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RESUMEN

En la citogenética el proceso de la mitosis es fundamental debido a que en la
metafase es posible observar los cromosomas condensados donde presentaran su
morfologia basica que permitira clasificarlos y construir un cariotipo con base en las
constantes cromosomicas. La constitucion cromosomica de un individuo es un rasgo
caracteristico de cada especie y todos los organismos de una especie presentan el
mismo cariotipo no obstante, hay especies que pueden variar en alguna de las
caracteristicas del cariotipo, estos cambios cromosOmicos pueden deberse a
rearreglos tal como inversiones, translocaciones, fisiones o fusiones, deleciones o
duplicaciones, lo que origina que las especies del mismo género e individuos de una
sola especie presenten diferencias en el tamafo y forma de los cromosomas, por lo
gue el objetivo de este estudio fue describir el cariotipo y bandas cromosémicas G
y C de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla. Se capturaron cinco
organismos vivos utilizando trampas Sherman, posteriormente se realiz6 la técnica
de extraccion de médula 6sea utilizando colchicina como inhibidor mit6tico para la
obtencion del cariotipo convencional, se uso Tripsina para el bandeo cromosémico
G y para el bandeo cromosémico C se empled Hidroxido de bario. Los resultados
obtenidos mostraron que el cariotipo de M. mexicanus present6 un 2n=48 y NF=58
que corresponden a cuatro pares metacéntricos, dos pares submetacéntricos 'y 17
pares telocéntricos. El cromosoma sexual X corresponde a un telocéntrico grande y
el cromosoma Y a un telocéntrico pequefio. El patron de bandas cromosoémicas G
presentd de una a seis bandas de eucromatina. Las bandas cromosOmicas C
mostraron que la heterocromatina constitutiva se encuentra en la regién
centromérica de los cromosomas. El cromosoma sexual X y el cromosoma sexual
Y presentan mayor porcién de heterocromatina. Comparando los resultados con
estudios anteriores se puede afirmar que M. mexicanus presenta variaciones

cromosomicas en sus poblaciones.



INTRODUCCION

La citogenética es una disciplina que estudia la estructura de los cromosomas y sus
eventos citolégicos. Un proceso crucial en el andlisis citogenético es la mitosis
(Herrera, 2007; Tamar et al., 2008). La mitosis consiste en la divisién nuclear por el
cual los cromosomas replicados se segregan en dos nucleos hijos (Rodriguez-
GOmez et al., 2014). La division mitdtica tiene cinco fases principales: Interfase,
profase, metafase, anafase y telofase. Una de las etapas con mayor relevancia para
estudios citogenéticos es la metafase, etapa en la cual se presenta el material

genético (ADN) condensado formando la estructura de los cromosomas (Mclintosh,

2016; Figura 1).
Preparacion para la
Inte O divisién celular
Profase Duplicacion del material
genetico
Condensacién del DNA para
Prom« <
etafase @ la formacion de cromosomas
Los cromosomas se alinean
Metafase @ en el plano ecuatorial
£ Las cromatinas
o O hermanas se separan
Telofase Formacién de
nuevos nucleos
Citocinesis Separacion del citoplasma de
la célula progenitora en dos

Figura 1. Proceso de la mitosis (Modificado de Gersen y Keagle, 2013).

Los cromosomas estan constituidos por la condensacion de ADN y proteinas que
conforman la cromatina. Los cromosomas presentan una morfologia caracterizada
por un brazo largo (q) y un brazo corto (p) que se encuentran separados por una
constriccién primaria denominada centrémero (punto de uniéon de uso mitético)

(Figura 2). Conforme a la ubicacion del centrémero, asi como la longitud del brazo



corto (p) y brazo largo (q) se pueden diferenciar cuatro tipos de cromosomas:
Metaceéntrico, Submetacéntrico, Subtelocéntrico y Telocéntrico (Levan et al., 1964;

Figura 3).
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Figura 2. Partes del cromosoma.

Metacéntrico: centromero en la mitad del cromosoma, proporcionando dos brazos

iguales.

Submetacéntrico: el centrobmero se encuentra de tal manera que un brazo es

ligeramente mas corto que otro.

Subtelocéntrico; el centromero se encuentra de manera que se diferencia un brazo

mas corto que el otro.

Telocéntrico: centrbmero se encuentra en la parte superior del cromosoma.

Metacentrico Submetacéntrico Subtelocéntrico Telocéntrico

Figura 3. Clasificacién cromosémica (Levan et al., 1964)



La clasificacion morfoldgica de los cromosomas permitird construir un cariotipo, que
es el conjunto de los cromosomas de un individuo, y por tanto toma en cuenta el
namero, la morfologia, el numero de brazos p y g, la localizacion de segmentos
heterocromaticos, y constricciones secundarias, la construccion cromosomica de un
individuo es un rasgo caracteristico de cada especie (Lugue y Herraez, 2001) y
todos los organismos de una especie presentan el mismo cariotipo, no obstante

especies similares pueden variar en alguna de las caracteristicas del cariotipo.

