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RESUMEN

La citogenética es la parte de la genética dedicada al estudio de los cromosomas,
los procesos de mitosis, su participacion en la herencia, la segregacion
cromosOomica normal y sus anomalias. De manera general, los estudios
citogenéticos han sido uno de los métodos mas utilizados para investigar los
cambios en los cromosomas a través de la evoluciéon de diversos organismos. Las
técnicas de bandeo cromosémico son estudios fundamentales en la citogenética,
estas se aplican en la identificacion de los pares cromosémicos y la determinacién
del origen de las anomalias, como aneuploidias o alteraciones de la estructura del
cromosoma, traslocaciones, deleciones e inversiones pericéntricas o paracéntricas
causados por agentes mutagénicos fisicos o quimicos. El objetivo del presente
estudio fue realizar la descripcion del cariotipo y bandeo cromosémico Gy C de la
especie Sturnira hondurensis del municipio de Huehuetlan ElI Grande del estado
de Puebla, la metodologia consistio en dos etapas: trabajo de campo (captura de
organismos) y de laboratorio (obtencion de cariotipo, y bandeo cromosémico G y
C) se capturaron tres ejemplares (dos hembras, y un macho) de la especie
Sturnira hondurensis, se realizaron nueve laminillas y se analizaron un total de
92 campos mitéticos, 48 para hembra y 44 para el macho, posteriormente fueron
fotografiados los mas definidos. Sturnira hondurensis presenta un numero
cromosomico diploide 2n=30 tanto para hembras como para machos y un NF=50
la morfologia cromosdmica obtenida fueron 11 pares de autosomas metacéntricos
y tres pares telocéntricos, el cromosoma sexual X fue metacéntrico y el Y fue
submetacéntrico, el nimero diploide se mantiene constante este trabajo no
concuerda con los trabajos obtenidos con otros autores, pero la morfologia
cromosdmica difiere con el resultado obtenido. Con respecto a las bandas
cromosomica G se presentan en los autosomas grandes de 2 a 3 bandas en los
brazos y las bandas cromosomicas C solo la heterocromatina constitutiva se
presenta en posicion centromérica. Se puede hipotetizar que esta especie esta en

proceso de evolucion cromosomica.



1. INTRODUCCION

Los estudios citogenéticos han permitido realizar valiosos aportes al conocimiento
de los mecanismos de aislamiento reproductivo y modos de especiacion en
mamiferos (Gines, 2004; Reyes, 2002). En estos casos la citogenética, a través
del analisis gendmico, ha contribuido a la resolucion del origen y evolucion de
distintos grupos taxonomicos. Mutaciones cromosOmicas que alteran la
morfologia de los cromosomas jugarian un papel importante en la determinacion
de los mecanismos de aislamiento reproductivo y distintos modos de especiacion
(Solomon et al., 2001). Aun sin alterar la morfologia de los cromosomas, existen
ejemplos en los que mutaciones génicas que afectan el apareamiento han sido
determinantes en la evolucién de distintos grupos. La citogenética brinda valiosos
aportes para la resolucion de problemas taxonémicos, evolutivos y aplicados. Esta
disciplina tiene grandes ventajas pero también limitaciones y sus aportes deben
ser complementados con estudios provenientes de otros campos. Ademas, se
sabe que en cada ser vivo existe una sustancia que se denomina material

genético.

El ADN es el material genético de todos los organismos celulares y algunos virus,
las funciones del ADN incluyen el almacenamiento de informacién (genes),
codificacion de proteinas (transicion y traduccién) y replicacion, todo esto con la
finalidad de asegurar la transmision de la informacion a las células hijas durante la
division celular (Nelson y Cox, 2005; Pierce, 2009). Al respecto, existen dos
procesos celulares que regulan la transmision de cromosomas denominados como

mitosis y meiosis (Lacadena, 1996).

Para la citogénica, son de suma importancia las denominadas constantes
cromosoémicas, como son el nimero de cromosomas (2n) y el nimero de brazos
de los autosomas (NF) presentes en cada célula, y el tamafio o largo relativo asi

como la morfologia de cada uno de ellos (Figura 1).
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Figura 1. Regiones que forman a los cromosomas (Griffiths et al., 1998; Villee, 2000).

El centrémero divide al cromosoma en dos brazos de igual o distinta longitud: el
brazo corto (p) que se ubica en la parte superior del cromosoma y el brazo largo
(9) que se encuentra en la parte inferior del cromosoma. De acuerdo con la
ubicacion del centrémero, se puede diferenciar cuatro tipos de cromosomas
(Jiménez y Merchant 2003; Lacadena, 1996; Levan et al., 1964; Figura 2).

e Metacéntrico (M): El centromero esta localizado en la parte media los

brazos son sensiblemente iguales.

e Submetacéntrico (SM): El centromero esta mas cerca de uno de los
extremos que del otro esclareciéndose asi claramente el brazo corto (p)

y el brazo largo (q).

e Subtelocéntrico (ST): El centrémero esta situado muy préximo a uno de
los extremos, siendo el brazo corto (p) muy reducido y el brazo largo (q)

mas grande.

e Telocéntrico o también llamados Acrocéntricos (T=A): Es un cromosoma
en el cual el centrémero esté localizado en un extremo del mismo. Solo

presenta brazo g.
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Figura 2. Clasificacién de los cromosomas de acuerdo con la posicion del centrémero (Jiménez y
Merchant, 2003; Lacadena, 1996; Levan et al., 1964).

Un analisis méas preciso de la variacion cariotipica puede obtenerse empleando
técnicas de bandeo que revelan marcadores cromosémicos (secuencias de ADN
altamente repetidas ricas en AT o GC, regiones organizadoras del nucléolo, etc.)
(Jiménez y Merchant, 2003). Las técnicas de bandeo han tenido su aplicacion mas
importante en la identificacion, de los pares cromosémicos para la construccion de
cariotipos, el nimero y la forma caracteristica de los cromosomas, los patrones de
bandeo han sido decisivos para que los genetistas puedan descifrar con exactitud
situaciones aneuploides en el cariotipo, como trisomias y monosomias, asi como
el origen de reordenaciones tales como traslocaciones, deleciones, inversiones o
duplicaciones observadas en los cromosomas (Jiménez y Merchant, 2003).

