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No controlamos casi nada.
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Isabel Allende

Reithrodontomys megalotis



DEDICATORIA

Con amor a mis padres José Lucio Monterrosas Ortiz (Q.E.P.D.) y Elizabeth Martinez
Guzman.

Con amor y carifio para mis amigos y colegas, Giovanna Pérez, Aislin Carmona, Nelly
Martinez, Xquenda Hirondelle, Jimena Ruiz, Linda Garcia, Elias Mendoza, Daniel
Evangelista, Majo Flores y Eduardo Ortiz, quienes fueron mis compaferos de aventuras
y que me apoyaron en todo momento para no desistir de mi gran suefio de ser Bidlogo.

A Jenny Monterrosas, Antonio Monterrosas, Elvira Zavala, Marco Antonio Laugier,
Gloria Ortiz, Elvia Diaz, Abraham Martinez, Teresa Covarrubias, Alejandra Vallarte,
Liliana Hernandez, Jesus Vidal y Benita, quienes en algun momento de mi vida me han
dado lecciones y me han dejado grandes aprendizajes, apoyandome en momentos
complicados.

Gracias por la confianza de compartirme su manera de ver la vida, de brindar su amor y
conocimiento.



AGRADECIMIENTOS
Ala M. en C. Rosa Maria Gonzalez Monroy, por darme la oportunidad y confianza de
pertenecer al Laboratorio de Mastozoologia, por todos sus conocimientos transmitidos,
no dejar de creer en mi y brindarme apoyo incondicional en la elaboracién de esta tesis.
Al Dr. Jesus Martinez Vazquez por sus observaciones en la revision de esta tesis, los
conocimientos transmitidos y el apoyo incondicional, brindado durante mi estancia en el

Laboratorio de Mastozoologia.

A la Bidloga Judith Méndez por todos sus conocimientos transmitidos, sus
asesoramientos, su confianza y ese gran apoyo incondicional que me brindo.

A la Dra. Laura Torres Morales por sus observaciones en la revision de esta tesis.

A mis amigos Bidlogos Nayeli Martinez y Esteban Gonzalez por el apoyo brindado en la
parte experimental.

A la Bidloga Laura Alejandra Salazar por el apoyo brindado en la parte del muestreo.

Al Dr. Jests Angel Tapia Lopez por su apoyo durante la carrera.



iNDICE

iNDICE DE FIGURAS 6
INDICE DE TABLAS 7
RESUMEN 8
1. INTRODUCCION 1
1.1 Importancia de la division celular por mitosis 4

1.4 Técnicas en citogenética 12

1.6 Variaciones cromosémicas 14

1.8 Clasificacion taxonomica de la especie en estudio, segun Ramirez-Pulido et al., 2014. 16

2.1 Distribucién 18
2.2 Habitat 19
2.3 Estado de conservacion 20

3. ANTECEDENTES 21
4. JUSTIFICACION 24
5. HIPOTESIS 25
6. OBJETIVO 26
6.1 Objetivo general 26
6.2 Objetivos especificos 26

7. METODOLOGIA 27
7.1 Area de estudio 27
7.1.2 Geologia y Edafologia 28

7.1.4 Flora 29

7.1.5 Clima 29

7.2 Trabajo de campo 29
7.3 Trabajo de laboratorio 31
7.3.1 Extraccién de médula 6sea 31

7.3.2 Obtencién de material cromosémico 31

7.3.4 Elaboracion del cariotipo e ideograma 33

8. RESULTADOS 35
8.1 Descripcién cromosdmica 35
8.2 Clasificacion cromosdmica 38
8.3 Ideograma de Reithrodontomys megalotis 40

9. DISCUSION 41
10. CONCLUSIONES 44
11. RECOMENDACIONES 45
12. BIBLIOGRAFIA 46

APENDICE 55



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacién de los niveles de organizacién de cromatina en un
cromosoma.

Figura 2 Representacién del ciclo celular, mostrando la interfase; G1, Sy G2y
fase M; mitosis y citocinesis.

Figura 3 Unidn de los microtubulos al cinetocoro.

Figura 4 Morfologia del cromosoma.

Figura 5 Clasificacién de los cromosomas segun la posicion del centromero.
Figura 6 Regiones de eucromatina, por bandeo G en Reithrodontomys
megalotis.

Figura 7 Regiones de heterocromatina, por bandeo C en Reithrodontomys
megalotis.

Figura 8 Reithrodontomys megalotis.

Figura 9 Distribucion de Reithrodontomys megalotis.

Figura 10 San Diego Metepec, Tlaxcala.

Figura 11 Area de muestreo en San Diego Metepec, Tlaxcala.

Figura 12 Campo mitético de Reithrodontomys megalotis (macho) de San Diego
Metepec, Tlaxcala.

Figura 13 Cariotipo convencional de Reithrodontomys megalotis macho de San
Diego Metepec, Tlaxcala.

Figura 14 |deograma de Reithrodontomys megalotis macho de San Diego
Metepec, Tlaxcala.



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1 Nomenclatura de los cromosomas basandose en la posicion del
centromero.

Tabla 2 Clasificacion cromosomica de Reithrodontomys megalotis de San Diego
Metepec Tlaxcala.



RESUMEN

La citogenética es la ciencia que se dedica a estudiar el material hereditario organizado
y es de gran importancia para describir y detectar posibles cambios en la morfologia de
los cromosomas. A lo largo del tiempo, los cromosomas van adquiriendo una
complejidad que va de la mano con la evolucion de las especies. El objetivo del
presente estudio fue realizar el cariotipo de Reithrodontomys megalotis de San Diego
Metepec, Tlaxcala y compararlo con otros cariotipos. La metodologia consistio en la
colecta de dos ejemplares de Reithrodontomys megalotis para realizar la técnica de
extraccion de médula 6sea, utilizando como inhibidor mitotico colchicina. Se obtuvieron
72 campos mitoticos y se seleccionaron los mejores para realizar el cariotipo y el
ideograma. Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec, Tlaxcala presenté un
2n=44 y un NF=84 presentando 21 pares de cromosomas birrameos, con una
morfologia de 15 pares metacéntricos (m), dos pares submetacéntricos (sm) y cuatro
pares subtelocéntricos (st). EI cromosoma sexual X fue submetacéntrico (sm) y el
cromosoma sexual Y fue subtelocéntrico (st). Al compararlo con otros cariotipos, se
encontraron variaciones en las constantes cromosémicas, en la morfologia de los
autosomas y el par sexual. Estos cambios numéricos en los autosomas y de la
morfologia cromosomica, pueden ser ocasionados al desarrollarse bajo condiciones
ambientales diferentes, donde estos cambios cariotipicos pueden ser transmitidos a

generaciones siguientes, existiendo un flujo genético entre las poblaciones.



1. INTRODUCCION

Estudios realizados por Walther Flemming ayudaron a deducir como es que las bases
de la herencia que se encuentran regidas por las tres leyes de Mendel, que dependen
de factores que la determinan a los que actualmente llamamos genes, que se
transmiten de una célula a otra (Karp, 2009). Realizando observaciones en la division
celular se logré esclarecer que en el momento en que las células se multiplican, el
material genético del nucleo se organiza de manera que se logren formar los
‘cromosomas” que son filamentos visibles que se transmiten de la célula madre a la
célula hija (Karp, 2009). Cientificos tenian la idea de que la herencia se encontraba en
los cromosomas, 0 en estos cuerpos coloreados, los cuales serian las primeras
ilustraciones de los cromosomas humanos publicadas en 1882 por Walther Flemming
(Martins, 1999). Los genes son la unidad basica de la herencia, y se ubican en lugares
especificos en cada cromosoma, teniendo una posicién a la que se le denomina locus
‘loci en plural”. Los cromosomas que cuentan con el mismo numero de loci se les
denominan cromosomas homodlogos, y a los cromosomas con loci diferentes se les
denomina cromosomas heterdlogos, existen variantes en los genes que ocupan un
mismo locus en cromosomas homodlogos, a las que se les denominan alelos, cada
individuo tiene dos alelos, uno paterno y uno materno, y se dice que un organismo es
homocigoto cuando tiene dos alelos idénticos en el mismo locus en cromosomas
homologos, o que es heterocigoto cuando tiene dos alelos diferentes en el mismo locus
en cromosomas homologos (Lacadena, 1995). El término cromosoma fue introducido
por Waldeyer (1888), teniendo como objetivo la triple funcién de conservar, transmitir y
remitir la informacion genética, adquiriendo una complejidad en aumento a través del
tiempo en la evolucion de los grupos taxondmicos, siendo los cromosomas sin duda
alguna, caracteres de gran importancia para deducir relaciones filogenéticas, en la que
su estructura y comportamiento estan involucrados para que este proceso trate de ser

lo mas integro posible.



