadora Carnoy
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(metanol-acido acético en proporcion 3:1), aplicandose lentamente por las paredes del
tubo.

La solucion fijadora Carnoy se preparé 30 minutos antes de ser utilizada para asegurar
su efectividad. A todos los organismos recolectados se les realizd la taxidermia
cientifica y fueron registrados en la base de datos y depositados en la coleccién de

mamiferos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la BUAP.

6.3 Elaboracion de laminillas

Para llevar a cabo la elaboracién de laminillas, primero se lavaron los portaobjetos y
se colocaron en un frasco de alcohol al 96% previamente refrigerado. Cada tubo con
el material celular fue centrifugado nuevamente a 800 rpm durante ocho minutos,
posteriormente, se elimind el sobrenadante y se suspendié suavemente el material
con solucion fijadora de Carnoy fresca en proporcion al tamafio del botén celular.
Enseguida con una pipeta Pasteur se tomé el material celular y desde una altura
aproximada a tres metros se dejaron caer tres gotas distribuidas a lo largo del
portaobjetos, inmediatamente después se les aplico calor con el fin de provocar un
choque de temperatura, asi como un extendido de material celular con ayuda de aire

comprimido y se dej6 secar a temperatura ambiente.

Cada laminilla se tifié con una solucion Giemsa durante 10 minutos, pasado el tiempo
se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar. Posteriormente, se observaron
las laminillas en un microscopio éptico con los objetivos de 10X, 40X y 100X para
ubicar los campos mitoticos en metafase, una vez localizados se identificaron los

mejores campos para ser fotografiados.

6.4 Construccion del cariotipo

Se llevé a cabo una seleccion de campos mitéticos en donde los cromosomas que
estuvieran separados y con mejor nitidez se fotografiaron utilizando un microscopio
Leica DM1000 LED integrado a un equipo de computo, dichos campos cromosOmicos
se imprimieron en papel fotografico. Posteriormente los cromosomas fueron
recortados y ordenados por pares homdlogos de acuerdo con su tamafio y posicion

del centromero segun la clasificacion de Levan et al. (1964).
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Los brazos cortos (p) y largos (q) se midieron de 10 cariotipos con ayuda del programa
ImageJ y se obtuvieron los promedios correspondientes de dichos brazos para
establecer la proporcion entre ellos y se calculo el indice centromérico (IC). El cual se

obtuvo con la siguiente férmula:

Donde:

IC = indice centromérico
p= longitud del brazo corto
q = longitud del brazo largo

Esta dado por la longitud del brazo corto entre la longitud total del cromosoma y lo

obtenido multiplicado por 100.

Para la construccion del cariotipo los cromosomas fueron ordenados siguiendo la
nomenclatura de Levan et al. (1964). Estos se agruparon con base en su morfologia
(metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos y telocéntricos), y se organizaron
en orden decreciente segun su longitud. A partir de esta organizacion se determinaron
las constantes cromosémicas que son el nimero diploide (2n) y nimero fundamental
(NF). Una vez obtenido el cariotipo se llevo a cabo la elaboracion del ideograma con

el fin de obtener una visualizacion grafica mas clara del cariotipo obtenido (Figura 6).

6.5 Bandeo cromosdomico G

Para la elaboracion del bandeo cromosémico se realizé la técnica de Grouchy y
Turleau (1977); Patton y Baker (1978). Se realizaron nueve laminillas las cuales se
dejaron envejecer por un periodo de cinco dias y después se colocaron en una estufa
a una temperatura de 65°C durante 16 horas, esto con el fin de endurecer los
cromosomas y asi poder observar los patrones de bandas. Una vez listas se dejaron

enfriar a temperatura ambiente para posteriormente sumergirlas en tripsina durante
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un lapso de 60 segundos, transcurrido el tiempo se pasaron al amortiguador de fosfato
salino (PBS) en dos vasos Coplin y se realizé un enjuague metiendo y sacando la
laminilla 10 veces en cada uno de los vasos, después se tifieron las laminillas en la
técnica descrita por Urbina (2011) donde se colocaron primero dos minutos en Wright,
después se colocaron en Giemsa por cuatro minutos, se enjuagaron en agua destilada

y se secaron a temperatura ambiente para finalmente ser observadas en microscopio.

