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RESUMEN

Peromyscus levipes es una especie endémica de México con gran relevancia
ecolégica y cientifica, utilizada como modelo en estudios de ecologia, evolucion y
citogenética debido a su amplia distribucion y variabilidad cariotipica. Los estudios
citogenéticos realizados con el género Peromyscus han sido de gran importancia
para la comprension de la sistemética del género. Se capturo un ejemplar macho
de Peromyscus levipes en San Diego Metepec, Tlaxcala, del cual se describio el
cariotipo convencional y el patron de bandeo cromosomico G, utilizando la técnica
de extraccion de médula 6sea para la obtencion del material celular. El analisis
reveld un cariotipo con un 2n=48 y NF=56, el cariotipo consta de 23 pares
autosémicos que corresponden a un par metacéntrico pequefio, un par
submetacéntrico pequefio, un par subtelocéntrico grande, dos pares
subtelocéntricos medianos, 18 pares telocéntricos entre grandes y pequefios; el
cromosoma sexual X fue subtelocéntrico mediano y el sexual Y fue submetacéntrico
pequefio. El bandeo cromosémico G mostré entre una y 10 bandas oscuras en los
pares autosdmicos, el cromosoma X presento siete bandas oscuras y el cromosoma
Y una Unica banda oscura. EI NF=56 obtenido en el presente estudio coincide con
poblaciones previamente reportadas en Acambay (Ciudad de México), Cola de
Caballo (Nuevo Ledn) y Ocoyucan (Puebla). Al superponer la distribucién de P.
levipes con las provincias biogeograficas propuestas por Morrone (2019), su
distribucion abarca tres provincias biogeogréficas las cuales son: La sierra madre
oriental (SMO), El desierto chihuahuense (DSH) y La faja volcanica Transmexicana
(FVT). La FVT y la SMO son las provincias biogeogréficas con mayor diversidad en
cuanto a numero fundamental de P. levipes, con un rango de NF=56-60, sin
embargo, la FVT concentra tres de los cuatro registros de poblaciones de P. levipes
con un NF=56.



1. INTRODUCCION

Los roedores constituyen el orden de mamiferos mas abundante en el
mundo. Sus caracteristicas les confieren una gran capacidad de adaptacién a
diversos ecosistemas, lo que a su vez les otorga un papel fundamental en el
desarrollo y estabilidad de los mismos (Hernandez-Canchola y Colunga-Salas,
2022). Dentro de este grupo, el género Peromyscus, perteneciente a la familia
Cricetidae, se distribuye ampliamente en América del Norte y América Central,
desde el noroeste de Canada hasta Panama, siendo uno de los principales

representantes de la familia (Chirhart et al., 2005).

Los representantes del género Peromyscus presentan una notable
adaptabilidad a distintos ecosistemas, que incluyen humedales a nivel del mar,
playas, bosques y elevaciones montafiosas de hasta 4300 m.s.n.m (Dewey y
Dawson, 2001). Su corta vida, alta tasa evolutiva, elevada fecundidad, rapido
crecimiento y dieta variada son caracteristicas que resaltan su valor ecoldgico, por
ello, los cambios que afectan a sus poblaciones repercuten directamente en el
funcionamiento y equilibrio de los ecosistemas, lo que permite considerarlos como
bioindicadores de perturbaciones ambientales (Kenney-Hunt et al., 2014; Cobo-
Simon et al., 2019).

La dieta de Peromyscus es principalmente granivora, lo que los convierte en
importantes dispersores de semillas capaces de influir en la demografia de
numerosas especies vegetales (Hulme, 2002; MacSwiney et al., 2012). Ademas,
consumen otras estructuras vegetativas como frutos y hojas; los insectos pueden
ser parte de su dieta (Gentry y Smith, 1968; Morales, 2010). También
desempeiiando un papel clave en la cadena tréfica al ser una fuente de alimento
esencial para diversas especies durante todo el afio, como el tecolote moteado
mexicano y el coyote (Marquez-Olivas, 2002; Bravo-Vinaja et al., 2005; Martinez-
Vazquez et al., 2010).

Las caracteristicas naturales de este género lo convierten en un modelo

excelente para la investigacion cientifica en diversas ramas de la biologia, como la



ecologia, la sistematica, la genética, la evolucion y el comportamiento (Rojas-Rojas
y Barboza-Rodriguez, 2007; Weber y Hoekstra, 2009; Tapia-Ramirez et al., 2012;
Bradley et al., 2015; Ledn-Tapia, 2021; Leon-Tapia et al., 2022). Esto ha permitido
acumular un vasto conocimiento sobre su historia natural (Bedford y Hoekstra,
2015). Su relevancia en la sistematica de los mamiferos ha llevado a compararlo
con Drosophila como organismo modelo (Musser y Carleton, 1993; Dewey y
Dawson, 2001).

Peromyscus es un género complejo, cuyas especies resultan dificiles de
identificar y agrupar (Ramirez-Pulido et al., 2001). Las primeras clasificaciones se
basaron Unicamente en caracteres morfoldgicos, pero con el avance cientifico se
han incorporado nuevos métodos de analisis, entre los que destaca la citogenética.
Esta disciplina estudia la estructura y funcién de los cromosomas mediante diversas
técnicas de bandeo, lo que ha permitido una mejor comprension de la sistematica

del género (Ramirez-Pulido et al., 2001).

Los cromosomas son estructuras donde se empaquetan el material genético,
estos se forman en el ndcleo celular durante la division y alcanzan su maxima
condensacion en la metafase mitética. Estan compuestos por dos cromatidas
hermanas unidas por un centrémero, el cual divide al cromosoma en dos brazos:
uno corto (“p”) y uno largo (“q”); cada cromosoma posee un par homologo (Alberts
et al., 2014). Levan et al., (1964), clasifica los cromosomas segun el tamafio de los

brazos en telocéntricos, subtelocéntricos, submetacéntricos 0 metacéntricos.