Cada cromosoma tiene un patron de bandas caracteristico por lo que existen
varias técnicas de tincion con fines especificos entre las que encontramos las
siguientes:

El bandeo cromosémico C es relativamente sencillo, consiste en tratar las
preparaciones cromosomicas con una solucién alcalina fuerte (hidréxido de bario)
después de una breve exposicion al acido clorhidrico y, finalmente con una

solucion salina a 55-60 °C, tifiendo por Ultimo en solucion Giemsa (Manero, 2002).



Las bandas cromosémicas G, R y Q se obtienen mediante técnicas basadas en
tratamientos enzimaticos que ponen de manifiesto distintos patrones de bandas de
la eurocromatina, a lo largo del cromosoma. El material se tifie con colorante
Giemsa (bandeo G y R) 0 colorantes fluorescentes, con la quinacrina (bandas Q;
Madero, 2002).

El bandeo NOR (Regién Organizadora Nucleolar) pone de manifiesto un tipo de
heterocromatina constitutiva asociada a las regiones de los cromosomas,
normalmente constricciones secundarias, en las cuales se organiza el nucléolo. En
estas regiones se encuentran localizadas las secuencias de ADN necesarias para

la sintesis del ARN ribos6mico (Manero, 2002).

Por lo tanto, se concluye que los estudios citogenéticos han llegado a ser uno de
los meétodos utilizados por la genética para estudiar los cambios en los
cromosomas a través de la evolucion de diversos organismos. Ademas, la
informacion contenida en los cromosomas de los organismos tiene la capacidad
de modificarse evolutivamente haciendo frente a los cambios ambientales a los
gue estan sujetos (Herrera, 2007; Lorenzo et al., 2004; White, 1973).



2. BIOLOGIA DE LA ESPECIE
2.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA

Sturnira hondurensis estos organismos son de tamafio mediano a grande,
presentan un pelaje color pardo-grisaceo bicoloreado claro-oscuro. El abdomen es
un poco mas claro. Membrana interfemoral ausente y sin cola. Se distinguen
claramente por tener los incisivos superiores centrales proyectados y separados
en la punta, los incisivos inferiores pueden ser bilobulados o tribulados en

ocasiones (Alvarez y Polaco, 1980; Baker y Phillips, 1965).
2.2 CLASIFICACION
Infraclase Eutheria
Orden Chiroptera
Suborden Microchiroptera
Familia Phyllostomidae
Subfamilia Phyllostominae
Tribu Stenodermatini
Género Sturnira
Especie Sturnira hondurensis

Sinonimia;: Sturnira ludovici

Figura 3. Ejemplar de Sturnira hondurensis



2.3 HISTORIA NATURAL Y ECOLOGIA

Se localiza frecuentemente en ambientes muy himedos. Generalmente se le ha
colectado sobre arroyos o cuerpos de agua y en cafadas. Es muy frecuente
encontrarlos en las margenes del bosque tropical caducifolio y el bosque de pino-
encino (Baker y Womochel, 1966; Webb et al.,, 1981). Se cree que presenta
segregacion sexual (Ramirez-Pulido et al., 1977). Se alimenta principalmente de
frutas y su patrén reproductivo es de tipo bimodal poliestro; se han encontrado
hembras prefiadas en los meses de abril, julio, agosto y noviembre (Gardner,
1977; Jones y Phillips, 1964; Watkins et al., 1972; Wilson, 1979).

2.4 HABITAT E INTERVALO DE ALTITUDES

Habita en tipos de vegetacion como bosque templado de pino, encino y mesofilos,
bosques tropicales caducifolios, perennifolios y en cultivos de platanos y café se le
encuentra desde el nivel del mar hasta 2240 msnm. Sin embargo, se ha
observado con frecuencia que es abundante en localidades entre 500 y 1200
msnm (Eisenberg, 1989; Ramirez-Pulido et al., 1977).

2.5 GENETICA

En América del Sur en Surinam se registré que Sturnira hondurensis presenta un
namero cromosémico diploide de 30 y su NF=56. El cromosoma sexual X es
subtelocéntrico y el Y es submetacéntrico (Baker et al., 1982).

2.6 DISTRIBUCION

Se distribuye por la vertiente del Atlantico desde el sur de Tamaulipas y por la
vertiente del Pacifico desde el sur de Sinaloa, hasta Venezuela, Guyana y Ecuador
(Eisenberg, 1989). Se ha registrado en los estados de Colorado, Guerrero, Jalisco,

Michigan, México, Oaxaca, Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz.
2.7 ESTADO DE CONSERVACION

Es una especie comun, que no se encuentra en ninguna categoria de riesgo.



3. ANTECEDENTES

Dentro de la clase Mammalia, el segundo orden con mayor diversidad es el
Chiroptera con 1,116 especies (Chavez y Ceballos, 2001). Ellos constituyen uno
de los grupos mas peculiares e interesantes debido a que son los Unicos
mamiferos capaces de volar, concentrando sus actividades en la noche o en las
horas crepusculares. Esto Ultimo ha sido posible gracias al desarrollo de un
sistema de ecolocalizacion que les permite orientarse incluso en la mas completa
obscuridad, habitan en ambos hemisferios (Constantine, 1970). El orden
Chiroptera se divide en dos subodrdenes: Megachiroptera y Microchirdptera,
correspondiendo los primeros al viejo mundo y la mayor parte de los segundos al
nuevo mundo (Glover, 1939).

Trabajos realizados por Baker (1979); Baker et al., (1982) en Oaxtepec, Morelos
demostraron que el cariotipo de S. lilium (2n = 30, FN = 56) es idéntico al de las
otras especies (S. bidens, S.erythomos, S.ludovici, S. magna, S. mordax, S. nana,
S. thomasi, y S. tildae) hasta el momento examinadas, en otros trabajos
realizados en Texas por Baker et al., (1979) en los que reportaron una morfologia
cromosomica de siete pares metacéntricos y siete pares submetacéntricos. El

cromosoma sexual X es subtelocéntrico y el cromosoma Y es submetacéntrico.

Baker et al., (1967) reportaron un trabajo realizado con la especie Sturnira ludovici
en Ojo de agua del rio Atoyac, Veracruz recolectando un macho y una hembra,
para el analisis cromosémico se encontr6 que presenta un 2n=30 y un NF=56,
siete pares metacéntricos, tres pares submetacéntrico y cuatro pares
acrocéntricos, el cromosoma sexual X es subtelocéntrico y el cromosoma sexual Y

es submetaceéntrico.

