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RESUMEN

La descripcion de los cromosomas se basa en su morfologia y numero, dando lugar
al cariotipo, el cual considera su ordenamiento de acuerdo con el indice centromérico
gue presenten. Los objetivos de este estudio fueron realizar el analisis cromosomico
y elaborar el patron de bandeo cromosomico G y C de Heteromys irroratus (Gray,
1868) de Santiago Coltzingo, municipio de Ocoyucan, Puebla. En diciembre de 2022
y enero de 2023 se capturaron dos ejemplares de Heteromys irroratus (macho y
hembra) con ayuda de la colocacion de 30 trampas tipo Sherman. Los ejemplares
fueron llevados al Laboratorio de Mastozoologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
para su posterior andlisis. Se revisaron un total de 500 campos mit6ticos en metafase
a partir de la elaboracion de 24 laminillas. Los resultados indicaron que H. irroratus
present6é un 2n= 60y un NF= 62, los cuales corresponden a dos pares de autosomas
birrameos (un par metacéntrico y un par submetacéntricos). De los autosomas
unirrameos se obtuvieron 27 pares telocéntricos. De igual manera, se describieron los
cromosomas sexuales, siendo el cromosoma X submetacéntrico grande y el
cromosoma Y metacéntrico mediano. En el patrén de bandas cromosdmicas G, los
autosomas birrameos presentaron cuatro y tres bandas, los autosomas telocéntricos
mas grandes cinco bandas y los mas pequefios una banda. El cromosoma sexual X
presenté cuatro bandas y el cromosoma Y tres bandas. El patron de bandas
cromosomicas C presentd heterocromatina constitutiva en la regién centromérica de
los cromosomas. La comparacion de los resultados obtenidos con otros estudios
realizados en México determinan que el numero diploide de H. irroratus permanece
constante, sin embargo, existe polimorfismo cromosémico en el numero fundamental,
siendo de 62, 64, 68 y 74. Los estudios citogenéticos que coinciden con el presente
estudio corresponden a los estados de Chihuahua, Tamaulipas, Guanajuato,
Guerrero y Puebla, particularmente en los municipios de Coxcatlan y San Pedro
Cholula. Las diferencias morfolégicas en los cromosomas se vieron como resultado

de cambios en la estructura genética, dandose reordenamientos cromosomicos.

Palabras clave: Bandas G y C, cariotipo, cromosoma, raton espinoso de abazones.



INTRODUCCION

Cromosomas: estructuray funcion

Los cromosomas se encuentran conformados por complejos de ADN, proteinas
histénicas y no histénicas que se encuentran en su maximo estado de compactacién
(Nikoloff et al., 2021). Su estructura esta determinada por la presencia de dos mitades
idénticas o croméatidas hermanas, las cuales se producen por duplicacion en el
periodo replicativo del ADN durante una de las fases de division celular, la interfase
(Nikoloff et al., 2021). En cada cromosoma se puede identificar un brazo corto y otro
largo, denominados p y g respectivamente, los cuales se encuentran separados por

el centromero, considerado el sitio de union de las croméatidas (Nikoloff et al., 2021).

Otra estructura del cromosoma son los telémeros, secuencias de nucleotidos
localizados en su extremo, los cuales no se distinguen de manera visible de otras
regiones, pero cumplen la funciébn de conservar la integridad del cromosoma,

ayudando a prevenir la proliferacion ilimitada (Curtis et al., 2008; Nikoloff et al., 2021).

Por otra parte, el ciclo celular se divide en tres fases principales: interfase, mitosis y
citocinesis (Curtis, 2008). En la fase de mitosis, los cromosomas forman estructuras
mas compactas que se unen al huso cromatico, donde se puede identificar a cada par
de éstos (Jiménez y Marchant, 2003). Dicho proceso celular este compuesto a su vez
por cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase (Curtis, 2008). En estas
etapas se pueden observar cromosomas, desde estados laxos 0 poco compactados,
como en los nucleos de las células en interfase, hasta en estados altamente
compactados, como sucede en la metafase mitotica, donde son denominados
cromosomas metafasicos (Nikoloff et al., 2021). Es en esta fase donde también se da
una méaxima condensacion de los cromosomas, los cuales se encuentran ubicados
en el plano ecuatorial de la célula, cada uno, en forma independiente de los demas,
esta unido por su centrédmero a una fibra o microtubulo del huso mitotico (Copelli,
2010).



Los cromosomas metafésicos se clasifican considerando la longitud de los brazos, asi
como la posicion del centromero (Bueno, 2011):

1. Metaceéntricos: donde los brazos corto y largo tienen aproximadamente la misma
longitud y el centrémero se ubica en el punto medio.

2. Submetaceéntricos: los brazos corto y largo tienen diferentes longitudes, el
centromero estd mas proximo a uno de los extremos.

3. Subtelocéntricos: el centromero esta muy cerca de uno de los extremos y el brazo
corto es muy pequefio.

4. Telocéntricos: estos se encuentran con centrémero terminal y sin brazo corto. Por

convencion, el brazo que se coloca en la parte superior (brazo p) siempre es el corto.

Citogenética

La citogenética como ciencia esta estrechamente relacionada con la genética, ya que
se encarga del estudio de la estructura, numero, morfologia y comportamiento del
ADN que se condensa durante la divisién celular, con participacion de proteinas para

formar los cromosomas (Copelli, 2010; Nikoloff et al., 2021).

La citogenética surgié a comienzos del siglo XX para explicar las leyes de Mendel
mediante el comportamiento cromosémico por fusion de dos disciplinas, la citologia y
la genética, heredando de la primera los aspectos cualitativos, fisicos y descriptivos,

y de la segunda los enfoques cuantitativos y fisiologicos (Nikoloff et al., 2021).

Desde ese entonces, se ha podido observar un gran avance en cuanto al desarrollo
de técnicas y metodologias que permiten la resolucion de problemas diagndésticos,
taxonomicos y evolutivos, entre tantos otros, de diversos grupos animales y vegetales
(Nikoloff et al., 2021).

Particularmente, la citogenética en animales ha permitido contribuir con el estudio
evolutivo de las especies, esto al estudiar los cambios cromosémicos a través del
tiempo, también ha servido para el estudio de cambios numéricos compatibles con la
vida, los cuales involucran importantes aspectos para la reproduccion animal (Ortega
et al., 2018). De igual manera, ha contribuido en el estudio de contaminantes y/o

mutagénicos en animales expuestos a ciertas sustancias o radiaciones que afectan



el ADN, de tal manera que el grado de alteracibn puede observarse a nivel
cromosomico debido a su facil obtencién, observacion y andlisis (Ortega et al., 2018).