6.6 Bandeo cromosémico C

Para la elaboracion del bandeo cromosdmico C se utiliz6 el método descrito por
Summer et al. (1971); Arright y Hsu (1971). Para este bandeo se utilizaron las mismas
laminillas las cuales primero se destifieron con Carnoy y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Una vez destefiidas las laminillas se colocaron en un vaso de
precipitado el cual contenia &acido clorhidrico al 2% (HCI) durante un lapso de 15
minutos, posteriormente se enjuagaron tres veces en agua destilada y se dejaron
secar a temperatura ambiente, se colocaron dos minutos en una solucion saturada de
Ba(OH),, a 45°C, una vez transcurrido el tiempo se enjuagan en HCI solo una vez para
luego enjuagar en agua destilada por tres veces y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Secas las laminillas se colocaron en una caja Petri, se pusieron de seis a
ocho gotas de solucién 2XSSC pH 7.0 y se les situaron los cubreobjetos, de igual
manera se asentaron gotas de solucion salina 2XSSC y en una caja de Petri se coloco
un papel filtro previamente recortado y ajustado a la medida, este se humedeci6 con
solucion 2XSSC, encima se colocaron las laminillas y se metieron a la estufa por un
tiempo de 16 horas. Una vez pasado el tiempo se sacaron las laminillas de la caja
Petri y se retiraron los portaobjetos con ayuda de una ligera sacudida, se enjuagaron
tres veces en agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente para
posteriormente meterlas en una solucion de etanol al 70% durante cinco minutos. Para
pasarse a una solucién de etanol al 96% durante cinco minutos, pasado el tiempo se
dejaron secar a temperatura ambiente para finalmente tefiir con Giemsa al 4% durante
ocho minutos y se enjuagaron en agua destilada tres veces, se dejaron secar y se

observaron en el microscopio.
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7. RESULTADOS

Durante el trabajo de campo se capturaron dos ejemplares de Peromyscus difficilis,
un macho y una hembra, en la zona de Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla. Se prepararon
seis laminillas con material celular. De estas preparaciones, se obtuvieron 167 campos
mitéticos en metafase, de los cuales 30 fueron seleccionados para su analisis,
considerando criterios de cromosomas separados y claridad en la morfologia (Figura

4).

Figura 4. Campo cromosomico de ejemplar macho de Peromyscus difficilis

de Tepatlaxco, Puebla.
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En Peromyscus difficilis se obtuvo un 2n = 48, lo cual coincide con lo reportado
previamente para la especie. Se observo al microscopio para distinguir cromosomas
individuales, que fueron fotografiados y organizados conforme a la posicion del

centromero y el tamafio relativo, siguiendo la nomenclatura de Levan et al. (1964).

El analisis cuantitativo de los brazos cromosoémicos revelo6 la presencia de siete pares
de cromosomas birrdmeos y dieciséis pares de cromosomas monorrameos,
distribuidos segun Levan et al. (1964) un par metacéntrico (m) tres pares
submetacéntricos (sm) y tres pares subtelocéntricos (st) y 16 pares de cromosomas
telocéntricos (t; Tabla 1). EI ndmero fundamental (NF) fue de 60, constituido por siete
pares de cromosomas birrameos y 16 pares de cromosomas monorrameos (Figuras
5y 6).
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Figura 5. Cariotipo de ejemplar macho de Peromyscus difficilis de Tepatlaxco
de Hidalgo, Puebla.
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Tabla 1. Longitudes relativas de los brazos cromosomicos, indice centromérico y

clasificacion morfolégica de los pares cromosémicos del ejemplar macho de

Peromyscus difficilis. p = promedio del brazo corto; Ds p = desviacion estandar del

brazo corto; q = promedio del brazo largo; Ds q = desviacion estandar del brazo largo;

p + g = longitud total del cromosoma; Ds p + q = desviacion estandar total; IC = indice

centromérico. Clasificacion segun Levan et al. (1964): m

submetacéntrico, st = subtelocéntrico, t = telocéntrico.