Otros estudios realizados en Michoacan por Baker et al., (1967), reportaron que
Sturnira ludovici presenta un 2N=30 y un NF=56 presenta siete pares de
autosomas metaceéntricos y siete pares de autosomas submetacéntricos el

cromosoma sexual X es subtelocéntrico y el Y es metacéntrico.



Baker et al., (1970) encontraron para la especie Sturnira ludovici en Nayarit
donde reportaron un numero diploide de 2N=30 y un numero fundamental de
NF=50, la morfologia cromosémica de siete pares metacéntricos y siete pares
submetacéntricos, el cromosoma sexual X es subtelocéntrico y el cromosoma Y es

submetacéntrico.

Kblisky (1969) reportdé un trabajo realizado con la especie Sturnira ludovici en
Venezuela, donde reporto un namero diploide 2n=30 y un namero fundamental
NF= 56, presenta 10 pares de autosomas metacéntricos y submetacéntricos,
cuatro pares de autosomas subtelocéntricos, el cromosoma sexual X es

subtelocéntrico y el cromosoma Y es submetacéntrico.

En todos estos trabajos las caracteristicas estructurales y cuantitativas de los
cromosomas (cariotipo) son importantes en investigaciones basicas (taxondémicas
y evolutivas) y aplicadas. Los taxbnomos y evolucionistas estan familiarizados con
el hecho de que los cromosomas son parte de un sistema dinamico que esta
moldeando el proceso de evolucion. Esta variacion se expresa en caracteristicas
facilmente analizables como el nimero, forma y tamafio de los cromosomas y no

esta relacionada con complejidad genética u organismica.



4. JUSTIFICACION

Los murciélagos son uno de los grupos mas importantes a nivel ecolégico que
actualmente se enfrentan a graves problemas, entre otras causas, por la falta de
conocimiento sobre su diversidad y el importante papel que desempefian en sus
habitats. Por lo cual es importante conocer sus aspectos biologicos y su genética
para tener la informacién génica de Sturnira hondurensis debido a que es posible
encontrar una variacion cromosémica con respecto a otros organismos de la
misma especie estudiados y saber que tendencia evolutiva tiene esta especie

desde el punto de vista de la informacion genética.



5. OBJETIVO GENERAL

» Obtener el cariotipo y bandeo cromosémico G y C del murciélago Sturnira
hondurensis de la localidad de Huehuetlan El Grande, Puebla.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES
e Describir el cariotipo del murciélago Sturnira hondurensis de la localidad
Huehuetlan El Grande, Puebla.
e Obtener el patrén de bandas cromosémicas G y C de Sturnira hondurensis.

e Elaborar el ideograma de los cariotipos obtenidos.

10



6. AREA DE ESTUDIO

6.1 Ubicacion
El Municipio de Huehuetlan El Grande esta ubicado al sur del estado, dentro de la
region econémica No. 7 de Izucar de Matamoros y colinda al norte con Puebla y

Tzicatlacoyan, al sur con Huatlatlauca y al este con Teopantlan (Figura 4;INEGI,
20009).
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Figura 4. Ubicacion de Huehuetlan El Grande (INEGI, 2005).

6.2 Extension

El municipio cuenta con una superficie de 264.08 Km? se localiza a una elevacion
promedio de 1350 msnm en las siguientes coordenadas geograficas: meridiano
98° 04' 50" longitud oeste, paralelo 18° 51' 20" Ilatitud norte, cuenta con 17
localidades y una poblacion total de 6 291 habitantes (INEGI, 2009).
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6.3 Orografia

La zona esté formada por sierras mas o menos individuales paralelas, que forman
medianas altiplanicies intermontafiosas que aparecen escalonadas hacia el sur. El
area comprendida entre el rio Huehuetlan y la cota 1300, hacia el sur, pertenece al
valle de Matamoros. El resto del Municipio, constituye el extremo oriental del valle
de Atlixco (INEGI, 2009).

6.4 Hidrografia

Dentro del municipio de Huehuetlan El Grande, nacen varios manantiales, por una
zona intermontafiosa, en temporada de lluvias los escurrimientos aumentan
considerablemente, el rio nace en el paraje llamado Aclimeyaya, que son terrenos

ejidales pertenecientes a Huehuetlan (INEGI, 2009).

El rio pasa al oeste de la poblacion de Santo Domingo Huehuetlan, dentro de la
zona urbana y forma parte de la region No. 18 del Balsas, que comprende la
localidad de Coatzingo.

Pertenece a la cuenca del rio Atoyac; es bafiada por numerosas corrientes
intermitentes, originadas en la Sierra del Tentzo al norte; recorren el municipio
libre de norte a sur, formando algunas barrancas importantes como la Barranca
Tepeyole; terminan concentrandose en el rio Huehuetlan. Cabe sefalar que el
interior de la comunidad esta bafiado por sequias (canales de agua), que sirven
para regar los huertos de hortalizas como rabanos, halaches, papalo, cafas,
jicama (INEGI, 2009).

6.5 Clima
En la localidad de Santo Domingo Huehuetlan, se registra un clima calido
subhimedo con lluvias predominantemente en los meses de julio, agosto y

septiembre, con una precipitacion pluvial del orden de 700-900 mm., la

12



temperatura promedio anual que se presenta en la comunidad es de entre 17°C y

23°C, siendo la minima de 5°C y la maxima de 35°C (INEGI, 2009).

6.6 Fauna

Al norte del Municipio que comprende parte de la Sierra del Tentzo, esta cubierta
por bosques de encinos asociados con arbustos, cactaceas y pastizales. La
vegetacion predominante es la selva baja caducifolia, asociada con arbustos, a la
orilla del rio Huehuetlan podemos apreciar una cuenca rica en arboles frutales
(mango, guayaba, papaya, ananas, limones, naranja, zapote, aguacate, ciruela)
ademas de encontrar arboles tales como el Ahuehuete (ciprés de la familia de las
acietdceas). Ademas la poblacién se dedica al cultivo de jicama, papalo, rdbano,
pipicha, alfalfa, maiz, tomate; practicando la rotacién de cultivos. También se
dedican al cultivo de alguna variedad de flores como la de cempaxuchitl, y otros
tipos diferentes (INEGI, 2009).