En el caso de los estudios citogenéticos hechos en mamiferos, estos han permitido
realizar comparaciones entre especies e hipotetizar relaciones evolutivas con base

en los reordenamientos cromosomicos (Aguilera et al., 2010).

Cariotipo

El cariotipo se puede entender como el estudio de las caracteristicas morfologicas
externas de los cromosomas (Nikoloff et al., 2021), o bien como la representacion
fotogréfica de un conjunto completo de cromosomas de una especie, los cuales se

ordenan, clasifican y enumeran para su estudio (Curtis, 2008).

Los cromosomas que se muestran en un cariotipo son los cromosomas metafisicos,
lo que permite determinar el nimero, tamafo y la forma de los cromosomas e
identificar los pares homologos presentes de una célula somatica de un organismo
determinado (Curtis, 2008).

Para interpretar un cariotipo se utiliza la clasificacion propuesta por Levan et al.
(1964), la cual considera la posicion del centrdmero mediante el indice centromérico
(Cuadro 1), separandolos en: metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos y

telocéntricos.



Cuadro 1. Clasificacion de los cromosomas respecto al indice centromérico de acuerdo con
la propuesta de Levan et al. (1964). Donde (d)= Cromosomas completos igual a 10,
(r)= Relacion de brazos e (i)= indice centromérico.

Nomenclatura d r I
M 0.0 1.00 50.0
M 0.05 1.05 47.5
1.0 1.22 45.0
15 1.35 42.5
2.0 1.50 40.0
Sm 25 1.67 37.5
3.0 1.86 355
35 2.08 325
4.0 2.33 30.5
4.5 2.64 27.5
St 5.0 3.00 25.0
55 3.44 225
6.0 4.00 20.5
6.5 471 17.5
7.0 5.67 15.0
T 7.5 7.00 125
8.0 9.00 10.0
8.5 12.33 7.5
9.0 19.00 5.0
9.5 39.00 2.5
T 10.0 o 0.0

En 1970 los cromosomas se tefiian de forma uniforme, por lo que se ordenaban por
su tamafo y parecido morfolégico (Martinez et al.,, 2010). Sin embargo, un afo
después se desarrollaron técnicas que tifien los cromosomas en bandas claras y
oscuras (o fluorescentes y no fluorescentes), estas bandas seguian distintos
patrones, los cuales eran similares solo en cada pareja de cromosomas paterno y

materno (Martinez et al., 2010).

En conjunto, se establecieron cinco tipos de analisis sobre los patrones de bandas
citogenéticas (sensu Martinez et al., 2010):



a. Bandas cromosomicas C: tifien la heterocromatina constitutiva, siendo secuencias
de ADN altamente repetitivos como aquellas presentes en centrémeros y telomeros
(Nikoloff et al., 2021).

b. Bandas cromosomicas G: llamadas asi porque se tifien con Giemsa en forma de
bandas transversales claras y obscuras.

c. Bandas cromosomicas Q: aparecen como bandas fluorescentes y brillantes en
contraste con otras no fluorescentes. Estas bandas, aunque faciles de obtener,
presentan problemas metodoldgicos y de analisis (se ven solo con luz ultravioleta y la
fluorescencia dura poco tiempo).

d. Bandas cromosdémicas R: constituyen la representacion del patrén reverso de las
bandas cromosomicas G.

e. Bandas Ag-NOR: muestran las regiones organizadoras nucleolares de los

cromosomas acrocéntricos.

Reordenamientos cromosomicos

Las técnicas de bandeo cromosOmico permitieron observar reordenamientos
causantes de las mutaciones y polimorfismos cromosémicos (Méndez, 2014). Estas
modificaciones cromosdmicas de tipo estructural implican cambios en la secuencia
genética sobre los cromosomas, provocando pérdida, ganancia o reordenamiento de
secciones particulares de los mismos, como son las inversiones, en donde se
producen dos puntos de ruptura y el segmento intermedio rota 180° y se reinserta en
los puntos rotos (Méndez, 2014). Si el segmento invertido incluye el centromero, es
una inversion pericéntrica, si no la incluye es una inversion paracéntrica (Méndez,
2014).

Las deleciones se forman por la pérdida de un fragmento cromosémico, este
segmento puede ser intersticial o terminal (Ortega et al., 2018). Pequeiias deleciones
han sido reportadas recientemente con el uso de técnicas citogenéticas de alta

resolucién (Ortega et al., 2018).



Biologia de Heteromys irroratus

El orden Rodentia contempla un grupo de mamiferos que se caracterizan por
presentar un anico par de incisivos frontales, tanto superiores como inferiores, estos
dientes son de crecimiento continuo (2 a 5 mm por semana), tienen el borde cortante
y en forma de cincel y estdn separados de los premolares y molares (en conjunto,
molariformes; Asociacion Paraguaya de Mastozoologia y Secretaria del Ambiente,
2017). Externamente, la mayoria comparten un cuerpo cilindrico, con extremidades
cortas y cola ausente a muy larga, con el labio superior usualmente hendido, el rinario
rudimentario y una coloracién criptica, es decir gama de grises y marrones

(Asociacion Paraguaya de Mastozoologia y Secretaria del Ambiente, 2017).

Los roedores que se encuentran en México se dividen en ocho grandes familias que
representan el 45.6% de todos los mamiferos presentes en el pais (Le6n, 2014). Entre
los roedores mas grandes se considera el tepezcuintle (Cuniculidae), seretes o
aguties (Dasyproctidae) y los castores (Castoridae), mientras que entre los mas
pequefios destacan los roedores con pelos modificados en forma de espinas
conocidos como puercoespines (Erethizontidae), las tuzas (Geomyidae), ardillas
(Sciuridae), ratones y ratas de abazones (Heteromyidae) y los muridos (Muridae;
Ledn, 2014).

La Familia Heteromyidae aparecié por primera vez en el Oligoceno de Norteamérica
(Vaughan,1988). De acuerdo con Patton (2005), esta familia estd conformada a su
vez por tres subfamilias:
e Dipodomyinae, que incluye los géneros Microdipodops (ratones canguro
cuadrupedos) y Dipodomys (ratas canguro bipedas).
e Perognathinae conformada por los géneros Perognathus y Chaetodipus
(ratones de bolsillo sedosos o escansoriales).
e Heteromyinae conformada por Heteromys y Liomys, considerados grupos

parafiléticos (ratones espinosos).

Es dentro de esta ultima subfamilia en la que se ubica la especie de interés de este

trabajo: Heteromys irroratus (Gray, 1868).



Recientemente, el trabajo realizado por Gutiérrez-Costa (2021) propone que se
reconozca la validez taxonomica de las siguientes especies dentro del género
Heteromys: H. alleni, H. jaliscensis, H. texensis, H. pretiosus, H. irroratus, H. acutus

y H. bulleri.