metacéntrico, sm =

Clasificacion
de acuerdo a
Par p Ds p q Ds q p+q |Ds p+q IC Levan et al.
(1964)
1 0.214 | 0.040 | 0.322 | 0.039 | 0.535 | 0.051 | 39.806 m
2 0.314 | 0.051 | 0.756 | 0.206 | 1.070 | 0.242 | 30.167 sm
3 0.233 | 0.049 | 0.602 | 0.179 | 0.835 | 0.211 | 28.375 sm
4 0.207 | 0.036 | 0.406 | 0.066 | 0.612 | 0.077 | 33.868 sm
5 0.350 | 0.055 | 1.524 | 0.130 | 1.874 | 0.170 | 18.608 st
6 0.312 | 0.090 | 1.177 | 0.126 | 1.489 | 0.124 | 20.934 st
7 0.322 | 0.048 | 0.987 | 0.136 | 1.309 | 0.167 | 24.664 st
8 1.442 0.108 1.442 0.108 t
9 1.224 0.132 1.224 0.132 t
10 1.092 0.142 1.092 0142 t
11 1.045 0,1 1.045 0.1 t
12 0.923 0.116 0.923 0.116 t
13 0.833 0.079 0.833 0.079 t
14 0.755 0.107 0.755 0.107 t
15 0.777 0.097 0.777 0.097 t
16 0.697 0.087 0.697 0.087 t
17 0.66 0.073 0.66 0.073 t
18 0,646 0.102 0.646 0.102 t
19 0.56 0.059 0.56 0.059 t
20 0.559 0.09 0.559 0.09 t
21 0.536 0.065 0.536 0.065 t
22 0.553 0.131 0.553 0.131 t
23 0.455 0.047 0.455 0.047 t
X 0.364 | 0.107 | 1.216 | 0.311 | 1.581 | 0.398 | 23.223 st
y 0.588 0.171 0.588 0.171 t
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Figura 6. Ideograma de ejemplar macho de Peromyscus difficilis de Tepatlaxco

de Hidalgo, Puebla.
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Adicionalmente, se aplicaron técnicas de bandeo cromosémico para la identificacion.
El bandeo G permitié observar patrones de bandas oscuras y claras, facilitando la
diferenciacién de pares homélogos (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Bandeo cromosomico G de Peromyscus difficilis de Tepatlaxco

de Hidalgo, Puebla.
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Figura 8. Cariotipo de bandeo cromosoémico G del ejemplar macho de Peromyscus

difficilis de Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla.
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Por su parte, el bandeo cromosomico C revel6 la presencia de heterocromatina
constitutiva en la region centromérica de los cromosomas, particularmente en

telocéntricos y en el cromosoma sexual Y (Figuras 9, 10y 11).

T S
U
>

Figura 9. Campo mit6tico con bandeo cromosémico C de Peromyscus difficilis,

evidenciando regiones de heterocromatina centromérica (flecha azul).
Los resultados obtenidos permiten describir el cariotipo de Peromyscus difficilis en los

ejemplares analizados, confirmando 2n = 48 y aportando informacion sobre su NF =
60, derivado del conteo de brazos cromosémicos de los autosomas.
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Figura 10. Cariotipo de bandeo C del ejemplar macho de Peromyscus difficilis de
Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla.
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Figura 11. Ideograma de bandeo cromosdmico C de ejemplar macho de Peromyscus
difficilis de Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que la poblaciéon de
Peromyscus difficilis analizada en Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla, presenta un 2n =
48, como ha sido reportado en otras subespecies de este taxa (Arellano-Meneses et
al., 2000; Robbins y Baker, 1975; Mudespacher-Ziehl et al., 2005). Sin embargo, se
observé un NF = 60, lo cual representa una diferencia en comparacion con otras

poblaciones del pais.

El andlisis cromosémico reveld la presencia de siete pares de cromosomas birrameos
gue corresponden a un par metacéntrico (m) tres pares submetacéntricos (sm) y tres
pares subtelocéntricos (st)), asi como, 16 pares telocéntricos. EI cromosoma X fue
subtelocéntrico y el Y fue telocéntrico. Esta composicion es similar a la reportada por
Rodriguez (2005) en ejemplares de Zacatlan, Puebla, aunque difiere de otras
poblaciones como P. difficilis amplus de Veracruz, donde se reporté un NF = 66
(Arellano-Meneses et al., 2000). Estas variaciones sugieren la posible presencia de
reordenamientos cromosomicos como fusiones, inversiones pericéntricas o cambios
en la cantidad de heterocromatina, mecanismos frecuentes en la evolucion

cromosomica de roedores (Baker y Qumsiyeh, 1988; Sumner, 2003).