Sutton y Boveri formularon la teoria cromosémica de la herencia entre 1902 y 1903.
Para 1960 se publica la técnica de cultivo de leucocitos de sangre periférica humana,
logrando obtener cultivos de cromosomas de muchas especies, siendo un suceso de
gran importancia para el desarrollo de la citogenética (Ortega et al., 2018). La
citogenética se define como la rama de la genética que estudia el material hereditario
organizado en “cromosoma” bajo cualquier nivel o dimension (Lacadena, 1995).
Naciendo historicamente como una ciencia hibrida, tomando de la citologia los aspectos
cualitativos, fisicos y descriptivos, mientras que por otro lado tomando los aspectos
cuantitativos y fisiologicos de la genética (Swanson, 1960). La citogenética animal
brinda informacion muy importante sobre una caracterizacion de la descripcion respecto
al numero y morfologia de los cromosomas aparte de ser fundamental para el estudio
de rearreglos cromosomicos de los animales (Ortega et al., 2018). Por otro lado, la
citogenética evolutiva, ayuda a determinar ontologias u homologias entre los grupos
taxondmicos, basandose en los cambios dentro de los cromosomas a través del tiempo,
dilucidando relaciones filogenéticas y contribuyendo al estudio evolutivo de las especies
(Lannuzzi, 2007).

Los cromosomas cuentan con algunas caracteristicas que los hacen complejos, por
ejemplo, el poseer una constante numérica en donde todas las células somaticas del
organismo de la misma especie tendran el mismo numero de cromosomas,
denominandose homologos, con una individualidad, es decir que no estan unidos unos
a otros. Cada uno de los cromosomas tiene una forma y tamafio especifico, aunque
varian en su estado de condensacion a lo largo del ciclo celular (Malumbres, 2011). La
cadena de ADN se asocia a proteinas histonas que son ricas en residuos de lisina y
arginina o de igual forma puede asociarse a proteinas no histonas, ricas en
aminoacidos y prolina, con las que puede presentar diferentes grados de condensacion,
ya sea en collar de cuentas con fibras de 11 nanémetros (nm), en donde cada cuenta es
una subunidad llamada nucleosoma. Estos nucleosomas, son subunidades que se

repiten a lo largo de la cromatina (Aguilar, 2019; Alberts et al., 2014; Figura 1).
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Figura 1. Representacion de los niveles de organizacion de la cromatina en un
cromosoma (Alberts et al., 2014).

En solenoides con fibras de 30 nm, que se observan en los nucleos en interfase, donde
el filamento nucleosémico se enrolla en una forma helicoidal que permite realizar una
compactacion de otras 6 a 7 veces, otro nivel en la estructura de la cromatina es en
serie de lazos o bucles formadas por fibras de 250 nm. Por ultimo, la seccién
condensada del cromosoma, una hebra de 700 nm, donde el enrollamiento de la fibra
de 250 nm origina el cromosoma mitdtico, durante la metafase cada cromatida
individual mide alrededor de 700 nm de espesor. La seccion del cromosoma con las dos

cromatidas presenta un espesor de 1.400 nm (Aguilar, 2019).



Los principales componentes de un cromosoma son el ADN, ARN presente en el nucleo
interfasico y proteinas de dos tipos que pueden ser histonas y no histonas, las cuales se
unen a la cadena de ADN (Krebs et al., 2014). Que para algunos autores estos
componentes en conjunto se les denomina cromatina (Rieger et al., 1976). Para otros
autores la cromatina solo asocia al ADN y a las histonas que forman los nucleosomas
(Kornberg, 1974).

1.1 Importancia de la divisiéon celular por mitosis

El ciclo celular es un proceso en el cual, la célula da seguimiento al monitoreo de las
condiciones adecuadas para la division celular, activando no solo la maquinaria
bioquimica para iniciar la replicacion del ADN, sino también a la segregacion
cromosomica, para al final obtener dos células genéticamente estables (Malumbres,
2011). La funcion del ciclo celular no solo es originar nuevas células, sino que se
asegure que el proceso se realice con una regulacion adecuada, bajo condiciones
estrictas de nutricion, pH y temperatura. Las células somaticas seran producidas
genética, estructural y funcionalmente idénticas a la célula madre sin que haya sufrido
algun rearreglo cromosodmico, para que esto se lleve a cabo la célula dirige un complejo
de procesos citoplasmaticos y nucleares (Lomanto et al., 2003). La duracion de un ciclo
celular varia entre especies y entre distintos tejidos de las especies, ya que la division
celular también es requerida para reemplazar células que fueron perdidas por muerte

celular programada, por un mal funcionamiento o algun dano (Lomanto et al., 2003).

La divisidon celular consta de dos fases: la primera fase se conoce como interfase, en la
cual la célula no se divide y se lleva a cabo el crecimiento celular, con la célula
duplicando todos sus organelos y moléculas. La interfase esta integrada por tres fases,
la fase G1, fase S y fase G2, en las cuales se realiza el crecimiento y metabolismo
normal de la célula, la sintesis de ADN y de histonas, y la sintesis de proteinas,
respectivamente (Angulo et al., 2012; Figura 2); la segunda fase M, en la cual se llevan
a cabo la mitosis y la citocinesis (Angulo et al., 2012; Figura 2), las cuales se describen

a continuacion.



Se cumple la funcion de que los cromosomas duplicados se distribuyan en dotaciones
completas para cada célula, esta distribucion se da gracias al estado de condensacién
de los cromosomas durante la mitosis, junto con el ensamblaje de los microtubulos,
denominado huso mitético. En la fase mitdtica se activa un complemento Unico de
genes, codificando proteinas que actuan solamente en la mitosis, y desapareciendo en

otras fases del ciclo celular (Sanchez y Trejo, 2006).

En la profase se da un enrollamiento de las hebras de cromatina, llamado
condensacion, dandole una forma gruesa y corta a estas hebras, una vez formada la
condensacion de todo el material genético (ADN) que se encuentra en forma de
cromatida, se les puede denominar cromosomas (Lomanto et al., 2003). También se da
lugar al desarrollo bipolar del huso mitético, la envoltura nuclear se rompe, el nucleolo y
el nucleosoma se disuelven, y los centriolos se mueven hacia los polos opuestos de la
célula, y comienza la formacion del huso mitético, gracias a un complejo de
microtubulos (centriolos, asteres y huso acromatico) llamado aparato mitético que

permite la migracion de los cromosomas (Sanchez y Trejo, 2006).

La prometafase es la encargada de que los microtubulos del huso mitético puedan
acomodarse en la region nuclear, y a estos se unan los cinetocoros que maduran en el
centrémero, produciendo que exista una tension en los cromosomas (Lomanto et al.,
2003). En esta fase, las cohesinas se desintegran de los brazos de las cromatidas

hermanas, uniendo la region centromérica (Angulo et al., 2012).

En metafase, se observa la aparicién del huso acromatico, en donde se ubican los
cromosomas alineandose en el punto medio entre los polos de la célula o placa
metafasica, con una estructura mas gruesa. Constando de dos cromatidas que seran
unidas por el centromero, alcanzando una alta condensacion. Una de las dos
cromatidas de cada cromosoma se unira por su cinetocoro a los microtubulos de un
polo y su cromatida hermana a los microtubulos del polo opuesto. El huso mitético
cuenta con dos tipos de microtubulos: los polares y los cinetocéricos. Los polares,
también reciben el nombre de no-cinetocoricos, estos no estan unidos a los cinetocoros

de los cromosomas y sélo se extienden de cada polo de la regién ecuatorial, donde se



superponen entre los cromosomas, y los cinetocéricos que se extienden de cada polo si
se unen a los cinetocoros de los cromosomas (Sanchez y Trejo, 2006).