Clasificacion taxon6mica
Se sigue la propuesta sistematica de Hafner et al. (2007):
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Familia: Heteromyidae
Género: Heteromys
Especie: H. irroratus (Gray, 1868)
Nombre comun: Ratén de abazones, ratdn espinoso y ratéon

espinoso mexicano.

Descripcion morfolégica

Los ratones pertenecientes al género Heteromys se caracterizan por la forma del
cuerpo, el cual estd adaptado para la locomocién tipo escansorial, son de habitos
nocturnos y solitarios y tienen orejas pequefias (Genoways, 1973). Es un grupo que
presenta mejillas con bolsas externas forradas de piel, similares a las que se observan

en las tuzas (familia Geomyidae; Gutiérrez-Costa, 2021).

La especie Heteromys irroratus, conocida comunmente como ratdbn espinoso
mexicano, se caracteriza por presentar un craneo robusto con denticion gruesa e
interparietal ovoide (Ramirez y Sanchez, 1972), presenta ampollas mastoideas
moderadamente infladas que nunca se proyectan al plano posterior-dorsal del
occipucio (dorsal al meato auditivo externo), la pared del craneo esta compuesta
enteramente por el escamoso, con el plano ventral de la ampolla timpanica mas alto

gue el plano oclusal de los dientes de las mejillas (Williams et al., 1993).



Particularmente, este grupo se distingue por poseer un baculo simple con base
redondeada, cinco tubérculos plantares y un pelaje carmelita grisaceo con una linea
lateral, usualmente presente de color rosa y vientre blanco (Genoways, 1973; Dowler
y Genoways, 1978; Gutiérrez-Costa, 2021).

Heteromys irroratus muestra un pelaje grueso con abundante rigidez, pelos aplanados
en forma de espinas en las superficies dorsales y laterales del cuerpo, de coloracion
pardo-grisacea en el dorso, con una franja lateral muy tenue de color amarillo y el

vientre blanco (Williams et al., 1993; Fig. 1).

Figura 1. Heteromys irroratus, imagen tomada de CONABIO (2022).

Las extremidades posteriores presentan solo cinco cojinetes plantares en la pata
trasera, en lugar de seis como las demas especies del género Heteromys (Espinosa
y Chavez, 2005). En general, poseen medidas externas y craneales de pequefio
tamano (Genoways, 1973), con una longitud total de 194-300 mm., longitud de la oreja
22-36 mm., longitud de la cola 95-169 mm y longitud de la pata 27.3-37 mm. (Ceballos,
2014).

Los grupos que se encuentran dentro de Heteromys irroratus varian en tamano
dependiendo su distribucidn geografica, las que se encuentran en la porcion Norte de
México se observan de menor tamafio en las planicies costeras del Golfo y en las
montafas bajas del Este de la Sierra Madre Oriental (longitud promedio de la pata



posterior = 28-30 mm.; longitud promedio del craneo = 32 mm (Espinosa y Chéavez,

2005). El tamano incrementa desde la planicie superior de la Sierra Madre hasta la

altiplanicie interior, donde la talla mas grande es encontrada en la Sierra Madre del

Oeste de Chihuahua (longitud promedio de la pata posterior = 34 mm. y longitud

promedio del crdneo = 37mm.; Espinosa y Chévez, 2005).

Otras diferencias morfolégicas que se consideran dentro de Heteromys son las

caracteristicas del margen nasal posterior y el hueso interparietal (sensu Genoways,
1973; Gutiérrez-Costa, 2021):

1.

H. irroratus son de mayor tamafo, presentan el margen posterior de los
huesos nasales redondeada, y la longitud de los huesos premaxilares es mayor
gue la longitud de los huesos nasales.

H. alleni también son de mayor tamafio, la forma del margen posterior nasal
es truncado, presenta el hueso interparietal dividido en un mayor porcentaje en
comparaciéon con los individuos de H. i. texensis y la longitud de los huesos
premaxilares es mayor que la de los huesos nasales.

H. bullerri presenta el ancho mastoideo relativamente estrecho, con huesos
interparietales mas reducidos en relacién con el resto de las especies, la forma
del margen posterior de los huesos nasales es emarginada y presentan la
misma longitud entre los huesos nasales y los huesos premaxilares.

H. texensis presenta una tendencia de manera progresiva en la disminucion de
tamafio, son mas pequefios que H. alleni, presenta la region del rostro mas
corta en relacién con el resto de las especies del grupo, un amplio ancho
zigomatico y mastoideo, y amplios huesos interparietales. EI margen posterior
de los huesos nasales es truncado, y longitud de los huesos premaxilares es
mayor que la longitud de los huesos nasales.

H. jaliscensis presenta el margen posterior de los huesos nasales redondeado,
y la longitud de los huesos premaxilares es mayor que la de los huesos
nasales, presentando el interparietal dividido.

H. pretiosus muestra la region del rostrum mas corta en relacion con el resto
de las especies del grupo, se distingue por el margen posterior de los huesos
nasales redondeado, y por presentar una longitud mayor de los huesos

premaxilares que la longitud de los huesos nasales.



7. H. acutus es de un craneo de gran tamafio en comparacién con H. alleni,
presenta huesos interparietales estrechos, el margen posterior de los huesos
nasales emarginado, los huesos premaxilares y nasales son de la misma

longitud.

En general, la taxonomia de los roedores y otros grupos de mamiferos, se han basado
principalmente en la morfologia y la distribucion (Gutiérrez-Costa, 2021). Sin
embargo, se han hecho estudios utilizando marcadores moleculares y mitocondriales
(Cyt b) en la sistematica de estos grupos (e.g. Gutiérrez-Costa et al., 2021). Rogers y
Vance (2005) también utilizaron secuencias de citocromo b (Cyt b), revelando la
existencia de dos linajes monofiléticos bien sustentados que estan genéticamente

diferenciados y pueden representar especies del género Heteromys.

Es asi como los datos moleculares han confirmado la presencia de multiples especies
cripticas que se creian subespecies dentro de Heteromys irroratus, siendo un
complejo compuesto por al menos siete especies que representan entidades
naturales con un origen evolutivo en comun, siendo linajes monofiléticos, excepto en
el caso de H. i. alleni y H. i. torridus (Gutiérrez-Costa et al. 2021; Rogers y Vance,
2005).

Distribucion

La distribucion de Heteromys irroratus abarca predominantemente el territorio
mexicano, desplazandose hacia el sur a lo largo de la mayor parte del centro del pais
(Patton, 2005). En Estados Unidos de América solo se registra en una pequefa
porcién del sur de Texas (justo al norte del rio Grande), por lo que se considera una

especie practicamente endémica de México (Gutiérrez-Costa, 2021).