El conjunto ordenado de cromosomas de una célula constituye un cariotipo.
Para caracterizarlo se describen el nimero diploide (2n), que corresponde al
namero total de cromosomas; el numero fundamental (NF), que es el total de brazos
cromosomicos p y g de los autosomas, excluyendo el par sexual; y la morfologia de
los cromosomas sexuales. El ordenamiento del cariotipo se realiza agrupando los
pares homologos segun la posicion del centromero y de mayor a menor longitud
(Bueno, 2011).

El desarrollo de técnicas de bandeo cromosOmico, que generan patrones

anicos de regiones claras y oscuras en cada cromosoma, han permitido identificar
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cambios estructurales en los mismos (Greenbaum y Baker, 1978; Alvarez-
Castafieda y Gonzéalez-Ruiz, 2008). El bandeo cromosomico G es una de las
técnicas de bandeo mas utilizado en la citogenética para identificar cambios
estructurales en los cromosomas, con esta técnica se visualiza un patron de bandas
claras y oscuras las cuales ayudan a la identificacion de los cromosomas, ya que
cada uno presenta un patron de bandas especifico (Huang y Chen, 2016). Las
bandas claras son ricas en Guanina y Citosinas, en estas regiones el material
genético se encuentra menos compacto y es en donde se encuentra una mayor
cantidad de genes activos; Las bandas oscuras estan compuestas principalmente
de Adenina y Timina, en estas regiones el material genético se encuentra mas

compacto y presenta un menor niumero de genes activos (Huang y Chen, 2016).

Los cambios estructurales, conocidos como rearreglos cromosoémicos,
pueden ser intracromosOmicas (inversiones, deleciones, anillos, duplicaciones) o
intercromosémicas (translocaciones, translocaciones robertsonianas, cromosomas
di-céntricos; Nikoloff y Ruiz, 2021). En particular, las inversiones pericéntricas han
demostrado tener importancia evolutiva (Committee for the Standardization of
Chromosomes of Peromyscus, 1977; Rogers et al., 1984; Nikoloff y Ruiz, 2021).
Estos rearreglos pueden modificar el numero fundamental (NF) y, al compararse
entre individuos de una misma especie o género, permiten inferir la dinamica

evolutiva del cariotipo (Nirchio y Oliveira, 2014).

La gran diversificacion de especies dentro de Peromyscus se refleja también
en la variacion de sus cariotipos (Alvarez-Castafieda y Gonzalez-Ruiz, 2008), lo que
responde a procesos de diferenciacion cromosémica asociados a la evolucion del
grupo. México alberga aproximadamente 56 especies de este género, con una
elevada densidad y un notable numero de endemismos (Aguilar, 2000; Ramirez-
Pulido et al., 2001). Para comprender mejor esta diversidad, resulta importante

considerar el contexto biogeografico.

La propuesta de Morrone et al. (2002) sobre las 14 provincias biogeogréaficas
de México (Figura 1) ha sido clave para entender la distribucién y diferenciacion de

la biota nacional. Estas provincias fueron delimitadas con base en criterios



faunisticos y floristicos, y representan unidades histéricas con identidad ecolégica 'y

evolutiva propia (Espinosa-Organista et al., 2001; Morrone et al., 2002).

El estado de Tlaxcala se encuentra dentro de la Faja Volcanica
Transmexicana (FVT), una de las 14 provincias biogeograficas propuestas por
Morrone (2019). Esta provincia atraviesa el centro del pais desde Jalisco hasta
Veracruz y se caracteriza por su compleja topografia, diversidad climatica y elevada
heterogeneidad ecoldgica, lo que la convierte en un area de alta riqueza biologica y
endemismo (Espinosa-Organista et al., 2001; Morrone et al., 2002). Ademas, la FVT
funciona como un corredor biogeografico que conecta elementos nearticos y
neotropicales, favoreciendo procesos de diferenciacion genética y especiacion en
diversos grupos de vertebrados, incluidos los roedores (Morrone et al., 2017;
Morrone, 2019).
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Figura 1. Provincias biogeograficas de México (Morrone et al., 2019). 1)
Californiana; 2) Baja California; 3) Sonora; 4) Desierto Chihuahuense; 5)
Tamaulipas; 6) Peninsula de Yucatan; 7) Sierra Madre Occidental; 8) Sierra Madre
Oriental; 9) Faja Volcanica Transmexicana; 10) Cuenca del Balsas; 11) Sierra Madre
del Sur; 12) Tierras bajas del Pacifico; 13) Veracruzana y 14) Tierras Altas de

Chiapas.



1.2 Clasificacion taxonémica de Peromyscus levipes

Reino
Animalia
Phylum
Chordata
Clase
Mammalia
Orden
Rodentia
Familia
Cricetidae
Género
Peromyscus
Especie

P. levipes (Merriam, 1898)



1.3 Descripcion de la especie

Peromyscus levipes (Figura 2), conocido comUnmente como raton de patas
agiles, presenta una morfologia distintiva dentro del grupo boylii, con caracteristicas
que permiten su diferenciacion mediante andlisis craneomeétricos y cariotipicos
(Alvarez-Castafieda y Gonzalez-Ruiz, 2009). La coloracion dorsal varia entre un
beige ocraceo intenso y un tono leonado, con pelos oscuros que en ocasiones
forman una franja negruzca difusa. Los flancos son de color leonado, con una
transicion no abrupta hacia la region ventral. Los anillos orbitales son negruzcos y
se acentuan ligeramente hacia el area canosa entre los 0jos y la base de las orejas.
Las orejas son oscuras, con un borde blanco tenue, y presentan un mechén de pelo
negruzco en la base anterior. La superficie ventral es blanca o blanco cremoso, y
algunos individuos exhiben una mancha pectoral. El pelaje de las articulaciones del
tarso también es blanco. La cola es bicolor: café oscuro en la parte superior y blanca
en la inferior (Alvarez-Castafieda y Gonzalez-Ruiz, 2009). En cuanto a medidas
corporales, la longitud total de P. levipes varia entre 120 y 180 mm, con una longitud
de cola de 91 a 115 mm, longitud de oreja de 19 a 22 mm, y longitud de la pata de
22 a 24 mm. El peso corporal oscila entre 18 y 30 g (Schmidly et al., 1988; Alvarez-
Castaneda y Gonzalez-Ruiz, 2009).