Al detener la division celular en esta fase, las cromatidas se encuentran completamente
condensadas, gracias a esto, se logra distinguir con mayor exactitud la constitucion y
particularidades de los cromosomas de la célula de una especie, determinando su

numero y morfologia (Ortega et al., 2018).

En anafase, una vez que los cinetocoros apareados se dividen, cada una de las
cromatidas se desliza hacia un polo opuesto del huso mitético, guiandose por los
microtubulos, los cromosomas toman forma de “V” con el vértice mirando al polo, en el
qgue se encuentra el cinetocoro, y la fase termina cuando todos los cromosomas llegan a

los polos y los microtubulos se despolarizan (Angulo et al., 2012).

La telofase es de gran importancia, ya que, en esta fase, se da una invaginacién en la
membrana plasmatica y el huso mitético se desorganiza, después de que se haya
reconstruido la cromatida, el nucleolo y la envoltura nuclear que se forma alrededor de
cada una de las dotaciones cromosdémicas, los cuales recuperan una vez mas su forma
difusa al desenrollarse. Por ultimo, dando lugar a la citocinesis, creandose una nueva
membrana celular después de la produccién de los nucleos hijos, formando un surco de
escision indentado, dividiendo la célula original en dos células hijas (Sanchez y Trejo,
2006).
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Figura 2. Representacién del ciclo celular, mostrando la interfase; G1, Sy G2 y fase M;

mitosis y citocinesis (Angulo et al., 2012).

1.2 Diferenciacioén estructural cromosomica

Los cromosomas son estructuras nucleares en forma de bastén que son el resultado de
una condensacién de la cromatina durante el proceso celular de la mitosis (ver parrafos
anteriores) que reparte equitativamente el material genético a las células hijas (Lomanto
et al., 2003).

Las cromatidas hermanas, es decir, cada una de las hebras de DNA duplicadas se unen
al centromero, y en el caso de los fragmentos cromosdmicos que carezcan de un
centrédmero, no se unen al huso mitético y por consiguiente no aparecen en los nucleos

de cualquiera de las células hijas (Earnshaw y Leammli, 1983).

El centromero tiene una funcién muy importante durante la mitosis, es el punto de union

de dos cromatidas, que en su estructura incluye al cinetocoro con una forma de disco,



zona que se asocia con los microtubulos del huso acromatico durante la division celular
(Angulo et al., 2012; Figura 3).
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Figura 3. Unién de los microtubulos al cinetocoro (Angulo et al., 2012).

Los teldmeros se encuentran en los extremos de los cromosomas y estan formados por
ADN no codificante con secuencias mesuradamente largas (de 100 a 300 kilobases kb)
de repeticiones en tdndem de una secuencia simple de hexanucledtido (TTAGGG),
cuya funcion es asegurar que la replicacion del ADN sea completa gracias a la
telomerasa, cuidar la integridad y estabilidad estructural del cromosoma y colocar al

cromosoma en el nucleo (Aguilar, 2019).

El cariotipo de una especie contiene un numero diploide (2n) que representa el numero
total de cromosomas, un numero fundamental (NF) que representa el numero de brazos

de los autosomas.



El cromosoma presenta una morfologia especifica, que en su estructura contiene un
centrémero que lo divide en dos brazos que pueden tener una longitud igual o diferente

(birrameo) o de un solo brazo (monorrameo), donde el brazo corto es representado con

una “p” y se encuentra en la parte superior del cromosoma, y el brazo que es largo es

([t

representado con una “q”, que se encuentra en la parte inferior del cromosoma (Levan
et al., 1964; Sanchez y Trejo, 2006; Figura 4).

Brazo corto (p)

Constriccion
primaria
Cinetocoro
Cromatina

condensada

Brazo largo (q)

Bandas

Constriccion
secundaria

Cromatide

Figura 4. Morfologia del cromosoma (Sanchez y Trejo, 2006).

Su morfologia se puede diferenciar mejor en la etapa de metafase, ya que la
condensacion de los cromosomas es maxima. Segun la ubicacién del centromero los
cromosomas se pueden clasificar en cuatro tipos (Levan et al., 1964; Saavedra, 2020;

Figura 5).



Metacéntrico (m): El centromero se encuentra en una posicion central, en donde

[{el) [{pst)

los brazos “p” y “q” son casi del mismo tamano.

Submetacéntrico (sm): El centromero se encuentra ligeramente separado del

centro, provocando que el brazo corto “p” sea de menor longitud que el brazo

([Pl

largo “q”.

Subtelocéntrico (st): El centromero esta cerca a uno de los extremos, provocando

[T} (1Pt}

que el brazo corto “p” sea muy reducido y el brazo largo “q” sea mas grande.

Telocéntrico (t=a): El centromero esta localizado en uno de los extremos,

finalizando al cromosoma, apareciendo solo el brazo largo “q”.

Metacéntrico Submetacéntrico Subtelocéntrico Telocéntrico

Figura 5. Clasificacion de los cromosomas segun la posicion del centréomero
(modificado de Saavedra, 2020).

Levan et al. (1964) proponen un sistema de clasificacion que se basa en la posicién del

centromero, que se puede calcular mediante una formula del indice centromérico,

[{Pgl)

utilizando la longitud de los brazos cromosémicos (el brazo corto “p” y el brazo largo

), indicando la region en que se ubica el centromero, puntualizando si el cromosoma

es metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico y telocéntrico (Tabla 1).
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IC =

E_x 100
q

p+

IC = Indice Centromérico

g = Longitud del brazo largo

p = Longitud del brazo corto

Tabla 1. Nomenclatura de los cromosomas basandose en la posicidén del centrémero

(Levan et al., 1964).

Nomenclatura

IC

M

20.0

sm

st

47.5
45.0
42.5
40.0
37.5 =

35.0
32.5
30.0
27.5

25.0

22.5
20.0
175
15.0
12.5 ==
10.0
7.5
5.0
25

T

0.0

IC= indice centromérico

m= metacéntrico sm= submetacéntrico st= subtelocéntrico t= telocéntrico
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1.3 Cariotipo e ideograma

El cariotipo de un individuo se define como el conjunto de caracteristicas de los
autosomas y los cromosomas sexuales, como su organizacion, numero total de
cromosomas, su tamano y posicion del centromero o constriccién primaria (Puerto,
2001). El ideograma es una representacion esquematica mediante un dibujo a escala,
que actua como un mapa citogenético en el que se puede observar el centromero y la
presencia de satélites, brindando una representacién de los cromosomas (Lacadena,
1996).

1.4 Técnicas en citogenética

En mamiferos pequefios la obtencion de cromosomas se realiza utilizando un inhibidor
mitético, el cual inhibe la formacion del huso mitético y retrasa la separaciéon de los
centromeros, por ejemplo, la colchicina (Sanz et al., 2015). La colchicina es un
antimitotico que detiene la mitosis en metafase, y aunque es muy utilizada en estudios
citogenéticos, también se puede sustituir por colcemida que es una sustancia sintética

con una accién similar (Silva et al., 1991).

Segun Baker et al. (1982), utilizar inhibidores mitéticos permite obtener un buen
aumento del numero de células en estado de metafase, se debe inhibir la division
celular en esta etapa, ya que en este estado es mas facil estudiar los cromosomas.
Posteriormente se obtiene la médula 6sea del humero y el fémur, ya que son huesos
largos que permiten que se facilite el procedimiento, cortando las porciones terminales
de la epifisis e inyectando una solucion hipotdnica para obtener el material celular
(Pérez et al., 2006).

En la década de los 60 se crearon técnicas de tincion que facilitaban la identificacion
total de los pares cromosémicos, asi como la identificacién de alteraciones estructurales
(Silva et al., 1991). Caspersson et al. (1970), realizaron observaciones de colorantes
fluorescentes como es la Quinacrina, que al tefiir los cromosomas metafasicos

produjeron bandas palidas y brillantes, creandose asi, con este descubrimiento,
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protocolos que se utilizan en la actualidad para obtener diferentes tipos de bandeo. El
descubrimiento de estas técnicas que producen patrones de bandeo en los
cromosomas forma parte de los acontecimientos mas importantes en la citogenética, ya
que ayudan en la creacion de cariotipos, y con ello se facilite identificar rearreglos
cromosémicos, como deleciones, translocaciones, duplicaciones o inversiones en los

cromosomas (Caspersson et al., 1970).