Por su parte, Genoways (1973), Dowler y Genoways (1978) refieren que, en México,
esta especie se encuentra en el Altiplano Mexicano y areas circundantes, donde el
sur de Chihuahua seria la parte mas nortefia de su distribucion, hasta la region centro-

sur de Oaxaca, considerandose la zona mas surefa.

Williams et al. (1993) mencionan que los ratones de abazones espinosos Heteromys

irroratus, se restringen principalmente a zonas aridas y semiaridas, Esta especie
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puede ser principalmente encontrada en matorrales xerofilos y bosques espinosos,
aunque también se puede observar en bosques caducifolios, de coniferas, encinos y
otros habitats tropicales y subtropicales semiaridos (Anderson et al., 2006; Dowler y

Genoways, 1978).

De manera general, el ratén de abazones espinosos se localiza desde el nivel del mar
en las costas de Tamaulipas y Veracruz hasta mas de 3,050 m de altura en Cerro San

Felipe y Monte Zempoaltepec en Oaxaca (Espinosa y Chavez, 2005).

Si bien se menciona que Heteromys irroratus suele hacer contacto con el area de
distribucion geografica de H. pictus, rara vez es simpatrica con otros congéneres
(Dowler y Genoways, 1978). Aunque se ha registrado la preferencia de la especie por
hébitats relativamente aridos, su mayor ocurrencia es en areas de la meseta central-
norte de México, la cual recibe menos de 500 mm de lluvia anualmente (Dowler y

Genoways, 1978).

Existe una restringida distribucién de los grupos dentro de Heteromys (Sensu
Gutiérrez-Costa, 2021; Fig. 2):

1. H. irroratus, la cual es la especie nominal, fue descrita inicialmente como Heteromys
irroratus (Gray, 1868), cuya distribucidn se restringe a la region central y sur-central
de Oaxaca.

2. H. alleni presenta una amplia distribucién geogréafica en el Altiplano Mexicano al
norte del Eje Neovolcanico Transversal, desde el sur de Chihuahua, hacia el sur llega
a los estados de Puebla, Morelos, norte de Oaxaca y norte de Guerrero. Al oeste, la
distribucion llega hasta el noreste de Jalisco, norte de Michoacan, abarcando los
estados de Hidalgo, Querétaro y Guanajuato; y al este de su distribucion llega hasta
San Luis Potosi, la Sierra Madre Oriental en Tamaulipas y Nuevo Ledén.

3. H. bulleri se extiende hacia el suroeste de Jalisco, en la Reserva de la Biosfera
Sierra de Manantlan.

4. H. texensis se encuentra en las costas de Texas en Estados Unidos y en los
estados de Tamaulipas, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Veracruz y Puebla.

5. H. jaliscensis se encuentran en la regidn sur, central y norte de Jalisco y al norte

llegan hasta Zacatecas y Nayarit.
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6. H. pretiosus se encuentra en las montafias en el extremo este de San Luis Potosi,
norte de Querétaro, norte de Hidalgo, noreste de Puebla y norte de Veracruz, en
México.

7. H. acutus es una especie cuya distribucion se restringe a la region central de

Michoacan, en los alrededores de Patzcuaro.
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Estado de conservacion

Las subespecies de H. irroratus son comunes pero limitadas, con tendencia de
poblacién estable y no se conocen amenazas importantes, por lo que este complejo
en general esta catalogado como de preocupacién menor, en vista de su amplia
distribucion, y porque es poco probable que disminuya al ritmo requerido para calificar
en la inclusion de una categoria como amenazada (CONABIO, 2022).

Por su parte, en la Norma Oficial NOM-059 SEMARNAT-2010 se cataloga a
Heteromys irroratus como especie de preocupacién menor y dentro de la Lista Roja
de Especies Amenazadas de la UICN esta catalogada como de Preocupacion Menor
(Castro et al., 2016).

Es importante destacar que Heteromys irroratus presenta una distribucion muy amplia
pero restringida, es crucial prestar atencion a los problemas de conservacién que
rodean a este taxon, ya que en la Sierra de Manantlan es una localidad nueva para
H. i. bulleri, extendiéndose en un rango de aproximadamente 125 km al sureste de la

localidad y 80 km al sur de Soyatlan del Oro (Gutiérrez-Costa et al., 2021).

Al igual que se ha observado para otras especies de roedores y mamiferos, las
principales amenazas para la conservacion del grupo serian: el cambio en el uso de
suelo, la destruccién del habitat y la falta de conocimiento acerca de su distribucion

actual y sus tendencias poblacionales (Fernandez et al., 2014).

Habitat y ecologia

Con respecto a sus habitos alimentarios, en México Heteromys irroratus busca
semillas y las almacena, ya que posee abazones externos en las mejillas (Santos y
Santiago, 2012). Esta adaptacion le permite la recoleccion eficiente y el transporte de

alimentos en periodos cortos (Reichman, 1983; Santos y Santiago, 2012).

En el sur de Texas, su dieta incluye semillas de Celtis australis (almez), Prosopis
glanduloso (mezquite miel) y otros arbustos, los cuales llevan a su almacenamiento
en galerias construidas bajo troncos, rocas y arbustos (Espinosa y Chavez, 2005;

Santos y Santiago, 2012).
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Estos organismos son considerados depredadores/removedores importantes de
semillas, lo cual influye en la estructuracion de comunidades de plantas anuales en
habitat desérticos y posiblemente en otras selvas en las que este tipo de roedores se

encuentran presentes (Santos y Santiago, 2012).

Con respecto a las caracteristicas de sus madrigueras, la entrada suele estar cubierta
con hojas u otro tipo de vegetacion, o con un pequefio monticulo de tierra (Espinosa
y Chavez, 2005).

En cuanto a su reproduccion, esta tiene lugar durante todo el afio, con una mayor

actividad entre los meses de agosto a noviembre, teniendo de dos a ocho crias, con

un tamafo promedio de camada de cuatro (Wilson y Ruff, 1999).
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ANTECEDENTES

En México se han llevado a cabo andlisis citogenéticos del género Heteromys con
diversos propdésitos, entre los que destacan el de Genoways (1973), quien realiz6 un
estudio citogenético en Chihuahua, Guanajuato, Guerrero, Tamaulipas y Texas.
Genoways presentd la descripcion cromosomica de H. pictus, H. spectabilis, H.
salvini, H. adspersus y de H. irroratus, utilizando la técnica de secado al fuego. Obtuvo
la preparacion de los cromosomas a partir de la médula 6sea y los tifié con Violeta de
Genciana. El autor utilizé exclusivamente ejemplares machos. Los resultados en H.
irroratus indicaron un numero fundamental de 2n=60 y un NF=62, los autosomas
fueron un par metacéntrico de tamafio mediano, un par submetacéntrico largo, y 27
pares telocéntricos. El cromosoma X fue submetacéntrico grande, el cromosoma

sexual Y fue subtelocéntrico mediano.