Figura 2. Peromyscus levipes. Tomado de Bolafios (2015).

1.4 Ecologia de la especie

Peromyscus levipes es una especie endémica de México cuya distribucion
abarca principalmente la Sierra Madre Oriental (SMO), parte de la FVT y areas del
Desierto Chihuahuense en las zonas de transicion con estas dos provincias
biogeogréficas. Esta especie habita principalmente en zonas rocosas dentro de
asociaciones de bosque mixto, bosque mesdfilo de montafia, pastizales altos de
zacatdn y vegetacion mixta, lo que refleja su capacidad de adaptacién a distintos
microhébitats en regiones montafiosas (Alvarez-Castafieda y Gonzalez-Ruiz, 2009).
Es una especie nocturna y terrestre, con dieta omnivora basada en semillas, frutos
e insectos, lo que le confiere un papel importante como dispersor de semillas y
regulador de artropodos. Sus densidades poblacionales pueden variar segun el
grado de perturbacion del habitat, alcanzando hasta 39 individuos/hectarea en sitios
conservados (Romero-Almaraz et al., 2004). Podemos considerarla una especie
clave y sensible a la alteracion del habitat, con relevancia ecoldgica en los
ecosistemas en los que se distribuye.



2. ANTECEDENTES

Peromyscus levipes fue descrito por Merriam, 1898. P. levipes se encuentra
dentro del complejo de especies del grupo boylii. Las caracteristicas de su cariotipo
incluyen tres pares birrdmeos grandes, dos pequefios y un polimorfismo

cromosomico presente en los pares tres y seis (Houseal et al., 1987; Smith, 1990).

Uno de los primeros registros del cariotipo de P. levipes (Lee et al., 1972) se
realiz6 a partir de cuatro ejemplares capturados en el estado de Michoacan. Estos
individuos presentaron un 2n=48 y un NF=54. Su cariotipo estaba compuesto por
dos pares birrameos grandes, dos pares birrameos pequefios, 19 pares
acrocéntricos, un cromosoma X subtelocéntrico largo y un cromosoma Y
metacéntrico pequefio. En ese momento, la poblacion estudiada diferia de las
demas especies del grupo boylii por presentar dos pares de cromosomas grandes

birrameos, en lugar de uno o tres.

Otro estudio reviso la variacion cariotipica de Peromyscus boylii en México
(Schmidly y Schroeter, 1974). Ellos describieron cariotipos de P. levipes con un
NF=52 en poblaciones de Oaxaca, Chiapas e Ixmiquilpan (Hidalgo). Las
poblaciones de Rio Galindo (Querétaro) y Michoacan presentaron un NF= 54, como
las descritas por Lee et al. (1972). Un intervalo de NF=58-60 se registré en
poblaciones de Pinal de Amoles (Querétaro), Amealco (Querétaro) y Ciudad Valles
(San Luis Potosi).

En una revision de la distribucién geogréfica de la variacion cariotipica entre
poblaciones del grupo boyli en México, Houseal et al. (1987) presentaron
inferencias taxondmicas basadas en datos cariotipicos, distribucién geografica y
habitats generales. Retomaron las descripciones previas de P. levipes (Lee et al.,
1972; Schmidly y Schroeter, 1974) y concluyeron que el rango del numero
fundamental de la especie segun la literatura era NF=52—60. Realizaron colectas en
las mismas localidades registradas por los autores anteriores y en otras nuevas,
como Las Abritas (San Luis Potosi, NF=58), El Lobo (Querétaro, NF=58), Santa Inés
(Querétaro, NF=58), Mexquititlan (Querétaro, NF=60), Tranca (Hidalgo, NF = 58),



Zacualtipan (Hidalgo, NF=58-60), Zimapan (Hidalgo, NF=52), Jonacapa (Hidalgo,
NF=52), Mineral del Monte (Hidalgo, NF=58), El Susto (Hidalgo, NF=58),
Huauchinango (Puebla, NF=52-53), Chignahuapan (Puebla, NF=52-54 y 58), Cerro
La Malinche (Tlaxcala, localidad tipo, NF=58), México—Querétaro (NF= 60), Volcan
de Colima (Jalisco, NF=68), Los Azufres (Michoacan, NF=56), Patzcuaro
(Michoacan, NF=56), Dos Aguas (Michoacan, NF=65-68), Filo de Caballo
(Guerrero, NF=49-54), Llano de las Flores (Oaxaca, NF=48-54) y Juquila (Oaxaca,
NF=49-51). Los autores sugirieron que las poblaciones con un rango fijo de NF=52
pertenecen a P. b. boylii y P. b. rowleyi, y no a P. levipes. Asimismo, propusieron
que las poblaciones de Michoacan descritas por Lee et al. (1972) con NF=54,
identificadas como P. levipes, en realidad corresponden a otra especie no
identificada en ese trabajo, hipétesis sustentada con comparaciones
aloenziméticas. Determinaron que las poblaciones con NF=48-54 pertenecen a P.
beatae. Por su parte, P. levipes fue clasificado en el grupo Ill, con un rango NF=56—
60 y con una fijacion en NF=58-60. No se encontraron diferencias en las
comparaciones aloenzimaticas y morfologicas entre las poblaciones con esos NF,
ademas la localidad tipo (Cerro La Malinche, Tlaxcala) respalda la restriccion del
nombre P. levipes a las poblaciones dentro de este rango. Estos cariotipos se
caracterizan por contar con tres pares autosémicos birrameos grandes, uno de
tamafio mediano y dos pequefios. Con base en ello, concluyeron que el taxén P.
levipes incluiria poblaciones de Querétaro (El Lobo, Santa Inés, Pinal de Amoles,
Amealco y Mexquititlan), Hidalgo (Tranca, Zacualtipan, Jonacapa, Mineral del Monte
y El Susto), Tlaxcala (La Malinche), norte de Puebla (Chignahuapan) y Veracruz

(Xalapa).