6.7 Flora

Debido a la situacion geogréfica del Municipio de Huehuetlan El Grande, existe
una gran variedad de fauna silvestre y animales domeésticos. Dentro de los
animales silvestres que podemos encontrar se encuentran armadillos, tejones,
zorrillos, coyotes, venados, zopilotes, iguanas, alacranes, ofidios, muchas
variedades de aves. Los animales domésticos que mas se encuentran en este
Municipio son perros, gatos, aves de corral, burros, vacas, chivos y cerdos (INEGI,
2009).
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7. METODOLOGIA
7.1 Trabajo de campo

El trabajo de campo consistid6 basicamente en la recolecta de los organismos
vivos. Esta se llevd a cabo por las noches, se coloc6 una red de niebla de 12m de
largo, justamente antes del anochecer cerca de donde pasa un arroyo de agua
con coordenadas latitud 18" 44' 19" y longitud 98" 9' 50", ya que fue en este
momento cuando los murciélagos empiezan su actividad. El lugar donde la red se
coloco fue cerca de arboles frutales. Se realizaron 6 salidas de campo en cada
muestreo la red se dejo aproximadamente siete horas, siendo revisada cada
media hora. Cuando se encontraban los organismos de nuestro interés, se
retiraban cuidadosamente utilizando guantes de carnaza colocandolos en sacos
de manta para su traslado al laboratorio de Mastozoologia en la Escuela de
Biologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla en donde se
identificaron los organismos y posteriormente se realizo la técnica de extraccion de

médula ésea.
7.2 Trabajo de laboratorio

La obtencion del material celular se realiz6 mediante la técnica de médula 6sea
para la identificacién de los cromosomas de tres ejemplares de la especie Sturnira
hondurensis (Baker et al., 1982; Baker y Qumsiyeh, 1988). El procedimiento se
realiz6 de la siguiente manera: los ejemplares capturados fueron pesados y
caracterizados sexualmente, posteriormente con la finalidad de inhibir el huso
acromatico y detener la mitosis en metafase se inyectod intraperitonealmente 0.1
ml de colchicina por cada 10gr. de peso del ejemplar y se dejé actuar durante 40

minutos.

Transcurrido este tiempo se sacrificO a cada ejemplar por dislocamiento,
llevandose a cabo la toma de medidas de cada murciélago, tales como: longitud
total, cola, pata, oreja y peso de Sturnira hondurensis. Después a cada
espécimen se le cortaron los fémures y las tibias, retirando el musculo de los

huesos, cortando las epifisis en el extremo proximal. Con ayuda de una jeringa se
14



extrajo la médula 6sea y se introdujo en tubos de centrifuga de 15 ml, los cuales
contenian 5 ml de solucion hipotonica de KCI 0.075 M. Esta solucién hipoténica
provoca la entrada de agua en las células, debido a la alta concentracion de sales
que hay en el interior de las mismas, por lo tanto el citoplasma aumenta su

volumen y los cromosomas permanecen flotando en su interior.

El material celular fue resuspendido con una jeringa y se incubd durante 45
minutos a 37°C. Posteriormente, el material celular se centrifugé a 800 rpm
durante 8 minutos, eliminando el sobrenadante con una pipeta Pasteur. A cada
tubo se le afiadieron 5ml de solucion fijadora Carnoy (metanol- acido acético en
proporcién 3:1), aplicAndose lentamente por las paredes del tubo. El fijador Carnoy
se prepard 30 minutos antes de ser utilizado para evitar su hidratacion. Los tubos

se mantuvieron en refrigeracion durante 24 horas.
7.2.1 Elaboracion de laminillas

Para la elaboracién de laminillas se lavaron los portaobjetos y se colocaron en un
frasco con alcohol al 96% previamente refrigerado. Cada tubo se centrifugd a 800
rom durante 8 minutos, eliminando el sobrenadante y resuspendiendose
suavemente con solucion fijadora Carnoy en proporcién al tamafio del botdn
celular (Figura 5). Posteriormente, se elaboraron las laminillas dejando caer tres
gotas de material celular con una pipeta Pasteur desde una altura aproximada de
3 metros distribuidas a lo largo del portaobjetos, inmediatamente se realiz6 un
extendido del material con aire comprimido y se dej6 secar a temperatura

ambiente.

Cada laminilla se tifié con Giemsa durante 6 minutos y medio (Figura 6; 47ml agua
destilada, 2ml de buffer y 1ml de colorante Giemsa), enjuagdndose posteriormente
con agua destilada y se dejo secar. Mas tarde se observaron con un microscopio

Optico donde se localizaron los mejores campos mitéticos en metafase.
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Figura 5. El material celular se centrifugd Figura 6. Giemsa convencional para la
durante 8 minutos a 800rpm. tincién de laminillas.

7.2.2 Elaboracion del cariotipo

Para la obtencion del cariotipo convencional se seleccionaron varias fotografias
impresas de diferentes individuos. Los cromosomas de cada fotografia fueron
recortados y medidos con un vernier digital, clasificandose estos de acuerdo a las
medidas registradas, formando pares homdlogos, de acuerdo a la posicion del

centromero obteniendo el indice centromérico IC, tomando en cuenta la longitud

({9}

total del cromosoma, asi como la de su brazo corto denominado como “p” y el

brazo largo denotado como “q” (Levan et al., 1964).

El indice centromérico se obtuvo con la siguiente férmula:
Ic= P *100

p+q
Donde:
IC= indice centromérico
p= Brazo corto

g= Brazo largo
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El nimero fundamental se determiné conforme al nimero de brazos presentes en
los autosomas, con el resultado obtenido y de acuerdo a la posicion del
centromero y tamafio de los cromosomas se clasificaron siguiendo la
nomenclatura de Levan et al. (1964). Se agruparon conforme a su morfologia
ordenandose de acuerdo a su longitud decreciente, describiendo de esta manera
el 2ny NF.

7.2.3 BANDAS CROMOSOMICAS G

Para la obtencion de bandas cromosomicas G se realiz6 la técnica de De Grouchy
y Turleau (1977); Patton y Baker, (1978) por lo que se emplearon algunas
laminillas previamente utilizadas para la construccion del cariotipo, las laminillas
fueron destefiidas, y estas se colocaron en una estufa de cultivo a 65°C durante
16 horas para que se endurecieran los cromosomas y asi conseguir un mejor

patron de bandeo.