Las bandas cromosdmicas G y Q se relacionan con la constitucién de bases del ADN
en las regiones bandeadas que contienen regiones ricas en adenina y timina (A-T) y
replican el ADN en un estadio mas tardio de la fase S del ciclo celular. Basadas en
tratamientos enzimaticos que esclarecen diferentes patrones de bandas de la

eucromatina a lo largo del cromosoma (Sanz et al., 2015).

En el caso de las bandas cromosdémicas G, estas permiten identificar las regiones de
eucromatina (Robbins y Baker, 1980; Figura 6). Esto es posible utilizando como
tratamiento a la Tripsina y posteriormente la tincidon con Giemsa-Wright (Schreck y
Disteche, 2001), mostrando bandas claras que son secuencias ricas en guanina y
citosina, conteniendo ADN con muchos genes y bandas oscuras que son regiones
heterocromaticas ricas en A-T encontrandose altamente condensada y que contienen

ADN compuesto por muy pocos genes (Solari, 2011).

e
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Figura 6. Regiones de eucromatina, por bandeo cromosémico G en Reithrodontomys
megalotis (Robbins y Baker, 1980).
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En el caso de las bandas cromosémicas C, indican la heterocromatina constitutiva que
se distribuye regularmente en las regiones centroméricas y en algunos cromosomas en
los telébmeros. La técnica de bandeo cromosdmico C se lleva a cabo con un tratamiento
de hidroxido de bario, el cual degrada ADN cromosdmico y lo extrae selectivamente de
la eucromatina (Rodriguez y Portieles, 2003) y tifiendo con Giemsa se logran crear
tinciones selectivas en la heterocromatina constitutiva, donde estas bandas por lo

regular aparecen en el centrédmero (Robbins y Baker, 1980; Figura 7).
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Figura 7. Regiones de cromatina constitutiva, por bandeo cromosomico C en

Reithrodontomys megalotis (Robbins y Baker, 1980).

1.6 Variaciones cromosomicas

Los cariotipos de las especies actuales de mamiferos son muy variados, esto lleva a la
conclusion de que el desarrollo de diversificacion evolutiva va de la mano con
alteraciones morfolégicas en los cromosomas. Bandeos cromosdmicos G permiten
identificar posibles rearreglos cromosoémicos. Distintos tipos de rearreglos
cromosémicos, como traslocaciones, inversiones, deleciones, duplicaciones y cambios
en la heterocromatina son algunas de las mas importantes en la evolucion de los
cariotipos. Sus cambios cuantitativos mas frecuentes son adiciones de heterocromatina

en la region centromérica o en los brazos cromosomicos (Pérez et al., 2006).
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Las traslocaciones son el salto de un segmento cromosémico a otro cromosoma no
homalogo, existen dos tipos de traslocacion, puede ser reciproca o no reciproca. En la
traslocacion reciproca dos cromosomas intercambian segmentos, mientras que en la
traslocacion no reciproca sélo un segmento de un cromosoma se traslada a otro
(Griffiths et al., 1999).

Las inversiones son de las alteraciones mas comunes en los cariotipos de los
mamiferos y se diferencian por ser giros de 180° de fragmentos cromosémicos que
pueden ser pericéntricas o paracéntricas. En las inversiones paracéntricas el giro de
180° no incluye al centrédmero y las rupturas ocurren en uno u otro brazo del
cromosoma (Pérez et al., 2006). En inversiones pericéntricas el giro de 180° incluye al
centromero y segun su tamano afectado, un cromosoma metacéntrico puede
convertirse en telocéntrico o viceversa, ya que las rupturas ocurren cada una en un

brazo diferente del cromosoma (Ortega et al., 2018).

Las deleciones son anomalias en las que existe la ausencia de algun segmento de un
cromosoma, este segmento puede ser intersticial o terminal (Biocare Medical México,
2021).

Las duplicaciones son rearreglos cromosomicos en las que se encuentra repetido un
segmento de un cromosoma y por consiguiente existe mas de una copia de ese

segmento dentro del cromosoma (Martinez, 2016).

Una insercién es un tipo de rearreglo cromosémico que genera mas de dos rupturas
cromosomicas, involucrando la ruptura y el rearreglo de un fragmento dentro del mismo
u otro cromosoma, es decir, que se adicionan uno o mas nucleotidos en un segmento
de ADN, la insercidon puede implicar desde uno o hasta grandes cantidades de

nucledtidos, incluso la parte completa de un cromosoma (Ortega et al., 2018).

Las fusiones son uniones de cromosomas no homélogos con la pérdida del centromero
en uno de ellos, actualmente llamados dicéntricos, los cuales son inestables e implican

pérdida de material genético (Medline, 2021).
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1.7 Biologia de Reithrodontomys

El género Reithrodontomys es un grupo de roedores perteneciente a los Peromyscinos
y presenta 21 especies, de las cuales ocho se distribuyen por Estados Unidos y Canada
y 13 se distribuyen en México y tres de ellas son endémicas (Musser y Carleton, 1993).
Investigadores han demostrado que existe una gran diferenciacion genética y
morfolégica que hace delimitar a las especies pertenecientes a Reithrodontomys. Los
marcadores morfolégicos y moleculares son de gran importancia para estudios
sistematicos, sin embargo, los estudios citogenéticos realizados en las especies
demuestran que los datos cromosomicos no coinciden con la organizacioén que se le ha
asignado de acuerdo con su morfologia. Investigadores mexicanos y de otros paises del
mundo, han realizado importantes aportaciones, junto con distintas herramientas como
meétodos explicitos de inferencia filogenética, nuevas estrategias para la colecta de
especimenes, técnicas moleculares y citogenéticas, entre otras, que permiten obtener
conocimiento de la mastofauna y diversidad biolégica de nuestro pais (Arellano et al.,
2006).

1.8 Clasificacion taxonémica de la especie en estudio, segun Ramirez-Pulido et
al., 2014.

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Familia: Cricetidae
Subfamilia: Cricetinae
Tribu: Hesperomyini
Género: Reithrodontomys

Especie: Reithrodontomys megalotis (Baird, 1858)
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1.9 Biologia de Reithrodontomys megalotis (Baird, 1858)

El nombre comun de Reithrodontomys megalotis es ratdon cosechero comun (Stuart,
2011; Figura 8). Su nombre megalotis, se refiere a “Oreja grande” en latin. Es una
especie perteneciente a la familia Cricetidae y es el roedor mas abundante en zonas
hamedas (Cervantes, 1987). Reithrodontomys megalotis cuenta con 16 subespecies, de

las cuales, cinco se distribuyen en México (Hall, 1981).

Existe una gran variabilidad en la morfologia de la especie R. megalotis, la anchura del
encéfalo puede ser igual o menor de 10.7 mm y el tercer molar siempre se encontrara
incompleto, es decir, no se encuentra bien desarrollado en comparacién con otras
especies como R. fulvescens y R. hirsutus que tienen el tercer molar bien desarrollado,

y la cola de R. megalotis es bicolor (Hooper, 1952).

-} 0 Sray CL

Figura 8. Reithrodontomys megalotis (Stuart, 2011).
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2.0 Morfologia

Reithrodontomys megalotis es un roedor de tamafo muy pequefio en comparacion con
otros roedores, midiendo de 55 a 180 mm de largo, con una cola de longitud mas
grande que la del cuerpo, con la presencia de muy poco pelo en todo su cuerpo,
presentando seis tubérculos en las patas traseras y distinguiéndose de los
Peromyscinos por presentar un surco longitudinal al centro de los dientes incisivos

superiores (Hooper, 1952).

Se ha encontrado que existe una variacion cuantitativa y cualitativa entre hembras y
machos. Las hembras presentan tres pares de mamas, dos inguinales y un par pectoral.
Los machos presentan las glandulas de Cooper bien desarrolladas, asi como también
las glandulas vesiculares y ampulares, y cuatro pares de glandulas ventrales prostaticas

y sin la presencia de glandulas prepuciales (Webster y Jones, 1982).