Smith (1990), realizé un andlisis cladistico de las especies del grupo boylii.
En él revisé cariotipos de poblaciones de P. levipes en Molango (Hidalgo), Cola de
Caballo (Nuevo Ledn), Teacalco (Tlaxcala) y Amealco (Querétaro), describiendo un
rango de NF = 56-60.

Bradley et al. (2004) describieron individuos con NF=54-56 mediante

secuenciacion del gen mitocondrial citocromo-b y datos cariotipicos, proponiendo

10



una nueva especie denominada P. schmidlyi. También discutieron las relaciones
filogenéticas del grupo boylii a partir de material de colecciones cientificas. P.
levipes presenté un NF=56 en Acambay (Ciudad de México), NF=58—-60 en Amealco
(Querétaro), NF=58-60 en Teacalco (Tlaxcala) y NF=56—-60 en Cola de Caballo

(Nuevo Leon).

Finalmente, Romero (2024) describi6 una poblacion de P. levipes en
Santiago Coltzingo, Ocoyucan (Puebla). Esta poblacion presenté un 2n=48 y un
NF=56, con un cariotipo compuesto por un par metacéntrico pequefio, un par
submetacéntrico pequefio, dos pares subtelocéntricos grandes, un par
subtelocéntrico mediano y 18 pares telocéntricos de diferentes tamafios. El
cromosoma X fue submetacéntrico grande, mientras que el Y correspondié a

submetacéntrico pequefio.
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3. JUSTIFICACION

El género Peromyscus constituye un grupo excepcional para la investigacion
cientifica debido a su amplia diversidad, adaptabilidad ecoldgica y relevancia en la
estabilidad de los ecosistemas donde habita. Dentro de este género, los estudios
citogenéticos han demostrado ser una herramienta fundamental no solo para su
clasificacion sistematica, sino también para comprender los procesos de

diferenciacion y dinamica evolutiva que lo caracterizan.

El andlisis citogenético de distintas poblaciones de Peromyscus levipes
adquiere especial importancia, ya que permite identificar y comparar la variabilidad
cariotipica existente entre ellas. Esta informacion puede resultar esencial para
esclarecer relaciones evolutivas, delimitar taxones de manera mas precisa y aportar

evidencia sélida a los estudios de sistematica y biogeografia del grupo.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Describir el cariotipo de Peromyscus levipes de San Diego Metepec,

Tlaxcala.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener la morfologia de los autosomas y del par sexual de Peromyscus
levipes de San Diego Metepec, Tlaxcala.

Obtener el numero diploide y fundamental de Peromyscus levipes de San
Diego Metepec, Tlaxcala.

Obtener el patron de bandeo cromosomico G de Peromyscus levipes de San
Diego Metepec, Tlaxcala.

Comparacion cromosémica del cariotipo de Peromyscus levipes de San
Diego Metepec, Tlaxcala con trabajos cariotipicos previos de la misma

especie.
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5. AREA DE ESTUDIO

El municipio de Tlaxcala tiene una extension territorial aproximada de 52.5
km?, lo que representa el 1.3 % de la superficie total del estado y esta conformado
por 17 localidades (INEGI, 2010). Presenta un clima templado subhimedo con
lluvias en verano, una temperatura promedio anual de 16.9 °C y una precipitacion
media anual de 885.6 mm. La vegetacion predominante corresponde a bosque de
coniferas y pastizales (INEGI, 2010). En cuanto a su geologia, predomina la roca
ignea extrusiva (73.50 %), mientras que los tipos de suelo mas representativos son
Cambisol (84.95 %) y Leptosol (13.93 %; INEGI, 2010).

San Diego Metepec es una localidad perteneciente al municipio de Tlaxcala,
ubicada en la zona centro-sur del estado (Figura 3). Las coordenadas geograficas
del municipio son 19° 19' 00" de latitud norte y 98° 14’ 16" de longitud oeste, con una
altitud media de 2228 m s. n. m. (INEGI, 2005). Limita al norte con los municipios
de Totolac, Xaltocan, Amaxac de Guerrero y Apetatitlan de Antonio Carvajal; al este
con Apetatitlan de Antonio Carvajal, Chiautempan, La Magdalena Tlaltelulco y Santa
Isabel Xiloxoxtla; al sur con Santa Isabel Xiloxoxtla, Tepeyanco, San Jerénimo
Zacualpan, Tetlatlahuca y San Damian Texoloc; y al oeste con San Damian Texoloc,
Panotla y Totolac (INEGI, 2005).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta de ejemplares

La colecta de ejemplares se realizd en el municipio de San Diego Metepec,
Tlaxcala, durante febrero de 2020. Para ello, se colocaron 30 trampas tipo Sherman,
cada una cebada con una mezcla de hojuelas de avena y saborizante de vainilla.
Las trampas fueron instaladas poco antes de anochecer, en horario vespertino,
siguiendo un transecto con una separacion de 10 metros entre cada unidad, y se

retiraron al amanecer del dia siguiente.

Tras verificar la captura del organismo, se procedi6 al registro de los datos
del sitio de muestreo, incluyendo localidad, coordenadas geogréficas, altitud y fecha
de colecta. Se logré la captura de un individuo macho, el cual fue trasladado vivo al
Laboratorio de Mastozoologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP) para su procesamiento.

6.2 Tratamiento

El material celular fue obtenido mediante la técnica de extraccion de médula
Osea propuesta por Lee (1969) y posteriormente refinada por Baker y Qumsiyeh
(1988).