Transcurrido el tiempo, las laminillas se sacaron de la estufa y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente, después se colocaron en un vaso Coplin con solucion de
Tripsina Difco 0.025% en un lapso de 150 a 180 segundos, esto con la finalidad de
desnaturalizar las proteinas contenidas en los cromosomas, inmediatamente se
sacaron del vaso y se sumergieron en dos vasos Coplin que contenian solucion
amortiguadora de Fosfato de Sodio (PBS) durante diez veces en cada uno, para
eliminar el exceso de Tripsina. Posteriormente, fueron tefiidas durante 6 minutos
en Buffer de Giemsa al 2% en un vaso Coplin preparada segun Seabright, (1971)
donde se agito vigorosamente hasta producir espuma y asi permitir una mejor
tincion (Figura 7).

Una vez que las laminillas se tifieron, se enjuagaron con agua destilada y se
dejaron secar a temperatura ambiente, estas fueron observadas con un
microscopio 6ptico, usando filtros fotograficos de color, amarillo y verde que se
colocaron sobre el foco del microscopio con la finalidad de contrastar mejor las
bandas y se fotografiaron los mejores campos con una camara digital. Las
fotografias fueron editadas con la aplicacion Microsoft Office Picture Manager,

posteriormente se imprimieron en papel fotogréfico, el cariotipo de bandas
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cromosdmicas G se construyé con base en la formacion de pares homoélogos,
ordenados de acuerdo a su morfologia y longitud decreciente, donde cada par

representa el mismo nimero de bandas en sus brazos.

Figura 7. Tratamiento y tinciébn para bandas cromosémicas G.

7.2.4 BANDAS CROMOSOMICAS C

Para la elaboracion de bandas cromosomicas C se realizo la técnica descrita por
Arrighi y Hsu (1971), Summer (1972) por lo que se utilizaron dos grupos de
laminillas, el primer grupo son laminillas que solo han sido empleadas para la
construccion del cariotipo; mientras que el segundo grupo son algunas de las
laminillas usadas para el bandeo cromosomico G, todas las laminillas se destifien.
Estas fueron sumergidas en un vaso Coplin con solucion HCI 0.2N durante 15

minutos, con el fin de remover proteinas.

Después se sumergieron en un vaso Coplin con solucion saturada de Hidroxido
de Bario a 45°C durante 120 segundos. El Hidroxido de Bario actu6é en la
disociacion de Eucromatina. Las laminillas se colocaron en HCI 0.2N para detener
la reaccion del Hidroxido de Bario, en seguida se lavaron tres veces con agua

destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las preparaciones se colocaron en una camara humeda (Caja Petri con dos hojas
de papel filtro, solucion 2XSSC pH 7.0 y dos tapones de plastico como soporte) se
verificd que tuvieran suficiente solucion de 2XSSC para que no se secaran. Con

una pipeta Pasteur se colocaron 4 gotas de 2XSSC a lo largo de las laminillas y se
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dej6é caer encima un portaobjetos en cada una de estas. Se incubaron a 65°C
durante 12 horas.

Posteriormente, las laminillas se sacudieron para retirar los cubreobjetos,
enjuagandolas en agua destilada tres veces dejandolas secar. Después se lavaron
en dos vasos Coplin con alcohol al 70% y 95% durante cinco minutos en cada
uno, dejando secar nuevamente a temperatura ambiente; esto evitd la formacion
de cristales, se tifleron con Buffer de Giemsa al 4% durante 8 minutos, enjuagando

brevemente en agua destilada y dejando secar a temperatura ambiente (Figura 8).

Finalmente, las laminillas se observaron con un microscopio 6ptico, usando filtros
fotogréficos de color amarillo y verde que se colocaron sobre el foco del
microscopio con la finalidad de contrastar mejor las bandas, se tomaron
fotografias con una camara digital editadas con la aplicacion Microsoft Office
Picture Manager, se imprimieron en un papel fotogréafico. El cariotipo de bandas
cromosomicas C se construyé con base en la presencia de heterocromatina
constitutiva en los autosomas o en todos los cromosomas, se acomodan por pares

homologos, ordenados con base en su morfologia y longitud decreciente.

:
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Figura 8. Tratamiento y tincion para bandas cromosomicas C.
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8. RESULTADOS

De los ejemplares colectados se obtuvieron laminillas para la busqueda de los
campos mitéticos, para las hembras se realizaron tres laminillas obteniendo 48
campos mitéticos, mientras tanto para el macho se hicieron seis laminillas, en las
gue se obtuvieron 44 campos mitoticos y se fotografiaron los mejores campos

mitoticos de cada ejemplar.

El cariotipo convencional obtenido para Sturnira hondurensis del municipio de
Huehuetlan El Grande, Puebla es 2n=30 y el NF=50 la morfologia cromosémica
obtenida fueron 11 pares de autosomas metacéntricos y tres pares telocéntricos el

cromosoma sexual X es metacéntrico y el Y es submetaceéntrico (Figura 9 y 10).

Figura 9. Cariotipo mitético del murciélago Sturnira hondurensis (hembra) de la localidad de
Huehuetlan EI Grande.

a®

Figura 10. Cariotipo mitético del murciélago Sturnira hondurensis (macho) de la localidad de
Huehuetlan El Grande.
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En las figuras 11 y 12 se muestra el cariotipo convencional macho y hembra de
Sturnira hondurensis los cuales se ordenaron de acuerdo a su morfologia
cromosoOmica segun la clasificacion de Levan et al. (1964). Se puede apreciar que
los cromosomas metacéntricos son mas grandes a diferencia de los cromosomas

telocéntricos que son pequefos, tanto para el cariotipo hembra y macho.

X TRIELAALT R AR DL

2 4 6 7 8

m §6 o0

9 10 11

T &9y
12 13 14

n

X
M
2n=30 NF=50
Figura 11. Cariotipo convencional de Sturnira hondurensis (hembra) del Municipio de Huehuetlan
El Grande.
+ M: Metacéntrico
+ T: Telocéntrico % 2n: Numero diploide
4+ X: Cromosoma sexual X 4 NF: Nimero Fundamental
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Figura 12. Cariotipo convencional de Sturnira hondurensis (macho) del Municipio de Huehuetlan El
Grande.