La coloracion del pelaje se puede distinguir dependiendo de algunos factores, por
ejemplo, en zonas bajas podemos encontrar a especies con coloracién clara y en zonas

mas altas a especies con el pelaje mas oscuro (Hooper, 1952).

Su medida craneal es longitud mayor de 19.5 — 23.8 mm, con caja craneal redondeada
y lisa. La anchura cigomatica de 10.1 — 11.6 mm, el arco cigomatico delgado y
presentando placas cigomaticas anchas. Constriccidén interorbital de 2.9 — 3.3 mm;
agujero incisivo de 4.1 — 4.8 mm e hilera superior de dientes de 3.0 — 3.6 mm (Webster
y Jones, 1982).

2.1 Distribucion

La distribucidn de la especie Reithrodontomys megalotis abarca desde el suroeste de
Canada pasando por el este de California e Indiana (invadida actualmente por especies
del género Reithrodontomys), cruzando México hasta el sur (Hooper, 1952; International

Union for Conservation of Nature, 2021; Figura 9).
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Figura 9. Distribucion de Reithrodontomys megalotis (International Union for
Conservation of Nature (IUCN), 2021).

2.2 Habitat

Reithrodontomys megalotis puede compartir habitat con otras especies del mismo
género, a excepcion de R. ventris y R. montanus de quienes esta separado
ecolégicamente. Habita alrededor de cultivos agricolas y entre la maleza que crece en

ella misma, asi como en hierba que crece entre la vegetacion (Webster y Jones, 1982).
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Se puede encontrar en zonas de marismas, desérticas y bosques de pino y encino, con
pastizales libres de vegetaciéon y en zonas de cultivo (Villa y Cervantes, 2003). También
comparte habitat con algunas subespecies que habitan en los desiertos y en los
bosques de pino y roble. Se ha reportado que hacen sus nidos en forma circular o
eliptica hasta con un didmetro de un metro en el suelo debajo de troncos, ramas,

arbustos y maleza (Hooper, 1952).

2.3 Estado de conservacion
Actualmente Reithrodontomys megalotis no se encuentra como especie amenazada en

la NOM-059-2010 de la SEMARNAT (2010). En la IUCN (2016) se presenta en la

categoria de preocupacion menor.
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3. ANTECEDENTES

Urbina et al., (2007) realizaron el analisis cromosémico de R. megalotis en cuatro

localidades del estado de Puebla: Alhuaca, El Rancho, El Durazno y Cuahutlamingo.

De la localidad de Alhuaca que se situa en el municipio de Vicente Guerrero, Puebla, se
analizaron dos ejemplares de Reithrodontomys megalotis, presentando el primer
cariotipo un 2n=40 y un NF=76, con 14 pares metacéntricos, cinco pares
submetacéntricos, el cromosoma X submetacéntrico y el cromosoma Y fue
subtelocéntrico. En el segundo cariotipo se presenté un cariotipo con un 2n=42 y un
NF=80, con siete pares metacéntricos, 10 pares submetacéntricos, tres pares
subtelocéntricos, el cromosoma sexual X y el cromosoma sexual Y fueron

subtelocéntricos.

En la localidad ElI Rancho que se encuentra en el municipio de Ahuazotepec, Puebla,
Reithrodontomys megalotis, presentd un cariotipo que cuenta con un 2n=42 y un
NF=80, con 14 pares metacéntricos, tres pares submetacéntricos, tres pares

subtelocéntricos, el cromosoma X'y el cromosoma Y fueron subtelocéntricos.

En el sitio EI Durazno, el cual pertenece al municipio de Nopalucan, Puebla,
Reithrodontomys megalotis, presentd un cariotipo que cuenta con un 2n=42 y un
NF=80, con 12 pares metacéntricos, cinco pares submetacéntricos, tres pares
subtelocéntricos, el cromosoma sexual X subtelocéntrico y el cromosoma sexual Y fue

submetacéntrico.

En Cuahutlamingo, perteneciente al municipio de Tlatlauquitepec, Puebla,
Reithrodontomys megalotis, presentd un cariotipo con un 2n=44 y un NF=80, con 13
pares metacéntricos, cuatro pares submetaceéntricos, tres pares subtelocéntricos, un par

telocéntrico, el cromosoma X subtelocéntrico y el cromosoma Y fue submetacéntrico.
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De acuerdo con lo reportado por Roth (1972), los primeros fosiles encontrados de
Reithrodontomys fulvescens en cuevas de la meseta Edwards del centro de Texas,
pertenecen al Pleistoceno tardio, periodo en el que ocurrio un evento de especiacion
simpatrica con Reithrodontomys megalotis. Asimismo, Hibbard y Taylor (1960), han
reportado que los fosiles mas antiguos de R. megalotis, se han encontrado en Cragin
Quarry, Kansas, también pertenecientes al Pleistoceno tardio. Proponiendo que el
Medio Oeste fue de donde se diversificaron algunas especies del género

Reithrodontomys.

Baker y Mascarello, (1969) sugieren que la condicidn para que un cariotipo sea
primitivo, es que su numero diploide debe oscilar entre 48-52, consistiendo de la
mayoria de autosomas acrocéntricos. Carleton y Myers (1979) proponen, que la
variacion cromosémica que se da en el género Reithrodontomys, fue producida por
reordenamientos cromosomicos, dando lugar a cromosomas birrameos, que segun

Baker et al. (1979) son resultantes de inversiones pericéntricas.

Robbins y Baker (1980) realizaron el cariotipo y el bandeo cromosémico C y G de
Reithrodontomys megalotis en Ellis, Kansas, reportando que presenta un 2n=42 y un
NF=80, con 14 pares metacéntricos, cuatro pares submetacéntricos, dos pares
subtelocéntricos, el cromosoma sexual X submetacéntrico y el cromosoma sexual Y fue
subtelocéntrico. Al realizar el bandeo cromosdmico C, los pares cromosomicos 3, 5, 8,
9, 12, 15 y 16, presentaron en mayor proporcién heterocromatina constitutiva en el
centrémero de los autosomas y los pares cromosoémicos 1, 2, 4, 6, 7, 10, 13, 14, 17,18,
19 y 20, presentaron en menor proporcion heterocromatina constitutiva en el
centrémero de los autosomas. De los resultados del bandeo cromosémico G, obtuvieron
que los pares cromosémicos del 3 al 20, contienen de 2 a 3 bandas de eucromatina y
los pares cromosdmicos 1 y 2 contenian seis bandas de eucromatina. Segun Robbins y
Baker (1980) Reithrodontomys fulvescens es la especie mas primitiva del género,
dando como resultado un 2n=50, a esto, de acuerdo con su trabajo realizado, sugieren

que, para que Reithrodontomys megalotis pudiera obtener un cariotipo igual al de R.
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fulvescens, tuvo que haber pasado por 20 eventos (nueve adiciones de heterocromatina

constitutiva, cuatro translocaciones y siete inversiones pericéntricas).

Blanks y Shellhammer (1968) reportaron que Reithrodontomys megalotis de Monterey,
California, presenta un 2n=42 y un NF=80, con nueve pares metacéntricos, ocho pares
submetacéntricos y tres pares subtelocéntricos, el cromosoma sexual X fue

submetacéntrico y el cromosoma sexual Y fue subtelocéntrico.