Las investigaciones sobre el estudio del cariotipo han generado el entendimiento de
la organizacion y estructura de los genomas en distintos campos cientificos
permitiendo posicionar los genes y marcadores que estan ligados a secuencias de
ADN (Herrera, 2007). Mientras que estudios de las similitudes y diferencias entre
especies o grupos por medio de las caracteristicas de los cariotipos permiten brindar
grandes aportes y detalles de los procesos evolutivos, volviendo estos datos
referentes directos de la historia evolutiva de los linajes existentes (Cordova y
Gerardo, 1997; Garner, 1990). Por tanto, los cromosomas son un caracter
importante para futuras investigaciones de relaciones filogenéticas, ya que al ser
una caracteristica estable y representativa es importante que sean obtenidos en la

etapa celular de la metafase (Patton, 2006).

Los estudios citogenéticos se han desarrollado gracias a los constantes avances en
las técnicas moleculares, como son las técnicas de bandeo cromosémico. La
técnica consiste en la obtencion de imagenes de estructuras cromosOmicas
transversales (Bandas) existentes de diferentes tamafios, haciendo posible la

identificacion de cada cromosoma humano, animal y vegetal (Drets, 2002).

El bandeo cromosémico G proporciona un patrén de bandas oscuras y claras, las
bandas oscuras son secciones ricas en enlaces de AT (Adenina, Timina) estas
regiones estan compuestas por pocos genes cuya replicacion es tardia, por otro
lado, las bandas claras denotan secuencias ricas en enlaces de CG (Citocina,
Guanina) estas regiones estan compuestas por muchos genes, teniendo una

replicacion temprana (Drets, 2002; Solari, 2004). Este tipo de bando permite



diferenciar los pares cromosOmicos y sus regiones por medio de la eucromatina, asi

como la identificacion de algun tipo de rearreglo cromosomico.

El bandeo cromosdémico C permite identificar las regiones de heterocromatina
constitutiva, estas regiones son secuencias de ADN altamente repetitivas y se

localizan en el centromero (Solari, 2004).

Los estudios citogenéticos en mamiferos han permitido establecer o verificar las
relaciones filogenéticas en varios niveles taxonémicos (Van Gelder, 1969). Los
roedores son uno de los 6érdenes mas representativos de los mamiferos en México
representado por ocho familias y 243 especies (Ceballos, 2014). En Puebla se
encuentran nueve ordenes de mamiferos silvestres. El orden Rodentia es el

segundo orden mejor representado con 51 especies (CONABIO, 2011).

En roedores se han observado cambios en los cromosomas de algunos géneros
con los estudios citogenéticos, estos organismos son utilizados con mayor
frecuencia en la investigacion debido a su grado de evolucion adaptativa y
especiacion, ademas de sus caracteristicas bioldgicas como su tamafio corporal,
ciclo de vida, ademas de tener similitudes fisiolégicas con los humanos (Santos y
Hortelano, 1997).

El género Microtus en su evolucién cariotipica se caracteriza por la reducciéon del
namero diploide mediante eventos robertsonianos y rearreglos cromosomicos,
como inversiones pericéntricas para la formaciéon de cromosomas birrameos
(Gaines, 1985; Uribe, 1977).



Descripcion de la especie

Microtus mexicanus o ratdn meteorito mexicano, es un roedor robusto con 0jos
pequefios y patas cortas, habitan en zonas aridas como pastizales, bosque de pino
y pino-encino (Whilhelm, 1982). No presentan dimorfismo sexual, tiene una longitud
de 123 -144 mm, la longitud de la cola es 25 - 34 mm y tiene un peso entre 18 y 42
g. Este roedor tiene un potencial reproductivo bajo en comparacion de otras
especies, las hembras pueden quedar prefiadas hasta con seis embriones, no
obstante, la media se encuentra entre 2 a 4 embriones. Esto es razonable tomando
en cuenta que solo presenta dos glandulas mamarias en lugar de cuatro (Wilson y
Ruff, 1999; Figura 4).

Clasificacion taxondmica

Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Clase Mammalia
Orden Rodentia
Familia Cricetidae
Subfamilia Arvicolinae
Género Microtus

Especie Microtus mexicanus (Saussure, 1861)



Figura 4. Microtus mexicanus (Martinez-Fonseca, 2016).



Distribucién

Microtus mexicanus se distribuye en gran parte de Norte América, desde Nuevo

México y Arizona, sur de Utah y Colorado hasta la parte céntrica del territorio

mexicano, ocupando la sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental y el Eje
Neovolcanico (Hall, 1981; Judd,1980; Figura 5).
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Figura 5. Distribuciéon de Microtus mexicanus. IUCN (International Union for Conservation of

Estado de conservacion

Nature) 2008.