+ M: Metacéntrico + NF: NiOmero Fundamental
+ SM: Submetacéntrico

+ T: Telocéntrico

#+ X: Cromosoma sexual X

+ Y: Cromosoma sexual Y

+ 2n: Nimero diploide
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En las figuras 13 y 14 se muestra la representacién esquematica del cariotipo
macho y hembra de Sturnira hondurensis del Municipio de Huehuetlan EI Grande.
Se puede apreciar que los cromosomas metacéntricos son mas grandes a
diferencia de los cromosomas telocéntricos que son pequefios, tanto para el

cariotipo hembra y macho.
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Figura 13. Ideograma del cariotipo del murciélago Sturnira hondurensis (hembra) del Municipio de
Huehuetlan El Grande.

+ M: Metacéntrico
+ T: Telocéntricos

% X: Cromosoma sexual X
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Figura 14. Ideograma del murciélago Sturnira hondurensis (macho) del Municipio de Huehuetlan El

Grande.

+ M: Metacéntrico

+ SM: Submetacéntrico

+ T: Telocéntrico

+ X: Cromosoma sexual X

4 Y: Cromosoma sexual Y
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En la Tabla 1. Se muestra la clasificacion del indice centromérico de Sturnira
hondurensis de la localidad de Huehuetlan El Grande, se muestra que el rango de
40-50 corresponde de acuerdo a la posicion del centrémero que los cromosomas
son metacéntricos y los que van de un rango de 0.5 a 0.10 corresponde a los
cromosomas telocéntricos, asi como también el rango de 27-30 corresponden a
los submetacéntricos. Esto indica que los cromosomas mas grandes son
metacéntricos, los cromosomas medianos son submetacéntricos y los mas

pequerios telocéntricos.
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Tabla 1. Clasificacion del indice centromérico de Sturnira hondurensis de la

localidad de Huehuetlan El Grande.

PAR L BRAZO DS p BRAZO DS q IC CLASIFICACION
TOTAL p q SEGUN LEVAN et
al.(1964)

1 0.150 0.075 0.013 0.075 0.008 49.91 M
2 0.245 0.121 0.019 0.124 0.015 49.28 M
3 0.190 0.092 0.005 0.098 0.0238 48.55 M
4 0.171 0.081 0.007 0.090 0.0147 47.23 M
5 0.172 0.078 0.017 0.093 0.029 45.71 M
6 0.286 0.13 0.011 0.156 0.011 45.41 M
7 0.153 | 0.069 0.021 0.084 0.019 45.11 M
8 0.194 0.087 0.023 0.107 0.013 44.73 M
9 0.163 0.073 0.016 0.090 0.019 44,58 M
10 0.151 0.067 0.005 0.083 0.006 44,53 M
11 0.162 0.071 0.005 0.090 0.008 44.13 M
12 0.091 0.091 0.019 0.09 T
13 0.075 0.075 0.008 0.07 T
14 0.065 0.065 0.013 0.06 T
X 0.224 0.098 0.016 0.125 0.013 43.97 M
Y 0.284 0.077 0.020 0.206 0.262 27.28 SM

p= Brazo corto
g =Brazo largo
IC= Indice Centromérico

DS p= Desviacion Estandar
brazo corto
DS g= Desviacion Estandar
brazo largo

M: Metacéntrico
T: Telocéntrico
SM: Submetacéntrico
X: cromosoma sexual X
Y: cromosoma sexual Y
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8.1 Bandas cromosdmicas G

El patron de bandas cromosomicas G obtenido en Sturnira hondurensis se mostro
gue los pares cromosomicos tanto de hembra como de macho poseen de una a

dos bandas oscuras de eurocromatina, se observa que en los pares

cromosomicos del 1 al 8 en ambos brazos presenta dos bandas oscuras y el “q
9 al 11 se presenta solo una banda oscura con respecto a ambos brazos, sin
embargo en los pares cromosomicos del 12 al 14 so6lo se presenté una banda

oscura en el brazo “q” (Figura 15).

T 4
T -we %e XX XY
12 13 14 MM M SM
2n=30 NF=50

Figura 15. Cariotipo con tratamiento bandas cromosémicas G de Sturnira hondurensis (hembra y
macho) del Municipio de Huehuetlan EI Grande.

+ M: Metacéntrico + Y: Cromosoma sexual Y
+ SM: Submetacéntrico + 2n: Nimero diploide
+ T: Telocéntricos + NF: Nimero Fundamental

+ X: Cromosoma sexual X
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En la figura 16 se muestra la representacion esquematica del bandeo
cromosomico G del cariotipo macho y hembra de Sturnira hondurensis del

Municipio de Huehuetlan El Grande.
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Figura 16. Ideograma con bandas cromosémicas G de Sturnira hondurensis (hembra y macho) del

Municipio de Huehuetlan El Grande.

+ M: Metacéntrico + X: Cromosoma sexual X

+ SM: Submetacéntrico + Y: Cromosoma sexual Y

+ T: Telocéntrico
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8.2 Bandas cromosdmicas C

Para el bandeo cromosomico C se encontr6 heterocromatina constitutiva
basicamente en la regidn del centromero de los autosomas. En lo que respecta a
los cromosomas sexuales la heterocromatina constitutiva se situé en la region
centromeérica del cromosoma X y del cromosoma Y, prevaleciendo de forma muy

notoria en todo el brazo (Figura 17).
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Figura 17. Cariotipo de bandas cromosémicas C de Sturnira hondurensis (macho) del Municipio de
Huehuetlan El Grande.

+ 2n=30 + X: Cromosoma sexual X
+ M: Metacéntrico 4+ Y: Cromosoma sexual Y
+ SM: Submetacéntrico + 2n: Numero diploide

4+ T: Telocéntricos 4+ NF: Niomero Fundamental
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En la figura 18 se muestra la representacion esquematica del bandeo
cromosomico C del cariotipo macho de Sturnira hondurensis del Municipio de

Huehuetlan El Grande.
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Figura 18. Ideograma con bandas cromosomicas C de Sturnira hondurensis (macho) del Municipio
de Huehuetlan El Grande.