Cervantes et al. (1999) realizaron la descripcion cromosomica y patron de bandas G
y C de dos subespecies y una especie de Heteromys de la localidad de Jalisco: H. i.
jaliscensis, H. p. pictus y la especie H. spectabilis. Los autores utilizaron machos y
hembras. En el caso de H. i. jaliscensis de la localidad de Mazamitla, Jalisco, se
present6é un 2n=60 y NF=68. De los 29 pares de autosomas, dos fueron metacéntricos
(uno grande y el otro pequefio), se presentaron tres pares de autosomas
subtelocéntricos pequefios y 24 pares de autosomas telocéntricos grandes y

pequefios, el cromosoma X y el Y fueron grandes y submetacéntricos.

Por su parte, Mata (2002) analizo el cariotipo de cinco subespecies de H. irroratus (H.
i. alleni, H. i. guerrerensis, H. i. irroratus, H. i. jaliscensis y H. i. torridus) de las
localidades de Michoacan, Tlaxcala, Hidalgo, Guerrero, Oaxaca y Jalisco. El autor
utiliz6 machos y hembras. Se observé que comparten un cariotipo convencional Unico.
Todos los grupos presentaron 2n=60 cromosomas y NF=68, cinco pares de
cromosomas birrameos y 24 monorrameos. De los cromosomas birrameos dos pares
de autosomas fueron metacéntricos (un par grande y otro mediano), tres pares de
autosomas subtelocéntricos (uno mediano y dos pequefios) y 24 pares de autosomas
telocéntricos (grandes a pequefios). El cromosoma X fue un submetacéntrico grande
y el cromosoma Y fue submetacéntrico mediano. EI mayor nimero de bandas

cromosomicas G en el grupo fue de cuatro bandas, mientras que la menor cantidad

15



fue de una banda observada en los cromosomas pequefios. El autor concluy6 que no
hay ningun tipo de reordenamiento cromosomico porque no se observaron diferencias

importantes en el patron de bandeo.

Morales (2005) realiz6 una descripcibn cromosémica de Sigmodon hipsidus e
Heteromys irroratus de la localidad de Chila de las Flores, Puebla. El autor utilizd
machos y hembras. Los resultados de H. irroratus indicaron que presenté un 2n=60y
NF=74, dos pares autosomicos fueron metacéntricos (uno grande y el otro pequefio),
seis pares submetacéntricos de mayor a menor tamafio y 21 pares telocéntricos de
mayor a menor tamafo. Para los cromosomas sexuales se obtuvo un cromosoma X
submetacéntrico grande y un cromosoma Y subtelocéntrico mediano. Con respecto
al patrén de bandas C, estas se observaron en la regidon del centrémero en todos los

autosomas y en mayor cantidad en los cromosomas sexuales.

Carrillo (2005) realizé un estudio citogenético de H. irroratus de Coxcatlan, Guadalupe
Victoria, Puebla. Se analizaron siete hembras y un macho. Se obtuvo un 2n=60 y
NF=62. El autor utiliz6 macho y hembra para su estudio. Los autosomas observados
para este cariotipo fueron dos pares metacéntricos medianos y 27 pares telocéntricos,
los cromosomas sexuales que registré para X fue metacéntrico y en el caso del
cromosoma Y fue submetacéntrico. Con respecto al patron de bandas C se encontro
heterocromatina constitutiva en todos los cromosomas autosémicos y en el par sexual

hubo una mayor tincion en los centrémeros y en los telomeros.

Reyes (2007) analizé la poblacion de H. irroratus de Santo Domingo, Huehuetlan El
Grande, Puebla con la finalidad de caracterizar esta poblacion con base en el patron
de bandas cromosomicas. El autor utilizo dos machos y tres hembras, y obtuvo un
2n=60 y NF=64, los pares autosémicos fueron tres submetacéntricos y 26
telocéntricos. En cuanto a los pares sexuales, X fue submetacéntrico grande y el Y
fue telocéntrico grande. Con respecto al patron de bandas cromosOmicas C se
observd poca cantidad de heterocromatina constitutiva, viéndose en la region
centromérica de los pares autosémicos 3, 13, 16 y 18. En los demés autosomas la
presencia de heterocromatina no fue evidente y solo se aprecié en los cromosomas
sexuales, prevaleciendo de forma muy notoria en el cromosoma X. El patron de

bandas cromosdmicas G se observd mas en las muestras de la hembra, con bandas
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claras y oscuras distribuidas en los autosomas de cinco a una banda, en el
cromosoma sexual X se observaron cuatro bandas y en el cromosoma Y se

presentaron cinco bandas.

Serrano (2010) realiz6 un analisis cromosomico de H. irroratus de la localidad de San
Salvador Atoyatempan, Puebla. Se analizaron cinco machos y una hembra. Los
resultados indicaron que presenté un 2n=60, NF=64. De los 29 pares autosémicos
tres pares fueron submetaceéntricos y 26 pares telocéntricos, el cromosoma X fue
submetacéntrico grande y el Y telocéntrico grande. En el patron de bandas C, la
heterocromatina constitutiva se encontré6 en la regiéon centromérica en todos los
autosomas y los cromosomas sexuales presentaron heterocromatina constitutiva en

la regién centromérica.

De manera mas reciente, Salazar (2021) analizé el cariotipo de H. irroratus de Santa
Maria Acuexcomac en San Pedro Cholula, Puebla, tanto para el macho y la hembra,
el cual present6 un 2n=60 y NF=62. Los cromosomas birrameos obtenidos fueron dos
pares, uno metacéntrico mediano y otro submetacéntrico grande. Los 27 pares de
cromosomas monorradmeos fueron telocéntricos de grandes a pequefios. El par sexual
se conformd6 de un cromosoma sexual X telocéntrico grande y el cromosoma Y fue

metacéntrico pequefo.

Finalmente, se resalta que este es el primer analisis del cariotipo de H. irroratus que

se realiza en Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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JUSTIFICACION

Con base en la informacion presentada anteriormente, se observa que existe una
amplia linea de investigacion sobre el cariotipo de Heteromys irroratus en el estado
de Puebla. Sin embargo, en la localidad de Santiago Coltzingo, Ocoyucan no se ha
realizado ningun estudio de este tipo, siendo este el primero en el area. Este estudio
contribuye a obtener méas informacion en la descripcion cromosémica de Heteromys
irroratus. En general, son escasos los estudios que han analizado el bandeo
cromosomico G de la especie, por lo que este estudio permitira a su vez observar y
comparar las bandas cromosdémicas, determinando asi los posibles cambios
estructurales en los cromosomas de la especie, en comparacion con otros estudios

realizados en México.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Describir el cariotipo de Heteromys irroratus presente en Santiago Coltzingo,

Puebla.