Microtus mexicanus es una especie que no se encuentra registrada en la norma

mexicana NOM-059 SEMARNAT- 2010, por lo que no se encuentra en alguna

categoria de riesgo dentro del territorio mexicano, mientras que en |UCN

(International Union for Conservation of Nature) se encuentra categorizada en

preocupacion menor.



ANTECEDENTES

En el orden Rodentia se encuentra el género Microtus. En este género se han
realizado estudios que han permitido encontrar su origen evolutivo, por lo que es
sumamente importante estudiar diferentes poblaciones de este género, como lo es

Microtus mexicanus.

El posible ancestro de los Arvicélidos presentaba un 2n=56, presentando una
morfologia cromosdmica constituida de cromosomas monorrameos (Matthey 1957).
La reduccion en el nimero cromosomico en el grupo de los Arvicélidos son

principalmente las fusiones céntricas y las inversiones pericéntricas (Modi, 1987b).

En 1957 Matthey al estudiar especimenes del noreste de Nuevo México encontro
un 2n=44 y un NF=54 consta de seis pares birrameos y 15 pares acrocéntricos, el

cromosoma sexual X fue submetacéntrico y el cromosoma Y fue acrocéntrico.

Las poblaciones examinadas por Lee y Elder (1977) para ejemplares de los estados
de Jalisco y Durango presentaron un 2n= 48 y un NF= 57 o 58, consta de ocho
cromosomas birrdmeos grandes a medianos, cuatro cromosomas birrdmeos
pequefios y 36 cromosomas acrocéntricos grandes a pequefios. El cromosoma X

fue acrocéntrico y el cromosoma Y fue acrocéntrico pequefio.

Uribe (1977) realiz6 la descripcion del cariotipo de Microtus mexicanus en el sur del
valle de México donde obtuvo un 2n=48 y NF=57 o 58, consta de seis pares
birrAmeos y 17 pares monorrdmeos, el cromosoma sexual X consiste en

acrocéntrico grande y el cromosoma Y fue acrocéntrico pequefio.

Por otra parte, Wilhelm (1982) describié para organismos de Nuevo México un
cariotipo que consiste en dos pares metacéntricos, cuatro pares submetaceéntricos

y 15 pares acrocéntricos correspondientes a un 2n=44 y NF=54.

En ejemplares de Jalisco, Volcan de Colima, Modi (1987a) encontré un 2n=48 y un
NF=58, consta de seis pares birrameos, 17 pares monorrameos. El par sexual

corresponde a dos acrocéntricos grandes.



En San Juan Atepec, Oaxaca, la poblacion estudiada por Martinez (1991) encontré
un 2n=48 y NF=58, que consiste en cuatro pares metacéntricos, dos pares
submetacéntricos y 17 telocéntricos. El par sexual corresponde a dos cromosomas

telocéntricos.

En Querétaro, México, Veracruz y Tlaxcala, Gonzalez (1992) encontré un 2n=48 y
NF=58 en todas las poblaciones, la poblacién de Tlaxcala, México y Veracruz el
cariotipo consiste en cuatro pares metacéntricos, dos pares submetacéntricos y 17
telocéntricos, no obstante, la poblacion de Querétaro presento un cambio en la
morfologia de los cromosomas, siendo que en vez de tener dos pares
submentacéntricos presentd un par submetacéntrico y un par subtelocéntrico en
comparacién con las otras poblaciones estudiadas. El par sexual en las cuatro
poblaciones fueron cromosomas telocéntricos, siendo el cromosoma X telocéntrico

grande y el cromosoma Y telocéntrico pequefio.

En Libres, Puebla, Pozos et al. (2022) encontraron un 2n=48 y NF=54, consta de
cuatro pares submetacéntricos y 19 pares telocéntricos, el par sexual esta

conformado por telocéntricos.

Al ser una especie que presenta poblaciones aisladas y polimorfismo cromosémico,
es necesario estudiar esta especie en otras localidades dentro de su distribucién en

el territorio mexicano.



JUSTIFICACION

Los estudios citogenéticos de roedores permiten aportar informacion sobre las
variaciones en las diferentes areas geograficas de México, cabe mencionar que los
individuos son pequefios y en su gran mayoria representan un namero diploide de
48, sin embargo, presenta una notable variacion en la morfologia del cariotipo y en
el nimero fundamental lo cual ha sido de gran interés ya que diversos estudios
mencionan que pueden existir cambios cromosomicos debido a los rearreglos tal
como inversiones, translocaciones, deleciones o adiciones de cromatina, lo que
origina que las especies presenten diferencias en los cromosomas, el presente
estudio realizé el analisis cromosémico de Microtus mexicanus, ya que corresponde
a un género politipico, por lo que es importante conocer las semejanzas y

diferencias entre poblaciones de Microtus mexicanus en México.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Describir el cariotipo de Microtus mexicanus de Camotepec del municipio de

Zacatlan, Puebla.