Shellhammer (1967) colectd ejemplares de Reithrodontomys megalotis en San
Francisco, California, reportando un 2n=44 y un NF=84, presentando 21 pares
birrdmeos, el cromosoma sexual X resulté ser submetacéntrico y el cromosoma sexual

Y fue telocéntrico.
Matthey (1961) reporté que Reithrodontomys megalotis de San Francisco, California,

presentando un 2n=44 y un NF=84, presentando 21 pares birrameos, el cromosoma

sexual X fue submetacéntrico y el cromosoma sexual Y fue telocéntrico.
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4. JUSTIFICACION

Ejemplares de Reithrodontomys megalotis con distinta distribucién geografica, han
presentado un numero diploide y un numero fundamental diferente, esto puede variar
por distintos factores. Siendo la primera investigacion citogenética en Tlaxcala de
Reithrodontomys megalotis, el presente estudio contribuye a conocer mas acerca de su
genética, asi como determinar sus variaciones y complemento cromosémicos, ya que
no todas las especies del género Reithrodontomys han sido estudiadas a nivel genético,

pese a que los roedores pertenecen al grupo mas abundante de mamiferos.
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5. HIPOTESIS

Si trabajos realizados en localidades de Puebla, en distintos estados de la Republica
Mexicana y en Estados Unidos, han encontrado cambios en la morfologia cromosdmica
de la especie Reithrodontomys megalotis. Entonces se espera conocer mas sobre el
complemento cromosémico e identificar si existen variaciones cromosdmicas entre las
poblaciones de Reithrodontomys megalotis con las del presente trabajo realizado en

San Diego Metepec, Tlaxcala.
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6. OBJETIVO

6.1 Objetivo general

Obtener el cariotipo de Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec, Tlaxcala.

6.2 Objetivos especificos

Describir e interpretar el cariotipo de Reithrodontomys megalotis de San Diego

Metepec, Tlaxcala.

Realizar el ideograma de Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec, Tlaxcala.

Comparar el cariotipo de Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec, Tlaxcala

con otras poblaciones.
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7. METODOLOGIA

7.1 Area de estudio

Localidad de San Diego Metepec, perteneciente al municipio de Tlaxcala de

Xicohtencatl, que se encuentra en el estado de Tlaxcala, México (Figura 10).

Figura 10. San Diego Metepec, Tlaxcala.
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7.1.1 Extensién y Orografia

La localidad de San Diego Metepec se encuentra a 5.1 km de Tlaxcala de Xicohtencatl,
que es la capital del municipio que recibe el mismo nombre. La localidad se encuentra a
una altura de 2300 metros sobre el nivel del mar y cuenta con una poblacion
aproximada de 3500 habitantes. EI municipio de Tlaxcala, Xicohtencatl esta integrado
por 12 localidades y 9 delegaciones, representa el 0.2 % de superficie del pais de
México y se encuentra entre las coordenadas 19° 43' 44" y 19° 06' 18" de latitud norte y
entre los 97° 37' 32" y 98° 42' 30" de longitud oeste. Tlaxcala colinda al norte, este y sur
con Puebla, al oeste con el Estado de México y al noroeste con el estado de Hidalgo
(INEGI, 2017).

Su territorio es principalmente plano ya que pertenece al Valle de Puebla-Tlaxcala y con
relieves al norte en donde podemos encontrar el Cerro Ostos de 2460 metros sobre el
nivel del mar y el Cerro Tepepan de 2320 metros sobre el nivel del mar y cuenta con

una topoforma de meseta (INEGI, 2017).

7.1.2 Geologia y Edafologia

San Diego Metepec, presenta una geologia Ts (Igei), que quiere decir ignea extrusiva, a
esto se refiere, que las rocas igneas son resultado de eventualidades volcanicas, las de
tipo extrusiva hacen referencia a casos en los que el enfriamiento se dio de manera
acelerada sobre la superficie terrestre. Un 60% de la cobertura superficial del suelo de
la zona en estudio es de tipo cambisol, y, por otro lado, el 40% es de tipo leptosol, la
textura del suelo es de tipo media. Cabe mencionar que los suelos leptosoles son aptos
principalmente para agricultura de agaves y para el desarrollo urbano (Actualizacion del

Programa Parcial de Desarrollo Urbano Metepec, 2021).

7.1.3 Fauna

En el matorral se puede encontrar a la liebre de cola negra, al coyote, a la paloma de

alas blancas, cacomixtles, zorrillos, halcones, conejos y viboras de cascabel. En el
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bosque se encuentran especies como Pseudoeurycea bellii, Litoria caerulea, Meles
meles, Coturnix coturnix y diferentes especies de quirdpteros, esciuridos y urodelas, y
en ambientes acuaticos se localizan Lithobates heckscheri y Cyprinus carpio (INEGI,
2017).

7.1.4 Flora

Por el tipo de clima que existe en el municipio se encuentran en las zonas muy
humedas matorrales y pastizales, asi como los bosques que predominan, como lo son
el de encinos, coniferas y en las zonas mas altas de los volcanes, por debajo de las

nieves perpetuas, se encuentra la pradera de alta montafia (INEGI, 2017).
7.1.5 Clima

Se ha registrado en la localidad de San Diego Metepec, Tlaxcala, un clima templado
subhumedo con lluvia de verano. La temperatura promedio es de 16.9°C con una
minima de 7.2°C y una maxima de 24.3°C. Con una precipitacién pluvial anual promedio
de 885.6 mm, con una minima precipitaciéon al mes mas seco a 697.7 mm y con una

maxima precipitacion al mes mas lluvioso a 1 062.1 mm (INEGI, 2017).

La agricultura ocupa en el municipio de Tlaxcala, Xicohtencatl, un 74% y se practica por
lo regular de forma temporal. El clima templado subhiumedo que caracteriza a la region
favorece el desarrollo de diversos cultivos como lo son el maiz, haba, frijol, espinaca,

amaranto, alfalfa, lechuga, ajo, cebolla y col, entre otros (INEGI, 2017).

7.2 Trabajo de campo

Los ejemplares se colectaron en la localidad de San Diego Metepec, Tlaxcala, con
coordenadas geograficas de latitud N 19° 17' 36.6" y longitud O 98° 14' 52.079"
donde se realizé un transecto, en el cual se colocaron 30 trampas Sherman, cada una
separada por 10 metros, en las que se les puso como cebo hojuelas de avena con

vainilla (Figura 11).
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Las trampas Sherman se quedaron toda la noche en el lugar de estudio, y al dia
siguiente por la manana se recogieron todas las trampas y se identificaron los
ejemplares recolectados. Se tomaron datos del sitio de muestreo, como lo son, las

coordenadas geogréaficas, la localidad, la altitud y las fechas de colecta.

Se obtuvieron dos ejemplares machos de Reithrodontomys megalotis. Posteriormente
los ejemplares fueron trasladados al laboratorio de mastozoologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la BUAP para su estudio.

Figura 11. Area de muestreo en San Diego Metepec, Tlaxcala.
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7.3 Trabajo de laboratorio

A cada uno de los ejemplares se les determino el sexo y se pesaron en una balanza
tipo pesola. Posteriormente se les inyecto intraperitonealmente 0.1 ml de colchicina a
una concentracién de 0.004% por cada 10 gr de peso a cada ejemplar, con la finalidad
de inhibir el huso acromatico y asi detener la mitosis en etapa de metafase. Dejando

actuar el inhibidor mitético durante 35 minutos.

Transcurrido el tiempo cada uno de los ejemplares se sacrificd por dislocacion cervical y
se le midié la longitud total, longitud de la cola, longitud de la pata y de la oreja. Una vez
tomadas las medidas de los especimenes, a cada organismo se le extrajeron los
fémures y las tibias, retirando el musculo de los huesos por completo y cortando las

epifisis en el extremo proximal.

7.3.1 Extraccion de médula 6sea

Mediante la técnica propuesta por Lee (1969) y Baker y Qumsiyeh (1988), de los
huesos retirados del ejemplar, se extrajo la médula 6sea con la ayuda de una jeringa de
3 ml con solucién hipotdnica dejando caer la médula ésea en tubos de centrifuga de 15
ml que contenian solucién hipoténica de KCI 0.075 M a 37°C provocando una osmosis
de agua que entra a la célula, hinchandose y aumentando su volumen, a su vez

haciendo que los cromosomas floten en su interior.

El material celular se resuspendié suavemente con una jeringa nueva hasta producir
una suspensidon celular homogénea, aplicando mas solucién hipotonica a los tubos de
centrifuga hasta alcanzar un volumen de 5 ml. Inmediatamente los tubos de centrifuga

se incubaron durante 40 minutos a una temperatura de 37°C.
7.3.2 Obtenciéon de material cromosémico
Al haber transcurrido el tiempo de incubacion, el material celular se centrifugd a 800

rom durante 8 minutos, una vez centrifugado el material celular, se elimin6 el
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sobrenadante de solucién hipotonica KCI 0.075 M con la ayuda de una pipeta Pasteur

sin tocar el boton celular, dejando solucién en la misma proporcion que el boton celular.