Una vez en el laboratorio, se procedié a la caracterizacion sexual del
organismo, el cual fue pesado utilizando un dinamémetro de la marca Pesola.
Posteriormente, se le administré una inyeccion intraperitoneal de colchicina, en una
dosis de 0.1 ml por cada 10 gramos de peso y se dejo actuar durante 30 minutos.
Esta solucién tiene como finalidad inhibir el huso mitético y obtener células en

metafase.

Transcurrido el tiempo, el organismo fue sacrificado mediante dislocacion

cervical. Se tomaron las medidas morfométricas convencionales en milimetros:
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longitud total del cuerpo, longitud de la cola vertebral, longitud de la pata trasera y
longitud de la oreja. Inmediatamente después, y sin exceder los cinco minutos
posteriores al sacrificio, se extrajeron los fémures y las tibias. A estos se les retird

el tejido muscular y se cortaron las epifisis en el extremo proximal con tijeras.

La médula ésea fue extraida introduciendo la punta de una aguja de una
jeringa con solucion hipoténica de KCI 0.075 M en la cavidad medular, inyectando
cuidadosamente para liberar el contenido en un tubo de centrifuga de 15 ml que
contenia 7 ml de la misma solucion. Esta solucion hipotonica permite la entrada de
agua a las células, provocando su hinchamiento y el aumento del volumen

citoplasmatico, lo que facilita que los cromosomas permanezcan en suspension.

La muestra fue incubada a 37 °C durante 40 minutos. Posteriormente, se
centrifugo a 800 rpm durante 8 minutos en una centrifuga de la marca Sorvat. Una
vez finalizado el proceso, se extrajo el sobrenadante con una pipeta Pasteur y la
muestra se resuspendio en fijador Carnoy (metanol-acido acético en proporcion
3:1), preparado con 30 minutos de anticipacion. El fijador fue aplicado
cuidadosamente por las paredes internas del tubo, evitando el contacto directo con

el paquete celular. Finalmente, las muestras fueron refrigeradas.

El organismo colectado fue sometido a taxidermia cientifica, registrado en la
base de datos correspondiente y depositado en la coleccion de mamiferos de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP).

6.3 Elaboracion de laminillas

La elaboracion de las laminillas se realizd siguiendo la técnica descrita por
Baker et al. (1982) y Baker y Qumsiyeh (1988).

En primer lugar, los portaobjetos fueron lavados cuidadosamente,
asegurando que presentaran una capa homogénea de agua al observarlos.
Posteriormente, se colocaron en un frasco con alcohol al 96 %, previamente

refrigerado. La muestra se retiré de la refrigeraciéon y se centrifugé a 800 rpm durante
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8 minutos. Mientras tanto, se preparo la solucion fijadora de Carnoy, ya que debe

utilizarse fresca.

Una vez centrifugada la muestra, se elimind el sobrenadante y el sedimento
celular se resuspendié cuidadosamente en la solucion fijadora de Carnoy recién
preparada. Con una pipeta Pasteur se tomaron tres gotas de la suspension y se
dejaron caer sobre portaobjetos inclinados a 45°, desde una altura aproximada de
tres metros. Esta técnica permite la ruptura de las membranas celulares por
impacto, generando campos mitéticos con cromosomas bien separados.
Inmediatamente después, se aplicd calor con un cerillo, el cual se agitd para
apagarlo, y el material celular se extendié con aire comprimido. Finalmente, las

laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente.

Cada laminilla fue etiquetada con la fecha de elaboracion, nimero de laminilla

y los datos del organismo correspondiente.

El proceso de tincion se llevdé a cabo en un vaso Coplin, utilizando una
solucién de Giemsa compuesta por 48 ml de agua, 2 ml de buffer de fosfatos y 1 ml
de colorante. Las laminillas se sumergieron durante 8 minutos, se enjuagaron con
agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas, las
laminillas se observaron al microscopio con los objetivos de 10X y 40X para
seleccionar los campos mitoticos con cromosomas bien definidos y claramente
separados; posteriormente, estos campos fueron analizados y fotografiados

utilizando el objetivo de 100X.

6.4 Construccion del cariotipo

Los campos cromosomicos seleccionados fueron fotografiados con una
camara marca Jenotik integrada a un microscopio 6ptico marca Leica DM1000 LED.
Las imagenes obtenidas se retocaron en el programa de edicion Photopea, con el
objetivo de resaltar los cromosomas sin alterar su morfologia. Posteriormente, las
imagenes fueron impresas en papel fotografico y cada cromosoma fue recortado

cuidadosamente, procurando no dafiar su estructura. Los cromosomas se
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emparejaron con sus homaologos considerando el tamarfio de los brazos y la posicion

del centrémero, con lo cual se construyo el cariotipo de los organismos.

Se midieron los brazos cortos (p) y largos (q) de 10 cariotipos utilizando el
programa ImageJ. A partir de estas mediciones se calculd la longitud promedio de
los brazos p y q de cada par cromosémico. La clasificacion se realizé siguiendo los
criterios de Levan et al. (1964), mediante el célculo del indice centromérico con la

siguiente formula:

IC =——=%100

p+q

Donde:
IC= indice centromérico
p= Longitud del brazo corto

g= Longitud del brazo largo

El armado final del cariotipo se efectu6 ordenando cada par cromosémico de
acuerdo con la posicién del centromero y de mayor a menor longitud. EI nimero
cromosomico (2n) se determiné contando el total de cromosomas, mientras que el
namero fundamental (NF) se establecio contabilizando el numero total de brazos
cromosomicos, excluyendo el par sexual. Finalmente, se elabor6 un ideograma del

cariotipo para su representacion gréfica.