Objetivos particulares

Obtener el patréon de bandas cromosémicas G y C de Microtus mexicanus de

Camotepec del municipio de Zacatlan, Puebla.

Comparar el cariotipo de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla con

otras localidades estudiadas del territorio mexicano.

Comparar el bandeo cromosémico G y C de Microtus mexicanus de Camotepec,
Zacatlan, Puebla con otras localidades estudiadas del territorio mexicano.

11



METODOLOGIA
Area de Estudio

EL municipio de Zacatlan esta localizado en el estado de Puebla (Figura 5). Tiene
una superficie de 489.33 kildmetros y se encuentra en las coordenadas geograficas
20° 02’ 487 latitud norte y meridianos 97° 51’ y 98° 04’ de longitud oeste. Zacatlan
colinda al Noroeste con Ahuatepec, al Norte con Huauchinango, Chiconautla,
Noreste: Ahuacatlan, Este: Tepetzintla y Tetela de Ocampo, Oeste: Hinojosa del
Estado de Hidalgo y Ahuazotepec, Sur: Aquixtla; Suroeste: Chignahuapan (INEGI,
2010).

En el municipio se presenta el clima templado humedo con abundantes lluvias en
verano siendo uno de los principales climas de la region, no obstante, también se

encuentran los climas templado subhimedo y semicalido humedo (INEGI, 2010).

La mayor parte del municipio presenta zonas dedicadas a la agricultura de temporal,
gue probablemente crecieron a costa de la flora nativa, presenta bosques y
pastizales menores en comparacién con las zonas agricolas de todo el territorio. Se
encuentra dentro del eje Neovolcanico y Sierra Madre Oriental. Presentando los
siguientes tipos de suelos: andosol 40.40%, Luvisol 26.44%, Durisol 15.53%,
Phaeozem 6.47%, Vertisol 3.96% y Cambisol 3.26% (INEGI, 2010).

Camotepec es una localidad que pertenece al municipio de Zacatlan, se encuentra
a una altitud de 2467 metros, el sitio de colecta es cerca de Piedras Encimadas
(Figura 6).

12



Leyenda

Puebla

B Zacatlan
Camotepec

@ Zonade colecta

2899000 25912000 2925000 2938000

00068

00088

2938000

0 6500 13000 m

Figura 6. Ubicacion de colecta de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla.
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Figura 7. Sitios de colecta de Microtus mexicanus en Camotepec, Zacatlan, Puebla. Fotografias de
Diana Laura Vazquez Cozatl.
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Trabajo en campo

Se realiz6 la captura de los organismos colocando 30 trampas tipo Sherman, con
un cebo de hojuelas de avena y vainilla. Al ser capturados se realiz6 una
identificacion primaria, posteriormente se trasladaron los ejemplares al Laboratorio
de mastozoologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

Trabajo de laboratorio

Una vez capturados los organismos se realizé la técnica de extraccion de médula
Osea para la obtencion de cariotipo y bandas cromosémicas de acuerdo a Baker y
Qumsiyeh (1998).

El procesamiento del ejemplar para la obtencién de la médula 6sea se realiz6 de la
siguiente manera: los ejemplares capturados fueron caracterizados sexualmente y
pesados, posteriormente se utilizé colchicina al 0.04% 40 minutos antes del
sacrificio (Baker et al., 1988). La colchicina es un agente que inhibe el huso

acromatico, deteniendo el ciclo celular en la metafase.

Pasando el tiempo antes mencionado los organismos fueron sacrificados por
dislocacion cervical, posteriormente se tomaron las medidas morfométricas de cada
organismo; longitud total, longitud de cola, longitud de la pata y longitud de la oreja;
la técnica de la extraccién de médula ésea en cada organismo consistié en retirar
los fémures y las tibias, eliminando el masculo de los huesos, cortando las epifisis
en el extremo proximal. Con una jeringa se extrajo la médula 6sea y se coloc6 en
tubos de 15ml, los cuales contenian 7ml de solucion hipoténica a 37°C, en donde

se incubo durante 40 minutos (Baker et al., 1998).

Una vez transcurrido el tiempo se centrifugo a 800 rpm durante 8 minutos, se elimino
el sobrenadante y nuevamente se suspendio en la misma cantidad de liquido fijador
Carnoy, este tuvo que ser aplicado resbalando por la pared del tubo para que no

toque el material celular.