+ M: Metacéntrico + T: Telocéntrico

+ SM: Submetacéntrico + X: Cromosoma sexual X
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9. DISCUSION

El cariotipo de Sturnira hondurensis de Huehuetlan El Grande, se caracteriza por
tener un namero cromosomico (2n=30) y namero fundamental (NF=50), las dos
caracteristicas concuerdan con las reportadas por Baker et al., (1970), que
reportaron que la especie Sturnira ludovici de la localidad de Nayarit tienen las
mismas caracteristicas de lo obtenido en el presente estudio, aunque para las
otras localidades como: Oaxtepec, Morelos ,0jo de agua del rio Atoyac, Veracruz,
Michoacan, Nayarit, Texas y Venezuela difieren ya que presentan un (NF=56),
esto es prueba aparente de la normalidad en el conjunto cromosémico de Sturnira
hondurensis o al menos de la poblacion de donde fue muestreado el ejemplar. Por
otra parte, los tipos de vegetacion, el clima y las barreras geograficas son factores
importantes que llegan a determinar los cambios estructurales cromosémicos de

una especie.

Con respecto a la morfologia cromosdémica, algunas especies de Sturnira como S.
lilium, S. ludovici y S. aratathomasi presentan 10 pares metacéntricos Yy cuatro
pares subtelocéntricos (Baker,1979; Mufioz, 1995; Kblisky, 1969) a comparacion
de los 11 pares metacéntricos, tres pares telocéntricos encontrados en el presente
estudio del ejemplar de Sturnira hondurensis (Tabla 2). Esto se puede deber a las
poblaciones que estan sujetas a las condiciones que les prevé su medio ambiente
por lo que la falta de alimento como es la vegetacion puede alterar los ciclos de la
vida de la especie, incluso modificar las densidades poblacionales, de esta
manera se puede originar que las poblaciones fijen informacion genéticamente
diferente y asi presentarse cambios cariotipicos que seran transmitidos durante
diversas generaciones. Finalmente, las barreras geograficas como son las
montafias, lagos o rios pueden originar el aislamiento de las poblaciones y
provocar que cada una de estas transmita informacion genéticamente diferente a
la otra debido a que cada poblacion se desarrollar4 bajo condiciones diferentes
(Davis, 1980).
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La morfologia cromos6mica muestra que existe una diferencia cromosémica ya
gue estudios realizados de la especie Sturnira ludovici en las localidades de
Venezuela, Oaxtepec, Morelos, Texas y Michoacan, se reporta que presentan una
morfologia cromosOmica de siete pares metacéntricos y siete pares
submetacéntricos (Kblisky, 1969; Baker, 1979; Baker et al., 1982; Baker et al.,
1967; Baker et al., 1970), asi como Baker et al., (1967), en la localidad de Ojo de
agua del rio Atoyac, Veracruz, presentan siete pares metacéntricos, tres pares
submetacéntricos y cuatro pares telocéntricos, por lo que difiere en este estudio
ya que se encontré en la localidad de Huehuetlan El Grande de la misma especie
gue presenta una morfologia cromosomica de 11 pares metacéntricos y tres pares
telocéntricos para Sturnira hondurensis. Los cambios en la morfologia de los
cromosomas en algunos casos pueden deberse a mutaciones cromosomicas que
alteran la morfologia de los cromosomas, deleciones o de replicacién de genes.
(Baker y Qumsiyeh, 1988). Para otras especies de murciélagos como algunas del
género Carollia (Baker, 1967) las variaciones en la morfologia cromosomica han
sido descritas, pero se concluye que andlisis mas estrictos requieren del uso de
bandas cromosdmicas. Llama la atencion que muchos de los reportes realizados
para la descripcibn de cromosomas en ejemplares del género Sturnira fueron
realizados hasta los afios noventa (Baker, 1979), posteriormente los reportes han
sido bajos o se trata de recopilaciones de informacién (Mufioz, 1995), lo cual ha
dificultado hacer inferencias filogenéticas a partir de los datos cariolégicos

reportados hasta el momento.

Los cromosomas sexuales en las especies del género Sturnira (Tabla 2) muestran
diferencias morfologicas en el cromosoma X ya que se encontré en todos los
trabajos descritos un cromosoma subtelocéntrico, y Sturnira hondurensis descrita
en este trabajo, el cromosoma X es metacéntrico; en la especie Sturnira lilium
(Baker, 1979 y Baker et al, 1982) de la localidad de Oaxtepec, Morelos se reporta
un cromosoma sexual X subtelocéntrico, y la especie Sturnira ludovici en las
localidades de Michoacan, Texas, Nayarit y Venezuela (Baker et al., 1967, Baker
et al., 1967; Baker et al., 1970; Kblisky, 1969) reportaron un cromosoma sexual X

subtelocéntrico. Para el cromosoma sexual Y se mantiene constante para todas
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las localidades ya que se reporta un cromosoma Y submetacéntrico para la
especie Sturnira hondurensis. Este tipo de reordenamientos implican una fusion
céntrica de dos cromosomas para formar un submetacéntrico (SM) o metacéntrico
(M) conocidas como fusiones robertsonianas (Gibson, 1984) y fijadas tras largos

procesos de evolucion del cariotipo.

Las fusiones robertsonianas en murciélagos representan uno de los mecanismos
de evolucibn cromosOmica, relacionada estrechamente con cambios
cromosomicos y cambios morfolégicos. Dentro de la familia Phyllostomidae, el
mecanismo robertsoniano ha generado cambios intraespecificos e interespecificos
del conjunto cromosOmico en géneros como: Macrotus, Uroderma, Vampyressa y
Micronycteris (Bickham y Baker, 1979). EIl género Sturnira contiene al menos 15
especies descritas; 12 especies tienen datos cromosoémicos, mientras que de tres
especies del género (S. koopmanhilli, S. sorianoi y S. mistratensis) se desconocen
algun tipo de caracteres cromosOmicos, esto motiva al uso de técnicas
citogenéticas que permitan aportar informacion adicional que pueda fortalecer las

hipétesis filogenéticas planteadas para el género Sturnira.
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Tabla 2. Comparacion de andlisis cromosdémico de especies pertenecientes al

género Sturnira.