6.5 Bandeo cromosdmico G

El bandeo cromosomico G se realizd siguiendo la técnica descrita por
Grouchy y Turleau (1977) y Paton y Baker (1978). Para este procedimiento, las
laminillas se dejaron envejecer entre 5 y 7 dias. Posteriormente, se colocaron en
una estufa de secado durante 16 horas a 65 °C, con el propdsito de endurecer los

cromosomas y obtener patrones de bandeo mas definidos.
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Una vez retiradas de la estufa y enfriadas a temperatura ambiente, las
laminillas se trataron con tripsina al 0.025 % durante 3 minutos. Concluido este
tiempo, se enjuagaron en solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS),
sumergiéndolas y retirandolas rapidamente 10 veces en cada uno de dos vasos
Coplin. A continuacion, se colocaron en un vaso Coplin con buffer preparado para
tincion Wright (buffer Sorensen con pH 6.8 y colorante Wright) durante 3 minutos.
Sin enjuague intermedio, se transfirieron a otro vaso Coplin que contenia buffer para
tincion Giemsa (buffer Sorensen con pH 6.8 y colorante Giemsa) durante 6 minutos.
Finalmente, se enjuagaron una sola vez en agua destilada, se dejaron secar a
temperatura ambiente y fueron observadas al microscopio 6ptico marca (), utilizando
los objetivos de 10X, 40X y 100X.

Aquellos campos con un bandeo bien definido fueron seleccionados y

fotografiados con el objetivo de 100X.

6.6 Regionalizacion biogeografica-cariotipica de P. levipes

La regionalizacion de Peromyscus levipes se realizd superponiendo los
registros de numero fundamental (NF) de las poblaciones mencionados en el
apartado de antecedentes y el descrito en el presente estudio con el esquema de
provincias biogeograficas propuesto por Morrone (2019). Este autor plantea que
México constituye una zona de transicion biogeografica, donde convergen
elementos nearticos y neotropicales, y que puede dividirse en 14 provincias
distribuidas en tres grandes regiones: Neartica, Neotropical y la Zona de Transicién
Mexicana. Esta ultima incluye areas como la FVT, la SMO y el DCH, regiones que
coinciden con la distribucién conocida de P. levipes y que permiten contextualizar la

variacion cariotipica de la especie dentro de un marco biogeografico mas amplio.
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7. RESULTADOS

7.1 Cariotipo convencional

Se capturo un ejemplar macho de Peromyscus levipes en San Diego
Metepec, Tlaxcala. A partir de las muestras obtenidas se elaboraron 16 laminillas,
en las cuales se localizaron 639 campos cromosomicos en metafase. De estos, se
seleccionaron los mejores para la construccion del cariotipo convencional y para la

aplicacion de la técnica de bandeo cromosémico G.

Los analisis revelaron que P. levipes en San Diego Metepec, Tlaxcala,
presenta un numero diploide de 2n=48 y un namero fundamental de NF=56. Su
cariotipo esta conformado por 23 pares (Figura 4 y 5) autosémicos y un par sexual.
Se construyeron 10 cariotipos convencionales de P. levipes, todos ellos
provenientes de metafases obtenidas del mismo individuo. Cada cariotipo esta

compuesto por:

. 1 par metacéntrico pequefio.

. 1 par submetacéntrico pequefio.

. 1 par subtelocéntrico grande.

. 2 pares subtelocéntricos medianos.

. 18 pares telocéntricos, de tamafios que van de grandes a pequefios.

En cuanto a los cromosomas sexuales, el cromosoma X corresponde a
subtelocéntrico mediano, mientras que el cromosoma Y fue submetacéntrico

pequefo.
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Figura 4. Cariotipo convencional de macho de Peromyscus levipes de San Diego

Metepec, Tlaxcala.
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de San Diego Metepec, Tlaxcala.
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En la Tabla 1 se presentan las longitudes relativas de los cromosomas y su

clasificacion de acuerdo con los criterios propuestos por Levan et al. (1964).

Tabla 1. Longitudes promedio y clasificacion de los cromosomas de Peromyscus

levipes en San Diego Metepec Tlaxcala. LPp: Longitud promedio del brazo corto,

DSp: Desviacion estandar del brazo corto, LPq: Longitud promedio del brazo largo,

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

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

centromeérico.

Par DS Clasificacion
cromosémico LRp | DSp | LRq | DSq | LR p+q p+q Ic Levan et al. (1964)
1 0.21 | 0.02 | 0.23 | 0.02 0.44 0.05 (47.77 m
2 0.17 | 0.1 [0.44 | 0.27 0.62 0.37 |28.71 sm
3 0.32 | 0.05 | 1.5 | 0.32 1.82 0.34 (17.67 st
4 0.26 | 0.08 | 1.08 | 0.22 1.34 0.25 |19.54 st
5 0.19 | 0.04 | 0.86 | 0.27 1.06 0.3 |18.43 st
6 1.29 ] 0.21 t
7 1.11 | 0.14 t
8 1.03 | 0.14 t
9 0.94 | 0.13 t
10 0.88 | 0.13 t
11 0.78 | 0.08 t
12 0.74 | 0.08 t
13 0.68 | 0.05 t
14 0.65 | 0.05 t
15 0.62 | 0.07 t
16 0.58 | 0.06 t
17 0.53 | 0.06 t
18 0.52 | 0.06 t
19 0.49 | 0.06 t
20 0.46 | 0.05 t
21 0.43 | 0.04 t
22 0.4 | 0.06 t
23 0.33| 0.05 t
X 0.2 | 0.03 |0.82]0.18 1.02 0.2 |19.46 st
Y 0.08 | 0.02 | 0.2 | 0.03 | 0.281 0.05 |28.16 sm
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7.2 Bandeo cromosdmico G

Se analizaron mediante bandeo cromosémico G 10 cariotipos de P. levipes,
todos ellos provenientes de metafases obtenidas del mismo individuo. En los
autosomas birrameos se observaron entre dos y 10 bandas oscuras, mientras que
en los autosomas monorrdmeos se visualizaron entre una y 10 bandas oscuras
(Figura 6 y 7). El cromosoma X presenté siete bandas oscuras y el cromosoma Y

mostré una sola banda oscura.
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Figura 6. Bandeo cromosomico G de macho de Peromyscus levipes de San Diego

Metepec, Tlaxcala.
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7.3 Regionalizacion biogeografica-cariotipica de P. levipes.