Objetivos particulares

e Obtener las constantes cromosémicas (numero diploide y nuamero
fundamental) de Heteromys irroratus de Santiago Coltzingo, Puebla.

e Obtener el bandeo cromosémico G y C de Heteromys irroratus de Santiago
Coltzingo, Puebla.

e Comparar los resultados Heteromys irroratus de Santiago Coltzingo con otras

poblaciones distribuidas en México y Puebla.

19



MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo en la localidad de Santiago Coltzingo, situada en el
Municipio de Ocoyucan en el Estado de Puebla (INEGI, 2010). El municipio de
Ocoyucan se encuentra al sur-oeste del estado de Puebla, el cual colinda al norte con
los municipios de Santa Isabel Cholula, San Gregorio Atzompa y San Andrés Cholula;
al este con los municipios de San Andrés Cholula y Puebla Capital; al sur con los
municipios de Puebla, Teopatlan y Atlixco; al oeste con los municipios de Atlixco y
Santa Isabel Cholula (INEGI, 2010; Fig. 3).

Por su parte, la localidad de Santiago Coltzingo colinda al Norte con Francisco
Sarabia, al oeste con Emilio portes Gil, al suroeste con Santa Lucia Cosamaloapan,
al sur con San Felipe Xonacayuca, al este con San José Zetina y al noreste con Santa
Maria Malacatepec (INEGI, 2010).

El sitio de muestreo se localiza en las coordenadas 18°55°04” de latitud norte y los
meridianos 98°18’49” de longitud oeste, a una altitud de 2,670 metros sobre el nivel
del mar, este sitio se considera como una colina con vegetacién de bosque de encino
gue presenta una mayor densidad de Opuntina ficus-indica y Thevetia peruviana
(INEGI, 2010; Fig. 4).

En el &rea se presenta un clima templado subhimedo con lluvias en verano (INEGI,
2010). El uso del suelo representa una vegetacion de bosque del 35.24% y 18.99%
de pastizal, el uso de suelo en agricultura es del 35.90% y la zona urbana esta
conformada por el 9.87% del area (INEGI, 2010).
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Trabajo de campo

El trabajo de campo consistié en la realizacion de tres muestreos que se llevaron a
cabo el 10 y 12 de diciembre de 2022 y el 12 de enero de 2023. En cada dia de
muestreo se establecié un transecto de 300 m. en donde fueron colocadas 30 trampas
tipo Sherman, con un intervalo de 10 m entre cada una. Se coloc6 un cebo en las
trampas, el cual consistia en una combinacion de hojuelas de avena y esencia de

vainilla (Martinez-Vazquez et al., 2006)

Las trampas se colocaron desde las 5:00 pm. de cada dia y se recogieron a las 7:00
am del dia siguiente. Se tomaron las coordenadas geograficas de las trampas en
donde fueron capturados los ejemplares de roedores, con ayuda de un GPS marca
Garmin, modelo Etrex22X (Fig. 5).

Con este esfuerzo de muestreo se lograron capturar dos ejemplares de H. irroratus,
gue correspondian a un ejemplar macho y una hembra, los cuales fueron
transportados al laboratorio de Mastozoologia de la Facultad de Ciencias Biologicas

de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) para su posterior analisis.

Figura 5. Caracteristicas fisicas del sitio de colecta en Santiago Coltzingo del municipio
de Ocoyucan, Puebla.

22



Trabajo de laboratorio

Determinacion especifica

Una vez que los ejemplares fueron trasladados al laboratorio, se determinoé la especie
observando las siguientes caracteristicas morfolégicas discriminantes:

1. Presencia de abazones externos en las mejillas, caracteristica de la Familia
Heteromydae.

2. Pelaje hirsuto (grueso y rigido, en forma de espinas).

3. Craneo robusto y ovoide.

4. A nivel de especie, fue importante considerar la coloracion del pelaje y la presencia

de los cinco cojines plantares que la distingue.

Una vez determinados a nivel especie, los ejemplares fueron resguardados para la

posterior obtencion de cromosomas por medio de la extraccion de médula 6sea.

Extraccion de médula 6sea

Para la obtencion de los cromosomas, se realiz6 la técnica de extraccion de médula
Osea propuesta por Baker et al. (1982), la cual consistié en lo siguiente: primero se
procedio a pesar y determinar el sexo de cada ejemplar, posteriormente, se les inyecté
colchicina intraperitoneal mente en proporcion de 0.1 ml por cada 10 gr de peso, la
cual se dej6 actuar por 25 minutos para inhibir la formacién del huso mitético y permitir

obtener los cromosomas en metafase.

Pasado este tiempo, se sacrificé al ejemplar por dislocacion cervical, posteriormente,
se tomaron medidas morfométricas del organismo (longitud total, longitud de la cola,
longitud de la pata trasera y longitud de la oreja), con ayuda de una regla.

A continuacién, y en un tiempo no mayor a cinco minutos, se extrajeron sus
extremidades posteriores, para lo cual se les retird todo el musculo, dejando los
huesos para luego retirar las epifisis con ayuda de una tijera de diseccion. Una vez
retirada la epifisis, con ayuda de una jeringa se tomé Cloruro de Potasio (KCI) como
solucién hipoténica a 37°C para retirar la médula 6sea, la cual fue colocada en un

tubo de centrifuga con tapon conteniendo la solucion hipotonica, esto provoco la
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entrada de agua a las células debido a la alta concentracion de sales, de tal manera
gue se hincharon las células sin disgregar la mitosis (Baker et al., 1987; Patton, 1967).

Posterior a esto, se resuspendio la solucidon con la médula 6sea y se incub6 a 37°C
durante 40 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugd a 800 rpm durante
ocho minutos, después con una pipeta Pasteur se extrajo el sobrenadante y se
agregaron 5 ml de solucion fijadora de Carnoy recién preparada y refrigerada, la cual
consistia en metanol y acido acético (en proporcion 3:1). Finalmente, se dejé el

material en refrigeracion a una temperatura de -23°C.

Por otra parte, para conservar los 6rganos y tejidos (musculo, corazon, riflones e
higado) estos se colocaron en alcohol al 70%, haciéndoles cortes muy delgados para
que entrara todo el alcohol al tejido. Finalmente, los ejemplares pasaron por un
proceso de taxidermia, siguiendo la técnica propuesta por Martinez et al. (2008), los
cuales se encuentran bajo resguardo en la coleccién de mamiferos de la Facultad de

Ciencias Biologicas (BUAP).