15



A la piel de los organismos se le realiz6 una taxidermia descrita por Martinez et al.
(2006) para su identificacion e incorporacion a la Coleccion de mamiferos de la

Facultad de Ciencias Biolégicas, BUAP.

Para la elaboracion de laminillas, se utiliz6 material previamente lavado.
Posteriormente con una pipeta Pasteur para cada organismo, con la cual se tomo
material celular y se dejaron caer gotas en el portaobjetos desde una distancia de
dos metros y medio con el propdsito de lograr el rompimiento de la membrana
celular. Se realizo la técnica de fuego-aire, donde en la parte inferior de la laminilla
se aplicé fuego con un serillo y posteriormente se realizé el extendido del material
con aire comprimido y se dejo secar durante varios minutos, una vez secas estas
laminillas fueron rotuladas con la fecha de elaboracién, nombre de la especie de

estudio, numero del ejemplar y nimero consecutivo de cada laminilla.

Posteriormente se tifieron con una solucion de Giemsa al 4% durante ocho minutos.
Al termino se enjuagaron con agua destilada para quitar el exceso de colorante y se
dejaron secar a temperatura ambiente, después de un tiempo las laminillas se
analizaron bajo un microscopio optico con los diferentes objetivos de 10X 40X y
100X buscando los mejores campos mitéticos en metafase que fueron fotografiados
empleando una camara digital adaptable.

Bandeo cromosémico G

Para la elaboracion del bandeo cromosdmico G se utilizo la técnica modificada de
Grouchy y Turleau (1997); Paton y Baker (1978); Urbina (2011). Las preparaciones
se dejaron envejecer en un periodo de siete dias para colocarlas a una temperatura
de 65°C durante 16 horas, esto con el fin de endurecer los cromosomas y obtener
un patron de bandas. Una vez transcurrido el proceso anterior se dejaron enfriar a
temperatura ambiente para posteriormente se colocaron las laminillas en tripsina al
0.025% durante 80 segundos. Pasando este tiempo las laminillas se metieron en
solucion de amortiguador de fosfato salino (PBS) en dos vasos Coplin, realizando
enjuagues por 10 veces en cada vaso Coplin, posteriormente se sumergieron las
laminillas en el colorante de Wright durante dos minutos, después en Giemsa al 2%

durante ocho minutos, se retiraron las laminillas y con agua destilada se elimino el

16



exceso de tincién y se dejaron secar a temperatura para después observar al

microscopio optico.
Bandeo cromosdmico C

Para el bandeo se utilizé la técnica descrita por Summer et al. (1971); Arrighi y Hsu
(1971). Las laminillas de campos mitéticos se dejaron envejecer en un lapso de siete
dias, pasando este tiempo las laminillas se colocaron en una soluciéon de HCI al 2%
durante 15 minutos, se lavaron con agua destilada tres veces y se dejaron secar.
Las laminillas se colocaron en un vaso de Coplin con una solucién saturada de Ba
(HO)2 (Hidroxido de Bario) a una temperatura de 45°C por dos minutos,
posteriormente se sacaron de manera simultanea en HCI tres veces, una vez
completado este ciclo se retiraron los residuos con agua destilada y se dejaron secar

a temperatura ambiente.

Después se colocaron en camaras humedas (cajas Petri con papel filtro en la base,
el cual se humedecié con 2XSSC, pH 7.0). Se colocaron a lo largo de la preparacion
seis gotas de 2XSSC y se les coloco un portaobjetos en la parte donde se
encuentran los campos cromosdmicos, enseguida se metieron a incubar a una
temperatura de 65°C durante 16 horas, posteriormente se retiraron los cubreobjetos
y las laminillas se enjuagaron tres veces con agua destilada, se dejaron secar
nuevamente para colocarlos en alcohol al 70% y al 95% durante cinco minutos en
cada uno. Nuevamente se dejaron secar las laminillas a temperatura ambiente para
finalmente tefiir con Giemsa al 4%, la tincién se prepar6 con un amortiguador PBS
durante 20 minutos, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar a

temperatura ambiente, para posteriormente observarlas con el microscopio 6ptico.
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RESULTADOS

Se realizaron 29 laminillas correspondientes, de las cuales se obtuvieron un total de
1809 campos mitdticos, de los cuales se seleccionaron 120, que fueron los mejores

y se fotografiaron (Figura 8).

Figura 8. Campo mitotico del ejemplar macho de Microtus mexicanus.

Para el cariotipo convencional de Microtus mexicanus (Figura 9) present6 un 2n=48
y NF=58, el cual estuvo conformado por cuatro pares metacéntricos, dos pares
submetacéntricos y 17 pares telocéntricos, el par sexual esta conformado por ser el
cromosoma X fue un cromosoma telocéntrico grande y el cromosoma Y fue un

telocéntrico pequefio.
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Figura 9. Cariotipo convencional de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla.