A continuacion, a cada tubo se le anadi® 5 ml de solucion fijadora de Carnoy
(metanol-acido acético en proporcion 3:1) aplicandolo lentamente por las paredes del
tubo con la ayuda de una pipeta Pasteur hasta llegar a un volumen de 5 ml para fijar las

células.

La solucién fijadora Carnoy se preparé 30 minutos antes de ser utilizada para evitar su
hidratacion. Después de realizar dicho procedimiento, los tubos de centrifuga se

mantuvieron en refrigeracién a 4°C.

Los organismos que fueron sacrificados se identificaron y se les realizé la taxidermia
cientifica. Se registraron en la base de datos y fueron depositados en la Coleccién de

mamiferos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la BUAP.

7.3.3 Elaboracion de laminillas

Del material celular refrigerado anteriormente, se centrifugd a 800 rpm durante 8
minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié suavemente el material celular
con solucién fijadora Carnoy con ayuda de una pipeta Pasteur en proporcion al tamafo

del botdn celular, hasta que se obtuvo un color blanquecino.

Posteriormente, se lavaron portaobjetos y se colocaron en un frasco con alcohol al 96%
previamente refrigerado. Para la elaboracién de laminillas, se dejaron caer tres gotas
del material celular con una pipeta Pasteur, desde una altura aproximada de tres
metros, distribuyéndolas a lo largo del portaobjetos, recién sacado del alcohol de 96%

previamente refrigerado, el cual se coloc6 inclinado a 45°.
Una vez terminado el procedimiento, se le aplicé inmediatamente calor con un

encendedor, una vez distribuida la flama por todo el portaobjetos, se sacudié para

apagar la flama, esto con la finalidad de expandir el material celular. A otros
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portaobjetos se les aplico inmediatamente aire comprimido, con la finalidad de que los
cromosomas se expandieran, finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente y

una vez secos, se rotularon.

Previamente se preparé Giemsa para realizar la tincion convencional a las laminillas, la
cual se elaboré con 47 ml de agua destilada, 1 ml de solucién AB (amortiguador de
fosfatos) y 2 ml de Giemsa, posteriormente se agitdé la solucion hasta darle una

consistencia homogénea.

A continuaciéon, a las laminillas se les realiz6é la tincidn convencional con colorante
Giemsa, durante 10 minutos. Después del tiempo establecido, se retiraron de la tincion
y se enjuagaron inmediatamente con agua destilada con la que se retird el exceso de

colorante y se dejaron secar a temperatura ambiente.

7.3.4 Elaboracion del cariotipo e ideograma

Después de que las laminillas se secaron a temperatura ambiente, fueron observadas al
microscopio oOptico Leica con los objetivos de 10X y 40X se localizaron campos

mitéticos, los cuales se fueron registrando en una bitacora.

Se observaron las laminillas nuevamente, y se les agrego una gota de aceite de
inmersion, esta vez con el objetivo de 100X en un microscopio electronico conectado a
una MacBook Air utilizando el programa GRYPHAX donde se identificaron y localizaron
los mejores campos mitéticos en metafase, con los que se pudieron diferenciar la

morfologia de los cromosomas y que se encontraron separados.
De igual manera se utilizaron los filtros amarillo y verde para poder tener un mejor

contraste. Los mejores campos mitoticos fueron fotografiados e impresos en papel

fotografico con el que se obtuvo el cariotipo convencional.
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Solo los autosomas y los cromosomas sexuales de los campos mitéticos de cada una
de las fotografias fueron recortados, pegados y acomodados en pares homodlogos y en

tamano decreciente, luego este cariotipo se escaneo para medir cada cromosoma.

Con la ayuda del programa ImagedJ, se tomaron las medidas del brazo corto “p”, del
brazo largo “q” y de la longitud total de los autosomas y de los cromosomas sexuales
para poder clasificarlos siguiendo la nomenclatura de Levan et al. (1964) y obtener las
constantes cromosdémicas (2n y NF) formando pares homélogos de acuerdo con la

posicion del centrdmero obteniendo su indice centromérico.
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8. RESULTADOS

8.1 Descripciéon cromosémica

Se colectaron dos ejemplares machos de Reithrodontomys megalotis, se elaboraron en
total nueve laminillas, de las cuales se obtuvieron 72 campos mitéticos. Se
seleccionaron los mejores campos mitoticos con los que se realizo el cariotipo y el

ideograma (Figura 12).

Figura 12. Campo mitético de Reithrodontomys megalotis (macho) de San Diego
Metepec, Tlaxcala
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El cariotipo convencional obtenido para Reithrodontomys megalotis de San Diego
Metepec, Tlaxcala estd conformado por un 2n=44 y un NF=84. Presentando 21 pares
de cromosomas birrameos. Con una morfologia de 15 pares metacéntricos (m), dos
pares submetacéntricos (sm) y cuatro pares subtelocéntricos (st). EI cromosoma sexual

X fue submetacéntrico (sm) y el cromosoma sexual Y fue subtelocéntrico (st).

Se obtuvo el cariotipo convencional de los dos ejemplares machos de Reithrodontomys
megalotis, ordenado conforme a la clasificacion de Levan et al. (1964) mediante la
aplicacién del indice centromérico. Presentando el cromosoma sexual X una longitud de
37.9 um y el cromosoma sexual Y con una longitud de 43 um siendo los cromosomas

mas grandes del cariotipo (Figura 13).

Con la distincion de que los tres primeros pares subtelocéntricos (pares 18, 19 y 20)
fueron extremadamente largos y el cuarto par subtelocéntrico (par 21) fue pequefio. Los
ultimos tres pares metacéntricos (pares 13, 14 y 15) fueron pequefios. Los pares
cromosomicos metacéntricos (pares 6, 7 y 8). Siendo el primer par metacéntrico el mas

grande de los 15 pares metacéntricos.
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Figura 13. Cariotipo convencional de Reithrodontomys megalotis macho de San Diego
Metepec, Tlaxcala
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8.2 Clasificacion cromosémica

En la tabla 2 se presentan los datos de la longitud del brazo corto (p) y del brazo largo
(9), la longitud total y el indice centromérico de los autosomas de cada uno de los 21
pares cromosomicos homologos y del par sexual, ordenandolos de forma ascendente

de mayor a menor, siguiendo la nomenclatura de Levan et al. (1964).
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Tabla 2. Clasificacion cromosomica de Reithrodontomys megalotis de San Diego

Metepec Tlaxcala. IC= indice centromérico p= longitud de brazo corto q= longitud de brazo largo
m= metacéntrico sm= submetacéntrico st= subtelocéntrico t=telocéntrico

Par Brazop | Brazoq longitud total IC= p/p+gx100 Clasificacion
1 11.2 1.7 22.9 48.9 m
2 9.5 10.2 19.7 48.2 m
3 7.9 9.2 171 46.1 m
4 7.6 9.1 16.7 45.5 m
5 7.6 9.1 16.7 45.5 m
6 7.4 9.2 16.6 45.5 m
7 7.5 9.1 16.6 45.1 m
8 7.5 9.1 16.6 45.1 m
9 7 8.3 15.5 45.1 m
10 6.8 8.3 15.1 45.0 m
11 6.7 8.2 14.9 44.9 m
12 6.2 7.7 13.9 44.6 m
13 6.0 7.5 13.5 44.4 m
14 4.5 5.7 10.2 441 m
15 4.4 5.6 10 44 m
16 8.2 13.8 22 37.2 sm
17 4.6 9.4 10.4 32.8 sm
18 8.1 29.7 37.8 21.3 st
19 6.9 26.2 33.1 20.8 st
20 5.7 255 31.2 18.2 st
21 3.5 15.9 19.4 18 st
X 14.2 23.7 37.9 37.4 sm
Y 9.3 33.7 43 21.6 st
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8.3 Ideograma de Reithrodontomys megalotis

En el cariotipo convencional de Reithrodontomys megalotis de la localidad de San
Diego Metepec, Tlaxcala, los pares cromosomicos subtelocéntricos son muy largos en

comparacién con los demas (Figura 14).