Elaboracion de laminillas

Para este proceso, primero se lavaron tres portaobjetos con jabdn en polvo para quitar
cualquier residuo que pudiera afectar el proceso, estos se colocaron en alcohol al
70% a -23°C, siguiendo el protocolo de Solari (2004). Posteriormente, se centrifugo
el tubo con médula ésea a 800 rpm durante ocho minutos. Con una pipeta Pasteur se
retird el sobrenadante cuidando de no vaciar la muestra y se coloco por las paredes
del tubo una solucién fijadora de Carnoy. Se resuspendio y se tomé el material del
tubo para que a una altura de tres metros aproximadamente, se dejara caer en el
portaobjetos previamente colocado, provocando asi que se dispersara el material
genético con el impacto. Se aplicé la técnica de aire-fuego propuesta por Baker y
Qumsiyeh (1988), en donde se le prendi6é fuego hasta que el alcohol recorriera todo
el portaobjetos y se apago agitando la laminilla. Inmediatamente después de esto se
le coloco aire a presion con una bomba de aire y se dejaron secar sobre papel

absorbente en un angulo de 25° por cinco minutos.
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Tincién
Para este proceso, las laminillas se tifieron con Giemsa al 5%, sumergiéndolas por
12 minutos. Posteriormente, se retiraron las laminillas de la tincion y se eliminé el

excedente sumergiéndolas en un vaso de precipitado con agua destilada. Por ultimo,

las laminillas se dejaron secar a 25°C por cinco minutos.

Las tinciones generadas se revisaron con un microscopio 6ptico marca ZEISS con los
objetivos 10X y 40X, donde se pudieron localizar los campos en metafase que

estuvieran completos y lo mas extendidos posibles para su posterior conteo.

Con ayuda de una laminilla con nameros y letras ubicados de forma horizontal y
vertical, se pudieron identificar y anotar cuales eran los campos mitéticos que
presentaban una mejor calidad. Una vez reconocidos estos campos mitéticos, fueron
fotografiados con una camara fotografica PROGRES GRYPHAX montada sobre el
microscopio Leica Microsystems DM1000 LED. Las fotografias se tomaron con el
objetivo 100X y aceite de inmersién. Estas imagenes se editaron con el programa de
fotografia digital Adobe Lightroom (Copyright© 2024) version 9.5.0, en donde se
modificé el contraste. Las fotografias editadas y revisadas se imprimieron en papel

fotografico tipo mate.

Construccién de cariotipo

A partir de las impresiones de las tinciones, los cromosomas se recortaron y se
organizaron con sus respectivos pares homologos. Con ayuda de una regla y el
programa ImageJ version 1.54 (Rasband., 2018) se tomaron las medidas de los
brazos largos y cortos de cada cromosoma, con la intencion de obtener un promedio
para cada. Posteriormente, se calculé el indice centromérico de cada par de

cromosomas con la féormula propuesta por Levan et al. (1964):

IC=2-X100
pP+q

Doénde:
IC: indice centromérico
p: Longitud del brazo corto

g: Longitud del brazo largo
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Este calculo se gener6 con ayuda del programa Excel Office 365 MSO (version 2407,
compilacion 16.0.17830.20056) de 64 bits.

Bandeo cromosdmico G

Para la obtencion del patrén de bandeo cromosomico G se utilizo la técnica de
Grouchy y Turleau (1977) y Patton y Baker (1978). Esto consistio en dejar envejecer
las laminillas con las tinciones durante siete dias para después colocarlas en la estufa
a una temperatura de 65°C durante 16 horas. Esto permitié el endurecimiento de los
cromosomas para que se pudieran observar las bandas. Posteriormente, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y una vez frias se colocaron en tripsina al 0.025% por
120 segundos. La tripsina es un degradador enzimético. Pasado este tiempo, las
laminillas se metieron en dos vasos Coplin con amortiguador de Fosfato salino (PBS),
en cada vaso se hizo un enjuague metiendo y sacando las laminillas 10 veces, luego
se sumergieron las laminillas en colorante Wright por cinco minutos y posteriormente
se dejaron 10 minutos en la tincién con el colorante Giemsa al 2%. Por ultimo, se
enjuago con agua destilada lavando cada laminilla solo una vez, con la finalidad de
quitar el exceso de tincién, se dejé secar a temperatura ambiente durante cinco

minutos para posteriormente observarlas en el microscopio optico.

Bandeo cromosémico C

Para realizar el bandeo cromosémico C se utilizé el método descrito por Summer et
al. (1971) y Arrighi y Hsu (1971). Para esto se utilizaron nuevas laminillas con los
campos mitéticos ubicados. Se dejaron envejecer durante siete dias, pasado ese
tiempo se colocaron en un vaso de precipitado que contenia HCI al 2% durante 15
minutos, se lavaron con agua destilada tres veces y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante cinco minutos. Las laminillas se sumergieron en un vaso Coplin el
cual contenia una solucién saturada de Hidroxido de Bario a 45°C, por un lapso de
cuatro minutos. Posteriormente se volvieron a meter y sacar de manera simultanea
en HCI tres veces, fueron enjuagadas con agua destilada y se dejaron secar a

temperatura ambiente.

Después, las laminillas se colocaron en camaras humedas (cajas Petri con papel filtro

como base, humedecidas con una solucién salina 2XSSC, con un pH neutro de 7.0).
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Se colocaron siete gotas de 2XSSC con una pipeta Pasteur a las laminillas de manera
gue quedaran totalmente cubiertas para posteriormente colocarle un cubreobjetos.

Enseguida, se metieron a incubar a 65°C durante 16 horas. Una vez transcurrido este
lapso fue retirado el cubreobjetos, las laminillas se enjuagaron tres veces con agua
destilada, se dejaron secar a temperatura ambiente, después se realiz6 el proceso de
deshidratacion, sumergiéndolas en alcohol al 70% durante cinco minutos y durante
otros cinco minutos mas en alcohol al 95%. Al final se dejaron secar a temperatura
ambiente por cinco minutos. Las laminillas se tifieron con Giemsa al 4%, esta tincion
ya estaba preparada con un amortiguador salino de Fosfato de Sodio con un pH 7.0
durante 12 minutos, se enjuagaron las laminillas nuevamente con agua destilada para
dejarlas secar a temperatura ambiente por cinco minutos. Por ultimo, se tomaron
fotografias para poder acomodar las imagenes por pares homdélogos y contar las

bandas presentes.
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RESULTADOS

A partir de los muestreos realizados en la zona de estudio de Santiago Coltzingo, se
capturaron dos ejemplares de Heteromys irroratus, que correspondian a un macho y

una hembra.

El trabajo en laboratorio permitio la elaboracién de 24 laminillas, con las cuales se

analizaron 500 campos mitéticos en metafase.

Se generaron un total de 225 fotografias de los 78 campos mitéticos que presentaban

una mejor calidad (Fig. 6).

Cariotipo de Heteromys irroratus de Santiago Coltzingo
El cariotipo de Heteromys irroratus de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla

presentd un 2n=60 y un NF=62 (Figs. 7 y 8).