La variabilidad observada entre poblaciones geograficamente cercanas apoya la
hipotesis de que P. difficilis constituye un complejo de especies con diferenciacion
citogenética. Esta diferenciacion, resumida en la tabla 2, podria estar relacionada con
aislamiento geografico o presiones selectivas locales, como ha sido planteado en

estudios previos sobre el género Peromyscus (Durish et al., 2004).

28



Tabla 2. Comparacion citogenética entre poblaciones de Peromyscus difficilis en
distintas localidades de Puebla y Veracruz. Se muestran los valores de numero

diploide (2n), numero fundamental (NF), tipos de cromosomas (birrdmeos y

monorrameos).
Poblacién / . . Monorrame
Subespecie Localidad | 2n | NF Birrdmeos oS X Y
P. dificilis Te[gactilgxc (metzggrrl?jcos
eéfjé?o) Hidalgo, 48 | 60 submetacéntricos y 16 pares | Subtelocéntrico | Telocéntrico
Puebla subtelocéntricos)
P. difficilis .
(Rodriguez, Zacatlan, 48 | — — — Subtelocéntrico | Telocéntrico
Puebla
2005)
P. difficilis
amplus
(Arellano- Veracruz | 48 | 66 — — — —
Meneses
etal., 2000)
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El bandeo cromosémico G facilitd la diferenciacion de pares homélogos mediante el
reconocimiento de bandas oscuras y claras, también es fundamental para detectar
reordenamientos estructurales como inversiones, translocaciones, deleciones o
duplicaciones, mientras que el bandeo C evidencié regiones de heterocromatina
constitutiva, principalmente en zonas centroméricas y en el cromosoma sexual Y, lo

cual es consistente con observaciones en otros roedores silvestres (Sumner, 2003).

Estos hallazgos amplian el conocimiento sobre la variabilidad cariotipicas de P.
difficilis en Puebla, y contribuyen a la caracterizacién citogenética de una poblacion
gue no habia sido previamente documentada. La comparacion con otras localidades
cercanas como Atlixco, Atoyatempan y Zacatlan evidencia la importancia de continuar
con estudios cariotipicos en roedores endémicos para comprender mejor su

diversidad genética, evolucion cromosoémica.
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CONCLUSIONES

El andlisis citogenético realizado en ejemplares de Peromyscus difficilis
colectados en Tepatlaxco de Hidalgo, Puebla, confirma un 2n = 48 en
concordancia con lo reportado para otras especies de P. difficilis.

Se determin6 NF = 60, resultado de la presencia de siete pares de cromosomas
birrameos, 16 pares monorrameos, y un par sexual conformado por un
cromosoma X subtelocéntrico y un cromosoma Y telocéntrico.

La variabilidad en la morfologia de los cromosomas observada entre esta
poblacion y otras previamente documentadas en localidades cercanas (como
Atlixco, Atoyatempan y Zacatlan) refuerza la hipétesis de una evolucion
cromosomica diferenciada, posiblemente relacionada con procesos de
aislamiento geografico, reordenamientos cromosémicos o adaptacion local.

El bandeo cromosémico C evidencid la presencia de heterocromatina
constitutiva en todos los autosomas y una mayor presencia en el cromosoma
sexual Y, lo que coincide con resultados en otros roedores silvestres.

Este estudio representa una aportacion al conocimiento citogenético de
Peromyscus difficilis en el estado de Puebla, y resalta la necesidad de continuar
con investigaciones que integren herramientas citogenéticas para delimitar de
manera mas precisa la diversidad intraespecifica de este taxén.

Los resultados obtenidos podran servir como referencia para futuras
investigaciones en sistematica y conservacion genética de roedores silvestres

del centro de México.
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11. ANEXOS

Solucién hipoténica (KCI 0.075 M):
e 0.56 g de KCl en 100 ml de agua destilada

e Se conservo en refrigeracion y se utilizé maximo dos dias consecutivos si no

esta contaminada
Fijador de Carnoy:
e 3 partes de metanol (15 ml)
e 1 parte de acido acético glacial (5 ml)

e Se preparo 30 minutos antes de su uso. Y se utilizd6 en un maximo de 3

horas, se mantiene en refrigeracion.
Preparacién del colorante Giemsa para tincion convencional
Para su preparacion se utilizaron:
e 2 ml de solucion amortiguadora (AB)
e 47 ml de agua destilada
e 1 mlde solucién concentrada de Giemsa (Microlab)
Solucién amortiguadora AB:

e Solucion A: Se pesaron 1.38 g de NaH,PO, (10 M) y se diluyeron en 100 ml

de agua destilada (se usaron 15 ml).

e Solucion B: Se pesaron 1.42 g de NaH,PO, (10 M) y se diluyeron en 100 ml

de agua destilada (se usaron 10 ml).