En la tabla 2 se muestran los registros cariotipicos de P. levipes, incluyendo

el descrito en el presente estudio.

Tabla 2. Comparacién cromosoémica entre poblaciones de Peromyscus levipes.

N° de Pares de | N° de Pares
Localidad 2n NF autosomas |de Autosomas| X Y Autores
birrameos monorrameos

Pinal de Schmidly

amoles 48 58 6 17 st | sm | y Schroeter
(Querétaro) (1974)

Amealco Schmidly
(Querétaro) 48 |59, 60 7 16 st | sm | y Schroeter

(1974)
Ciudad valles Schmidly
(San Luis 48 60 7 16 st | sm | y Schroeter

Potosi) (1974)

Las Abritas Houseal et al
(San Luis 48 58 6 17 sm | sm '
(1987)

Potosi)

El Lobo Houseal et al.
(Querétaro) 48 58 6 1 sm | sm (1987)
Santa Inés Houseal et al.
(Querétaro) 48 58 6 o st | sm (1987)
Mexquititlan Houseal et al.
(Querétaro) 48 60 ! 16 sm | sm (1987)

Tranca Houseal et al.

(Hidalgo) 48 58 6 17 sm | sm (1987)
Zacualtipan Houseal et al.
(Hidalgo) 48 | 58,60 6-7 16-17 sm | sm (1987)
Jonacapa Houseal et al.
(Hidalgo) 48 60 7 16 sm | sm (1987)
Mineral del Houseal et al
Monte 48 58 6 17 sm | sm (1987) '
(Hidalgo)
El Susto Houseal et al.
(Hidalgo) 48 58 6 17 sm | sm (1987)
Cerro la Houseal et al
Malinche 48 58 6 17 sm | sm '
(1987)
(Tlaxcala)
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Chignahuapan Houseal et al.
(Puebla) 48 58 6 17 sm | sm (1987)
Xalapa Houseal et al.
(Veracruz) 48 60 ! 16 sm | sm (1987)
Acambay
(Ciudadde | 48 | 56 5 18 Bradley et al.
o (2004)
México)
Teacalco Bradley et al.
(Tlaxcala) 48 | 58-60 6-7 16-17 (2004)
Colade
Caballo | 48 |20 567 16-17-18 Bradiey et al
. 58, 60 (2004)
(Nuevo Lebn)

Ocoyucan Romero
(Puebla) 48 56 5 18 sm | sm (2024)
San Diego Presente
Metepec 48 56 5 18 st | sm .

estudio
(Tlaxcala)

Superponiendo la informacién de la tabla 1 con el mapa de las regiones

biogeograficas propuesto por Morrone (2019) se observa P. levipes se distribuye en

las provincias biogeograficas la SMO, el DCHy la FVT.
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Figura 7. Distribucion geogréfica de los registros de numero fundamental (NF) de
Peromyscus levipes en México, representados dentro de las provincias

biogeogréficas definidas por Morrone (2019).
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8. DISCUSION

El analisis citogenético de Peromyscus levipes en San Diego Metepec,
Tlaxcala, revelo un cariotipo con 2n=48 y NF=56. Este resultado se encuentra dentro
del rango de variacion descrito para la especie, que va de NF=56-60 (Houseal et al.,
1987; Smith, 1990; Bradley et al., 2004), y coincide con lo reportado en poblaciones
de Acambay (Ciudad de México), Cola de Caballo (Nuevo Ledn) y Ocoyucan
(Puebla) (Bradley et al., 2004; Romero, 2024). El cariotipo con mayor numero de

registros en el area de distribucién de la especie es el NF=58 (Tabla 2; Figura 8).

La distribucion de P. levipes abarca tres provincias biogeograficas
principales: la Sierra Madre Oriental (SMO), el Desierto Chihuahuense (DCH) y la
Faja Volcanica Transmexicana (FVT; Morrone, 2019). La SMO se caracteriza por
su relieve montafioso, con bosques templados y mesdéfilos, y un clima himedo que
favorece la continuidad de habitats, estas caracteristicas mantienen mas
conectadas a las poblaciones, lo que podria reducir la probabilidad de generar una
diferenciacion cariotipica (Espinosa-Organista et al., 2001). El DCH, en contraste,
presenta condiciones aridas y extremas, con vegetacion xerofila y ambientes
relativamente homogéneos, lo que limita la diversidad de microhabitats, estas
caracteristicas podrian llegar a limitar el tamafio poblacional y la diversidad genética
(Ramirez-Pulido et al., 2001). La FVT, caracterizada por su compleja topografia
conformada por sierras, valles y volcanes, junto con su heterogeneidad climatica y
ecoldgica, probablemente ha favorecido procesos de aislamiento poblacional y
diferenciacion cromosomica, lo que explicaria la coexistencia de poblaciones con
distintos numeros fundamentales dentro de un rango relativamente estrecho
(Espinosa-Organista et al., 2001; Morrone, 2019). En la Figura 8 se puede apreciar
que en la FVT se concentran los cariotipos con NF= 56, 58 y 60 en un area
relativamente reducida tanto latitudinal como longitudinalmente. A pesar de que en
la DCH se presentan los NF= 58,59 y 60 y en la SMO los NF=56, 58 y 60 estos se
encuentran de una manera menos agrupada. Los datos mas agrupados del NF=58
entre la DHC y la SMO presentan una distribucion latitudinal relativamente corta,

pero una distancia longitudinal mas amplia, mientras que los NF=60 ademas de
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presentar un niumero menor de registros se encuentran en areas mas reducidas. El
hecho de que en la FVT se hayan registrado los NF=56, 58 y 60 y que tres de los
cuatro registros conocidos de NF=56 estén dentro de esta region, coincide y
refuerza estudios biogeograficos que la sefialan como un area de alta riqueza
biologica y endemismo, resultado de complejos procesos geoldgicos y evolutivos
(Morrone, 2019; Escalante et al., 2024). En cola de caballo, Nuevo Ledn, se han
registrado los NF=56, 58 Y 60, esto puede deberse a caracteristicas propias de la
zona en donde se encontraron estas poblaciones, ya que el NF=56 de esa localidad
es el unico registro para toda la SMO, y a una distancia aproximada de 827 km de

los registros de la FVT.