Los cromosomas sexuales X y Y presentan los brazos “q” muy largos. De los 15 pares

cromosomicos metacéntricos, los 12 primeros pares presentaron una longitud parecida,

y los ultimos tres pares metacéntricos son muy pequefios en comparaciéon con los
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Figura 14. |deograma del cariotipo de Reithrodontomys megalotis macho de San Diego
Metepec, Tlaxcala.
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9. DISCUSION

Al realizar una comparacion del presente estudio, el cual presentd un 2=44 y NF=84, se
muestran variaciones con los cariotipos reportados por Urbina et al., (2007), para R.
megalotis en Cuahutlamingo (Tlatlauquitepec), Puebla, con un 2n=42 y NF=76, en El
Rancho (Ahuazotepec), Puebla, con un 2n=42 y NF=78, en El Durazno (Nopalucan),
Puebla, presenta un 2n=42 y NF=78 y dos cariotipos reportados en Alhuaca (Vicente
Guerrero), Puebla, el primer cariotipo con un 2n=40 y NF=76 y el segundo cariotipo con
un 2n=42 y NF=78. Presentando un distinto numero de pares de cromosomas
birrameos con diferencias morfolégicas. Segun Sanchez (1993), poblaciones con
variabilidad cariotipica, se les puede catalogar en un proceso de especiacion de tipo
alopatrica, ya que implica la separacion geografica de estas, bien sea por rios, lagos,
montafas, etc., desarrollandose bajo condiciones ambientales diferentes, causando y
determinando cambios estructurales cromosémicos, donde estos cambios cariotipicos

pueden ser transmitidos a generaciones siguientes.

Una caracteristica de Reithrodontomys megalotis es que los pares cromosomicos
subtelocéntricos y los cromosomas sexuales son extremadamente largos, y esta vez no
fue la excepcidn, ya que en el presente estudio los cromosomas sexuales Xy Y fueron
extremadamente largos, se sugiere que pueden ser adiciones de heterocromatina
constitutiva en los brazos de los cromosomas, esta adicion juega un papel muy
importante en la evolucién cromosdémica de las especies, aunque esta informacion no
pudo ser comprobada en el presente estudio. La reduccion del 2n, segun Matthey
(1973) puede explicarse a rearreglos cromosomicos ocurridos durante su
diversificaciéon, estos reordenamientos pueden ser ocasionados por fusiones céntricas,
en el que dos cromosomas monorrameos se unen por el centromero para formar un
birrdmeo y los rearreglos cromosomicos de tipo inversion pericéntrica pueden explicar la

variacion en su NF.

Comparando el cariotipo de Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec

Tlaxcala, con trabajos realizados por autores como Robbins y Baker (1980) en Ellis,
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Kansas, con un 2n=42 y un NF=80 y Blanks y Shellhammer (1968) en Monterey,
California, con un 2n=42 y un NF=80, difieren en el numero de autosomas y en las
constantes cromosomicas. Manteniéndose la morfologia en los cromosomas sexuales,

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

A pesar de que en el Pleistoceno se aislaron reproductivamente y se diversificaron sin
alguna barrera geografica, se deduce hipotéticamente, que probablemente, a inicios del
Holoceno, al migrar del medio oeste de E.U. al oeste y al centro de México se pudo
haber ocasionado que las especies descendientes de las especies ancestrales sufrieron
una fragmentacion de distribucién causado por barreras geoldgicas, de esta manera
provocando que su desplazamiento hacia nuevas maneras de adaptacion les pudo
haber dado o no favorecimiento a las nuevas condiciones medioambientales a su nuevo
habitat, causando un aislamiento de las poblaciones, debido a barreras geograficas,
como lo son montafas, rios y lagos, dando lugar a variaciones genéticas (Espinoza et
al., 2006).

Al comparar el presente estudio con cariotipos realizados por Shellhammer (1967) en
San Francisco, California y Matthey (1961) en San Francisco, California, concuerda con
el 2n=44 y el NF=84, de igual forma presentando 21 pares birrameos, manteniéndose el
cromosoma sexual X como Submetacéntrico. Esto puede deberse a que estas
poblaciones, aunque son geograficamente separadas, responden de una manera
probablemente casi similar a las condiciones ambientales en las que habitan o que su

diversificacién haya sido recientemente.

En el cariotipo realizado en Cuahutlamingo (Tlatlauquitepec), Puebla, por Urbina et al.,
(2007), se presenta un par telocéntrico y en San Francisco, California por Shellhammer
(1967) y en San Francisco, California por Matthey (1961), presentan el cromosoma
sexual Y telocéntrico. El que individuos conserven cromosomas telocéntricos, los lleva a

presentar un cariotipo mas primitivo (Hsu y Arrighi, 1968).
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Al realizar la comparacion cariotipica con otras poblaciones de R. megalotis, se aprueba
la hipétesis, al existir variaciones en las constantes cromosdmicas y en la morfologia de
los cromosomas. El proceso de especiacion en Reithrodontomys megalotis pudo haber
sido creado por reordenamientos cromosdmicos que dan lugar a la variacion cariotipica,

como lo sugiere Carleton y Myers (1979).

Se sugiere que el cariotipo de Reithrodontomys megalotis ha dejado de ser primitivo,
segun con lo propuesto por Baker y Mascarello (1969), al no presentar ningun par
cromosomico telocéntrico y al presentar en sus constantes cromosomicas un numero

diploide reducido.
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10. CONCLUSIONES

Reithrodontomys megalotis de San Diego Metepec Tlaxcala, presenté un 2n=44 y un
NF=84. El cromosoma sexual X fue submetacéntrico (sm) y el cromosoma sexual Y fue

subtelocéntrico (st).

La morfologia cromosémica fue de 21 pares de cromosomas birrameos, que
corresponden a 15 pares metacéntricos (m), dos pares submetacéntricos (sm) y cuatro

pares subtelocéntricos (st).

El presente estudio difiere respecto al numero diploide, numero fundamental y a la
morfologia del par sexual de los cariotipos realizados por Urbina et al., (2007) en
localidades de Puebla, por Robbins y Baker (1980) en Ellis, Kansas y por Blanks y
Shellhammer (1968) en Monterey, California.

Resultados obtenidos de cariotipos realizados por Shellhammer (1967) y Matthey
(1961), concuerdan con el 2n=44 y el NF=84, también presentando 21 pares birrameos

y manteniéndose el cromosoma sexual X submetacéntrico.

Se aprueba la hipotesis en el presente estudio, al determinar su complemento
cromosomico y compararlo con otras poblaciones, se identificaron variaciones en el
numero diploide y en el numero fundamental, dando lugar a que el cariotipo de R.

megalotis esta pasando por diversos rearreglos cromosomicos.

44



11. RECOMENDACIONES

Continuar con técnicas de bandeo cromosémico G y C para Reithrodontomys megalotis
de San Diego Metepec Tlaxcala, para la deteccion e identificacion de rearreglos

Cromosomicos.
Realizar mas estudios citogenéticos en Reithrodontomys megalotis en diferentes

regiones de distribucion para conocer mas sobre su complemento cromosémico e

identificar si existen variaciones cromosémicas.
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APENDICE

Colchicina
0.1 ml de colchicina a una concentracién de 0.004% por cada 10 gr de peso por

cada ejemplar.

Soluciéon Hipotdnica
KCI 0.075 M a 37°C.
En 100 ml de agua destilada se diluyen 0.56 gr de KCI.

Se almacena en refrigeracion.

Fijador Carnoy

Proporcion 3:1

Se diluyen 10 ml de acido acético en 30 ml de metanol.

Se prepara 30 minutos antes de ser utilizado y se coloca inmediatamente

en refrigeracion.

Giemsa para tincion convencional
47 ml de agua destilada
1 ml de solucion A + B

2 ml de Giemsa

Solucién amortiguadora
- Solucién A
Se pesan 0.69 gr de NaH,PO, y se diluye en 50 ml de agua destilada.
Se utilizan 15ml.
- Solucién B
Se pesan 0.71gr de Na,HPO, y se diluye en 50 ml de agua destilada.

Se utilizan 10 ml.

Se queda en refrigeracion a 4°C sin que se observe contaminada.
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