La mezcla de 15 ml de la Solucién Ay 10 ml de la Solucion B se mantiene en

refrigeracion a 4 °C mientras esté libre de contaminacion.

Soluciones utilizadas en técnicas de bandeo cromosémico
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Solucién PBS (solucién salina tamponada con fosfato):
e 2gdeNaCl
e 0.05gdeKCl
e 0.2785 g de Na;HPO,
e 0.059gde KH,PO,

e Aforar a 250 ml con agua destilada

Soluciones para bandeo cromosémico

Solucién stock de Wright. Buffer de Sérensen
e Se Pesaron 3.15 g de fosfato de potasio monobasico KH,PO,
e Se Pesaron 1.28 g de fosfato de sodio dibasico anhidro Na,HPO,,
e Se disolvio en 400 ml de agua destilada

e Se aforaro a 500 ml

Colorante de Gimsa
e Solucion stock
e Colocar en un mortero 1 gr de Giemsa
e Agregar 6.6 ml de glicerina a 60°C
e Macerar hasta que quede disuelto el colorante

e Agregar 132 ml de metanol
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e Agitar durante 4 horas

e Guardar en un frasco ambar a temperatura ambiente
Colorante de Whright
Solucién stock (100 ml)

e Colocar en un mortero 0.16 gr de colorante de Wright

e Agregar 10 ml de metanol

e Macerar hasta que quede disuelto el colorante

e Aforar a un volumen final de 100 ml con metanol

e Dejar agitando durante 3 horas

Conservar en un frasco ambar a temperatura ambiente
Solucioén stock de Tripsina

e 0.05 gr de tripsina Difco (1.250)

e 50 ml de buffer de fosfato salino (PBS)

Se pesaron 4 gr de NACI, 0.1 gr de KClI, 0.57 gr de Na,HPO,, 0.1 gr de KH,PO, y se
diluyeron en 500 ml de agua destilada. El buffer de fosfato salino debe mantenerse

en refrigeracion a 4°C.
La solucién de Stock de Tripsina debe permanecié en el congelador

Se diluyo una parte de la solucién de stock de Tripsina con 3 partes de PBS para

obtener una concentracion final de 0.25%.
Solucién stock 10XSSC para bandas C:

e 8,7675 g de NaCl (1,5 M)

e 44,4117 g de citrato de sodio (0,15 M)
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Se disolvié en 100 ml de agua destilada

Para preparar 2X SSC: mezclaron 10 ml de solucion stock con 40 ml de agua

destilada

Se utilizo en el mismo dia y se conservo en refrigeracion

Soluciones adicionales para bandeo C

Giemsa 4% preparada con Buffer de Fosfato de Sodio para Bandas C

Solucién A: Se pesaron 1.38 g de Na,HPO, (10 M) y se diluyeron en 100 ml

de agua destilada (se usaron 15 ml).

Solucion B: Se pesaron 1.42 g de Na;HPO, (10 M) y se diluyeron en 100 ml

de agua destilada (se usaron 10 ml).

Solucién A + B: Se combino en proporcién de 68 ml de la soluciéon Ay 100 ml

de la solucién B.

Se tomaron 2 ml de Giemsa (Microlab) y 48 ml de este buffer para tefiir.

Acido clorhidrico (HCI) 0.2 N:

Se Preparo una solucién stock de HCI 5 N

Se tomaron 2 ml de HCI 5 N y se diluyeron en 48 ml de agua destilada para

obtener una solucién 0.2 N

Se utiliz6 dentro del mismo dia y se mantuvo a temperatura ambiente

mientras no esté contaminada

Solucién saturada de hidréxido de bario [Ba(OH),]:

Se pesaron 5 g de Ba(OH),
50 ml de agua destilada

Se puede conservar a temperatura ambiente hasta por dos semanas
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