Los datos promedio de las longitudes relativas de los pares cromosémicos del
cariotipo convencional de Microtus mexicanus se presentan en orden descendiente

de tamafio y categoria basandose en la posiciéon del centrémero (Levan et al., 1964;
Cuadro 1).
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Cuadro 1. Longitudes relativas de los pares cromosomicos de Microtus mexicanus.

Clasificacion

Par p+q Ds p+q p Ds p q Ds g IC segln Levan
et al. (1964)
1 1.59 0.39 0.78 0.19 0.80 0.20 49.2 m
2 1.27 0.28 0.61 0.14 0.66 0.14 48.0 m
3 0.47 0.15 0.22 0.08 0.24 0.07 47.8 m
4 0.37 0.06 0.18 0.03 0.2 0.03 46.6 m
5 1.74 0.29 0.69 0.11 1.09 0.21 37.3 sm
6 1.24 0.39 0.45 0.15 0.78 0.25 36.6 sm
7 1.64 0.35 1.64 0.35 t
8 1.13 0.29 1.13 0.29 t
0] 0.97 0.21 0.97 0.21 t
10 0.85 0.20 0.85 0.20 t
11 0.75 0.16 0.75 0.16 t
12 0.67 0.14 0.67 0.14 t
13 0.62 0.14 0.62 0.14 t
14 0.56 0.13 0.56 0.13 t
15 0.55 0.1 0.55 0.1 t
16 0.52 0.1 0.52 0.1 t
17 0.5 0.1 0.5 0.1 t
18 0.5 0.1 0.5 0.1 t
19 0.47 0.1 0.47 0.1 t
20 0.44 0.9 0.44 0.09 t
21 0.41 0.9 0.41 0.09 t
22 0.39 0.9 0.39 0.09 t
23 0.34 0.9 0.34 0.09 t
X 1.295 0.39 1.29 0.39 t
Y 0.725 0.41 0.72 0.41 t

p+g= Longitud total

DS p+qg= desviacion estandar de la longitud total del cromosoma

p= promedio de brazo corto

Ds g= desviacién estandar del brazo corto

g= promedio de brazo largo

DS g= desviacion estandar del brazo largo

IC= indice centromérico

m= metacéntrico, sm= submetacéntrico, st= subtelocéntrico, t= telocéntrico
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La eucromatina en el bandeo cromosomico G mostré un patron de bandas

presentando en los cromosomas de uno a seis bandas (Figuras 10 y 11).
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Figura 10. Bandeo cromosomico G de M. mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla.
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Figura 11. Ideograma del bandeo cromosémico G de M. mexicanus de Camotepec, Zacatlan,

Puebla.
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El bandeo cromosémico C mostré que la heterocromatina constitutiva se encuentra
en la regidon centromérica y en los cromosomas sexuales la heterocromatina se

presenta en mayor proporcion que en los autosomas (Figuras 12 y 13).
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Figura 12. Bandeo cromosdmico C de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan, Puebla.
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Figura 13. Ideograma del bandeo cromosémico C de Microtus mexicanus de Camotepec, Zacatlan,

Puebla.
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DISCUSION

El cariotipo del ratobn Microtus mexicanus de la localidad de Camotepec del
municipio de Zacatlan, Puebla, presentd un 2n=48 que coincide con las poblaciones
estudiadas en el territorio mexicano. Se obtuvo como resultado un NF=58 lo cual
concuerda con el estudio realizado por Lee y Elder (1977) para individuos de Jalisco
y Durango en donde se describen cuatro cromosomas birrdmeos largos, dos
cromosomas birrameos cortos y 17 pares de cromosomas acrocéntricos pequefios,
el par sexual fue acroceéntrico, mientras que en el presente estudio se encontraron
seis pares birrameos y 17 pares monorrameos, concordando en el nimero de pares

birrAmeos y monorrameos obtenidos, asi como en el par sexual.

En la poblacién de Santa Ana, D.F. México estudiada por Uribe (1977); la poblacion
de Acatepec, Oaxaca analizada por Martinez (1991) y la poblacién de Texcoco,
México, Tlaxcala, y Perote, Veracruz estudiadas por Gonzalez (1992) concuerdan
en la obtencién del numero diploide y el nimero fundamental con el presente
trabajo, presentando una morfologia en su cariotipo de cuatro pares metacéntricos,
dos pares submetacéntricos y 17 pares telocéntricos, el cromosoma sexual X fue

telocéntrico grande y el cromosoma sexual Y fue telocéntrico pequefio.

Por otro lado, en la poblacion de Querétaro analizada por Gonzéalez (1992) present6
un cambio estructural, con un cariotipo conformado por cuatro pares metacéntricos,
un par submetaceéntrico, un par subtelocéntrico y 17 pares telocéntricos, por lo que
las modificaciones morfoldgicas estructurales en esta poblacion fueron identificadas

como una doble duplicacion y adicion de eucromatina.