ESPECIE LOCALIDAD (2n |NF |M [SM | ST X Y AUTOR
Sturnira Oaxtepec, 30|56 |7 |7 ST | SM | Baker,
lilium Morelos (2979;
Baker et
al.1982)
Sturnira Ojo de agua |30 |56 |7 |3 ST | SM [ Baker et
ludovici del rio al.(1967)
Atoyac,
Veracruz
Sturnira Texas 30|56 |7 |7 ST | SM | Baker et
ludovici al.(1979)
Sturnira Michoacan 30|56 |7 |7 ST | SM [ Baker et
ludovici al.(1967)
Sturnira Nayarit 30|50 |7 |7 ST | SM [ Baker et
ludovici al.(1970)
Sturnira Venezuela 30|56 (10 | 4 ST | SM [ Kblisky,
ludovici (1969)
Sturnira Huehuetlan |30 |50 |11 M | SM | Presente
~ | El Grande estudio
hondurensis
(2015)
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10. CONCLUSION

El cariotipo convencional obtenido para Sturnira hondurensis del municipio de
Huehuetlan El Grande, Puebla es un 2n=30 y un NF=50.

La morfologia cromosdmica obtenida fue 11 pares de autosomas metacéntricos y
3 pares telocéntricos, el cromosoma sexual X es metacéntrico y el Y es

submetacéntrico.

La técnica de bandeo cromosdmico G demuestra que los pares cromosomicos
tanto de hembra como de macho poseen de una a dos bandas oscuras de

eurocromatina localizadas en el brazo “p” que corresponde a cromosomas

metacéntricos, y el brazo “qQ” una sola banda oscura de los autosomas

principalmente en los cromosomas telocéntricos.
Mediante la técnica de bandeo cromosdémico C se comprueba la presencia de

heterocromatina constitutiva basicamente en la region del centromero de los

cromosomas.

35



11.PROPUESTAS

Continuar estudios de esta especie Sturnira hondurensis en otras zonas de

su distribucién para el conocimiento citogenético de la misma.
Hacer estudios morfométricos craneales.

Electroforésis; Reaccion de cadena polimerasa (PCR); entre otros para

complementar la informacion obtenida en esta investigacion.

Técnicas moleculares como secuenciacion de ADN consiste en la
identificacién de la secuencia de bases de un determinado fragmento de

ADN. Se utiliza para corroborar mutaciones detectadas con otras técnicas.
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APENDICE
Solucién hipoténica
% 0.075 M KClI
Se pesan 0.56 gr de KCl y se diluye en 100ml. De agua destilada.

Se puede utilizar maximo dos dias si no esta contaminada y se almacena en

refrigeracion.

Fijador Carnoy
Proporcion 3:1

% 3: Metanol.

< 1: Acido acético.

Debe ser preparado 30 minutos antes de ser utilizado, manteniéndolo en el

congelador.

Giemsa para tinciéon convencional
% Solucion amortiguadora:
10M NaH,;PO4
Se pesan 0.69gr y se diluye en 5oml. De agua destilada.
Solucion A. se utilizan 15ml.
» 10 M Na;HPO,
Se pesan 0.71gr del reactivo y se diluyen en 50ml. De agua destilada. Solucion B.

Se utilizan 10ml.
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Esta solucién se puede mantener en refrigeracion a 4°C, hasta que no se observe

contaminada.
%+ Solucion concentrada de Giemsa (Microlab) 1ml.
» Solucion amortiguadora (pH 6.5-6.8) 2ml.
» Agua destilada 47ml.

Esta preparacion se puede usar durante un dia conservandola a temperatura

ambiente.

Buffer Giemsa 2% para bandas G
«» 1ml. 0.14ml de buffer de fosfato de sodio.

Se pesan 3.752 de NayH PO, y se diluyen en 100ml de agua destilada con pH 9.0

se puede conservar en temperatura ambiente, mientras no esté contaminado.
s 1ml de Giemsa (Microlab)
% 48ml de agua destilada

Esta solucion para 10 u 11 laminillas y se debe preparar cuando se va a usar.
Debe agitarse hasta que salga espuma antes de usarse y puede mantener a

temperatura ambiente.

Solucién stock de Tripsina
%+ 0.05gr de Tripsina Difco (1:250)
s 50ml de buffer de fosfato salino (PBS)

Se pesan 4gr de NaCl, 0.1gr KCI, 0.575gr de Na,P HO,4, 0.1gr de KH,PO4 y se
diluyen en 500ml de agua destilada. El buffer de fosfato salino debe mantenerse

en refrigeracion 4°C.
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La solucion Stock de Tripsina debe permanecer en el congelador y puede ser

usada mientras no se observe la aparicion de hongos y bacterias.

Diluir una parte de solucién Stock de Tripsina con 3 partes de PBS para obtener

una concentracion final de 0.25%, solo debe usarse un dia.

Solucién Stock 10XSSC para bandas C

X/

» NaCl 1.5 M.

Se pesan 4.384gr de este reactivo.
% Citrato de sodio 0.15 M.

Se pesan 2.206gr de este reactivo.

Los dos reactivos se diluyen en 50ml. De agua destilada, esta solucion debe

permanecer en refrigeracién a 4°C.

Tomar 10ml. De 10XSSC y 40ml. de agua destilada para obtener una solucién
2XSSC. Esta solucion debe permanecer en refrigeracion a 4°C, y solo se utiliza un
dia.

Giemsa 4% Preparada con Buffer de Fosfato de Sodio para Bandas C.
0.01M de NaH;PO,4

Se pesan 0.069gr de este reactivo y se diluyen en 50ml. de agua destilada.
0.01M de Na,HPO,

Se pesan 0.071gr de este reactivo y se diluyen en 50ml. de agua destilada.

Combinar en proporcién de 34ml. del primero y 50ml. del segundo.
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Tomar 2ml. de Giemsa (Microlab) y 48ml. de este buffer para tefiir. Este buffer se

puede utilizar un dia a temperatura ambiente.

Solucion de Acido Clorhidrico
% Soluciéon Stock de HCI de 5N.
Tomar 2ml. de HCI 5N y 48ml. de agua destilada para obtener 0.2N

La solucién Stock se mantiene a temperatura ambiente hasta que no se observe
contaminacion y la solucion 0.2N se puede conservar durante un dia a

temperatura ambiente.

Solucioén saturada de Hidroxido de Bario
% bgr de Hidroxido de Bario.
% 50ml de agua destilada.

Debe prepararse uno o dos dias antes de ser utilizada y se mantiene a

temperatura ambiente hasta por 2 semanas.
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