La comparacion de los cromosomas sexuales obtenidos en este estudio con
los descritos en estudios previos (Schmidly y Schroeter,1974; Houseal et al., 1987;
Romero, 2024) muestran una estabilidad en la morfologia del cromosoma Y,
mientras que el cromosoma X presenta una variacion entre submetacéntrico y
subtelocéntrico. Esta variacion puede deberse a rearreglos estructurales, ya que el
cromosoma X suele seguir siempre una trayectoria hacia la especializacién mientras
que el cromosoma Y suele mantener su morfologia y raras veces se ve modificado

por rearreglos cromosémicos (Wei y Barbash, 2015).

El bandeo cromosomico G permitié observar el patrén de bandas claras y
oscuras dando como resultado entre dos y 10 bandas oscuras en los autosomas
birrameos, entre una y 10 bandas oscuras en autosomas monorrameos, asi como
siete bandas en el cromosoma X y una sola banda oscura en el cromosoma Y. Estos
patrones difieren a los reportados por Romero (2024) ya que reporta de dos a 12
bandas en cromosomas autosémicos para Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Esta
diferencia en el nimero de bandas puede deberse a rearreglos estructurales como
deleciones, traslocaciones, inversiones o duplicaciones, sin embargo, es necesario
realizar técnicas citogenéticas mas avanzadas para la deteccidbn de estos
rearreglos, como puede ser la prueba FISH (Fluorescence In Situ Hybridization),
esta prueba ha sido utilizada para identificar rearreglos y variaciones estructurales

en los cromosomas, también es una gran herramienta para realizar un mapeo
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comparativo entre especies (Dawson et al. 1999). En el analisis de variabilidad
cromosomica, la citogenética clasica constituye una herramienta fundamental para

la identificacion de poblaciones con potencial interés evolutivo.
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9. CONCLUSION

El presente estudio aporta nueva evidencia citogenética sobre Peromyscus
levipes en San Diego Metepec, Tlaxcala, registrando un nimero diploide de 2n=48
y un numero fundamental de NF=56. Este valor se encuentra dentro del rango
restringido de NF=56-60 descrito para la especie, y coincide con poblaciones
previamente documentadas en Acambay (Ciudad de México), Cola de Caballo

(Nuevo Ledn) y Ocoyucan (Puebla) (Bradley et al. 2004; Romero, 2024).

El analisis de bandeo cromosomico G permitié identificar patrones entre dos
y 10 bandas oscuras en autosomas birrameos, entre una y 10 en autosomas
monorrameos, asi como, siete bandas en el cromosoma X y una en el cromosoma
Y.

En conjunto, los hallazgos de este trabajo no solo amplian el conocimiento
sobre la variacion cariotipica de P. levipes en la FVT, sino que también destacan la
importancia de integrar enfoques citogenéticos, biogeogréficos y evolutivos para
comprender la dinamica de diversificacion del grupo boylii. Estos resultados
constituyen una base soélida para futuros estudios que incorporen analisis
moleculares y comparativos a mayor escala, con el fin de delimitar con mayor

precision los limites taxondmicos y evolutivos de la especie.
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11. ANEXO

Solucioén hipotdnica (0.075 M KClI)

Se peso 0.56 g de KClI, afordndolo en 100 ml de agua destilada.

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

Proporcion 3:1

Metanol 15 mly acido acético 5 ml.

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

Tincion Giemsa convencional

Se preparo en un vaso Coplin 47 ml de agua destilada, 2 ml Giemsa (MICROLAB)
y 1 ml de soluciéon AB (amortiguadora).

* Solucién amortiguadora

10M NaH2P04 (Solucion A o fosfato monosadico).

Se peso 0.69 g y se diluyo en 50 ml de agua destilada, del cual se utilizaron 15 ml.
10M Na2P04 (Solucion B o fosfato sodico).

Se peso 0.71 g y se diluyeron en 50 ml de agua destilada, del cual se utiliza 10 ml.

De la solucién A se tomaron 15 mly de la solucién B se tomaron 10 ml, se aforo. Se

puede mantener en refrigeracion (4°C) hasta que no se observe contaminada.
Tincion Giemsa 2% para bandas cromosomicas G

Se preparo un vaso con solucién Tripsina, dos vasos Coplin con solucién PBS, un
vaso Coplin con tincion Wright, un vaso Coplin con tincién Giemsa 2% y un vaso

con agua destilada.
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* Tincion Giemsa 2%

6 ml de solucion stock.

44 ml de solucién buffer de Sorensen (pH 6.8).

* Tincién Wright

12 ml de solucién stock.

36 ml de buffer de Sorensen (pH6.8).

* Buffer de Sorensen para bandas cromosémicas G

Se peso 3.315 g de fosfato de potasio monobasico (KH2P04).
Se peso 1.28 g de fosfato disédico (Na2HP04).

Se disolvié en 400 ml de agua destilada, aforar a 500ml.
* Solucién stock de tripsina

Se peso 0.05 g de Tripsina Difco (1:250) y se diluye en 50 ml de buffer de fosfato
salino (PBS).

* Dilucion de Tripsina (0.25%)

Se diluyeron 10 ml de solucién stock de Tripsina con 30 ml de PBS (Se debe

mantener en refrigeracion a 4°C)
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