Pozos et al., (2022) analizaron una poblaciéon de Microtus mexicanus en Libres,
Puebla reportaron un NF=54 que corresponde a cuatro pares submetacéntricos y
19 pares telocéntricos, esta es una gran variacion presentando una reduccion en el
namero fundamental por lo que dicha poblacion podria presentar reordenamientos
cromosomicos tales como inversiones pericéntricas o translocaciones como plante6
Whilhem (1977) y Uribe (1977).
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El posible ancestro de los Arvicdlidos presentaba un 2n=56 considerando la
tendencia evolutiva de la reduccion del numero diploide por medio de rearreglos
cromosomicos, los mas frecuentes en Arvicolidos son: fusiones céntricas e
inversiones pericéntricas (Matthey 1957; Modi, 1987b). Por lo que las poblaciones
estudiadas por Matthey (1957) y Wilhem (1977) en Nuevo México presentan un
2n=44, mientras que las poblaciones estudiadas en México presentan un 2n=48

siendo el niumero diploide un rasgo caracteristico primitivo.

Los estudios realizados en las poblaciones dentro del eje Neovolcanico transversal
han mostrado que Microtus mexicanus es una especie conservada, no obstante,
presenté cambios cromosOmicos estructurales solamente en dos poblaciones que
son Querétaro y Libres, Puebla (Cuadro 2). Esto debido a los diferentes tipos de
vegetacion, clima, ciertas barreras como montafas, cerros, lagos, rios, que son
factores que aportan variabilidad genética a los sujetos de estudio (Gobierno de
Canarias, 2019).

La poblacion estudiada de Microtus mexicanus de Camotepec mostré ser una
poblacién altamente conservada, por lo que en el patréon de bandeo cromosdémico
G no se llegd a detectar ningun tipo de rearreglo cromosomico, sin embargo, se
requieren de mas estudios en el territorio poblano para saber como se encuentran

las demas poblaciones.

En algunos roedores del género Microtus se presenta poca cantidad de
heterocromatina constitutiva como es el caso de M. ochrogaster (Modi, 1987b). El
cromosoma X presentd distribucion homogénea de heterocromatina y el
cromosoma Y fue heterocromatico, por lo que no presentan una diferenciacién con

las poblaciones anteriormente mencionadas.
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Cuadro 2. Comparacion de las constantes cromosomicas de Microtus mexicanus.

Localidad/Autor 2n NF M Sm St A X
Nuevo México
44 54-56 2 4 - 15 sm
Matthey (1957)
Santa Ana, D.F.
México 48 58 4 2 - 17 A
Uribe (1977)
Atepec, Oaxaca
48 58 4 2 - 17 T
Martinez (1991)
Malinche, Tlaxcala
) 48 58 4 2 - 17 T
Gonzalez (1992)
Querétaro
48 58 4 1 1 17 T
Gonzalez (1992)
Libres, Puebla
Pozos et al., 48 54 - 4 - 19 T
(2022)
Presente Estudio 48 58 4 2 - 17 T

A =T donde A= acrocéntrico, T= telocéntrico.
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CONCLUSION

El cariotipo de Microtus mexicanus de Camotepec, del municipio de Zacatlan,
Puebla presenta un 2n=48 y un NF=58, la morfologia corresponde a cuatro pares
metacéntricos, dos pares submetaceéntricos y 17 pares telocéntricos, en cuanto al
par sexual el cromosoma X fue telocéntrico grande y el cromosoma Y fue

telocéntrico pequefio.

En el bandeo cromosémico G se observo que la eucromatina en los cromosomas
presenta de cinco a seis bandas en cromosomas grandes, de cuatro a tres bandas
en cromosomas medianos y en los cromosomas pequefios presenta de una a tres

bandas claras y oscuras.

La heterocromatina constitutiva en el bandeo cromosémico C muestra que se
encuentra en la regién centromérica, mientras que en los cromosomas sexuales

presenta mayor porcion heterocromatica.

El presente estudio demostrd que las constantes cariotipicas de M. mexicanus en
Camotepec concuerdan con la mayoria de los estudios realizados en las diferentes
poblaciones analizadas de la especie en el territorio mexicano, no obstante,

presentan variaciones cromosémicas.
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ANEXO
Solucién Hipotonica
0.075 M KClI

Se pesan 0.56 g. y se afora en 100ml de agua destilada. Esta solucion se puede

utilizar dos dias maximo sino presenta contaminacion y se guarda en refrigeracion.

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

Se debe preparar 30 minutos antes de ser utilizado manteniéndolo en refrigeracion.

Puede ser utilizado hasta tres horas después de ser preparado.

Colchicina al 0.04%
Se utiliza en una proporcién de 1 ml por cada 10 g de peso del roedor.
Tincién convencional Giemsa

Solucién amortiguadora
o 10 M NaH2POa4
Se pesan 1.38 g de reactivo y se afora con 100 ml de agua destilada.
Solucion A: Se utilizan 15 ml
o 10 M NazHPOs4
Se pesan 1.42 g de reactivo y se afora con 100 ml de agua destilada.
Solucion B: se utilizan 10 ml
La solucién Ay B se diluyen juntas para formar la solucion amortiguadora AB.

Esta solucién se puede mantener en refrigeracion a -4°C hasta que no se observe

gue la solucién presente contaminacion.
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= Solucion de Giemsa concentrada (Microlab) 1ml
= Agua destilada 47 ml

= Solucion amortiguadora (AB) 2 ml

Esta preparacion se puede usar durante un dia, conservandola a temperatura

ambiente.
Solucion Buffer de Fosfato Salino (PBS)

Se pesan los siguientes reactivos:

2 g NaCl

0.05 g KClI

0.2875 g NaH2PO4

0.05 g KH2PO4

Una vez pesados se diluyen en 250 ml de agua destilada. El buffer de fosfato se

debe mantener en refrigeracion a 4°C.

Solucién Stock de Tripsina

0.05 gr de Tripsina Difco (1.250)

50 ml de buffer de fosfato salino (PBS)

Una vez pesada la Tripsina Difco se diluye en 50 ml de la solucibn PBS. Esta
solucién debe permanecer en refrigeracion y puede ser usada mientras no se

observe contaminacion.

Para la concentracion de Tripsina al 0.25% se utiliza una proporcion 3:1, es decir,

por tres partes de PBS es una parte de tripsina.
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Buffer de S6rensen

Pesar 3.315 g de KH2PO4sy pesar 1.28 g NaH2PO4

Se disuelven en 400 ml de agua destilada y se afora a 500 ml.

Solucién Stock Wright

En un mortero se coloca 0.16 g de colorante Wright y se colocan 10 ml de metanol.
Se macera hasta que el colorante quede disuelto. Y se afora con metanol hasta
obtener un volumen final de 100 ml. Posteriormente se agita durante tres horas.

Finalmente se conserva en un frasco ambar a temperatura ambiente.

Colorante Wright (Solucion de trabajo para Bandas G)
12 ml de solucién Stock Wright

36 ml de Buffer de Sérensen (pH 6.8)

Soluciéon Stock Giemsa

Colocar en un mortero 1 g de Giemsa, se agregan 66 ml de glicerina a 60°C mientras
se macera hasta quedar disuelto el colorante y posteriormente se agregan 132 ml
de metanol y se agita durante 4 hrs. Finalmente se guarda en un frasco ambar a

temperatura ambiente.

Colorante Giemsa (Solucién de trabajo para Bandas G)

6 ml de Solucién de Stock Giemsa

44 ml de Buffer de Sérensen (pH 6.8)

Solucion de Acido clorhidrico
Solucién stock de HCl al 0.2 N

Tomar 2 ml de 5 N y 48 ml de agua destilada para obtener una concentracion 0.2 N
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La solucién stock se mantiene a temperatura ambiente mientras no se observe

contaminacion y se puede conservar durante un dia a temperatura ambiente.
Solucién de Hidréxido de Bario

5 g de Hidroxido de Bario

50 ml de agua destilada

Se diluye el Ba (OH)2 en el agua destilada y se mantiene a temperatura ambiente

durante dos semanas.

Solucién Stock 10XSSC para Bandas C
NaCl1.5M

Se pesan 8.7675 g de este reactivo.
Citrato de sodio 0.15 M
Se pesan 4.4117 g de este reactivo.

Los dos reactivos se diluyen en 100 ml de agua destilada, esta solucion debe

permanecer en refrigeracién a 4°C.

Se toman 10 ml de 10XSSC y 40 ml de agua destilada para obtener una solucion

de 2XSSC. Esta solucién debe permanecer en refrigeracion y solo se utiliza un dia.
Giemsa al 4% en Buffer de Fosfato de Sodio para Bandas C

o 0.01 M de NaH2PO4
Se pesan 0.1379 g de este reactivo y se diluyen en 100 ml de agua destilada.
Solucién A: se utilizan 68ml

o 0.01 M de NazHPOa4

Se pesan 0.1419 g de este reactivo y se diluyen en 100 ml de agua destilada.
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Solucién B: se utilizan 100 ml

La solucién A 'y B se diluyen juntas para formar la soluciéon AB. Este buffer puede

ser utilizado un dia a temperatura ambiente.

Se tomaran 48 ml del buffer y 2 ml de Giemsa (Microlab).
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