Con respecto a los cromosomas, se obtuvieron dos pares birrdmeos: uno
metacéntrico mediano y otro submetacéntrico grande. De la misma manera, se

obtuvieron 27 pares de cromosomas monorrameos telocéntricos grandes y pequefios.

En cuanto a los cromosomas sexuales, se obtuvo un par compuesto por el

cromosoma X submetacéntrico grande y el cromosoma Y metacéntrico mediano.

»

Figura 6. Imagen que muestra el campo mitético del ejemplar macho de Heteromys

irroratus de la localidad de Santiago Coltzingo.
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Figura 7. Cariotipo convencional de Heteromys irroratus macho de Santiago Coltzingo,
Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico,

X=Cromosoma sexual “X” y Y=Cromosoma sexual “Y”.
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Figura 8. Cariotipo convencional de Heteromys irroratus hembra de Santiago
Coltzingo, Puebla. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico,

X=Cromosoma sexual “X”
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Se generd el ideograma de los dos sexos de Heteromys irroratus, en donde se
observo que el par metacéntrico fue mediano, el par submetacéntrico grande y los
pares telocéntricos estuvieron conformados por grandes, medianos y pequeiios (Fig.
9).

De igual manera, se obtuvieron los valores promedios de las longitudes relativas de
los pares cromosOmicos de H. irroratus, como resultado de las mediciones de 10
cariotipos (cinco de hembra y cinco de macho; Cuadro 2). Del par uno al dos
corresponde los autosomas birrameos y del par tres al 27 corresponden los

monorramos, en donde se puede observar que solo esta la longitud del brazo q.
El cromosoma mas grande en longitud se presentd en el par tres como telocéntrico,

posteriormente se encuentra el cromosoma sexual X, mientras que el valor mas bajo

en longitud fue para el par 29 (Cuadro 2).
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Figura 9. Ideograma del cariotipo convencional de ejemplar Heteromys irroratus. Donde
m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X” y

Y=Cromosoma sexual “Y”.
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Cuadro 2. Longitudes relativas de los pares cromosomicos de Heteromys irroratus.
p=Promedio del brazo corto, g=promedio del brazo largo. DSp=Desviacion estandar del
brazo corto. DSg=Desviacion estandar del brazo largo. DS p+q= Desviacion estandar de la

longitud total del cromosoma. IC= Indice centromérico. ~m=Metacéntrico.
sm=submetacéntrico. st=subtelocéntrico. t=Telocéntrico.
Clasificacion
Levan

Par p DS p Q DS ¢ p+q DS p+q IC et al. (1964)
1 |3.167| 0.871 | 3.874 1.072 7.041 1.909 | 45.086 m

2 [3.219| 0.403 | 6.437 0.899 9.656 0.986 | 33.477 sm
3 11.469 | 2.307 t

4 10.087 | 1.701 t

5 8.979 1.631 t

6 8.370 1.509 t

7 7.847 1.243 t

8 7.554 1.279 t

9 7.220 1.364 t
10 6.953 1.374 t
11 6.706 1.239 t
12 6.519 1.218 t
13 6.349 1.182 t
14 6.068 1.068 t
15 5.762 8.584 t
16 5.528 8.004 t
17 5.288 7.459 t
18 5.029 7.517 t
19 4.825 7.649 t
20 4.579 7.994 t
21 4.287 6.745 t
22 3.978 6.004 t
23 3.805 6.266 t
24 3.589 6.292 t
25 3.464 6.098 t
26 3.274 5.338 t
27 2.941 4.846 t
28 2.519 6.420 t
29 2.149 4.553 t

X 13.508( 0.878 | 7.778 1.137 11.286 1.817 | 30.828 sm
Y |2.652| 5.137 | 3.974 8.552 6.626 1.316 | 40.247 m
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Bandeo cromosdmico G

El ejemplar macho de H. irroratus presentd un patrén de bandeo cromosomico G
conformado por tres bandas en los autosomas metaceéntricos, cuatro bandas en los
submetacéntrico, cinco bandas para los telocéntricos mas grandes y de una a dos
bandas en los telocéntricos mas pequefios. Se observaron cuatro bandas en el

cromosoma sexual X y tres bandas en el cromosoma sexual Y (Figs. 11y 12).

De la misma manera, el ejemplar hembra mostré resultados similares, donde los
autosomas metacéntricos mostraron tres bandas, los submetacéntricos cuatro
bandas, los telocéntricos mas grandes presentaron cuatro bandas y los mas
pequefios de una a dos bandas. Se observaron cuatro bandas en el cromosoma
sexual X (Figs. 13y 14).

- :‘:Wf*

= g {%“{'1

Figura 10. Campo mitético (100X) con bandas cromosémicas G de

Heteromys irroratus macho de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 11. Cariotipo con bandas cromosomicas G de Heteromys irroratus macho de
Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,
t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X” y Y=Cromosoma sexual “Y”.
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Figura 12. Ideograma del patron de bandas cromosémicas G del cariotipo convencional
de Heteromys irroratus macho. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,

t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X” y Y=Cromosoma sexual “Y”.
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Figura 13. Cariotipo con bandas cromosomicas G de Heteromys irroratus hembra de la
localidad de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico,

sm=submetacéntrico, t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X”
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Figura 14. Ideograma del patrén de bandas G de Heteromys irroratus hembra.
Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual
HX”
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Bandeo cromosomico C

El cariotipo de H. irroratus con el patron de bandeo C mostré como la heterocromatina
constitutiva en el macho se encontraba en la region centromérica de los pares
autosomicos y sexuales. Sin embargo, en los cromosomas mas pequefios el patron

de bandeo C fue muy tenue (Figs. 15y 16).

Para el ejemplar hembra fue menos visible la heterocromatina constitutiva, aunque
ésta se presentd en todos los cromosomas. En el par sexual se observd
heterocromatina en el centrémero en mayor cantidad. Sin embargo, en los

cromosomas también se les presentaron bandas G (Fig. 17).

L]

Figura 15. Campo mitético (100X) con bandas cromosémicas C de Heteromys
irroratus macho de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla.
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Figura 16. Cariotipo de bandas cromosomicas C de Heteromys irroratus macho de
Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,

t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X” y Y=Cromosoma sexual “Y”.
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Figura 17. Cariotipo de bandas cromosomicas C de Heteromys irroratus hembra de

Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,

t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X”.
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La ubicacion de la heterocromatina constitutiva en la region centromérica de los
cromosomas de macho y hembra de H. irroratus, a pesar de haber sido tenue, se

present6 en todos los cromosomas autosémicos y sexuales (Fig. 18).
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Figura 18. Ideograma del patron de bandeo C de Heteromys irroratus macho y hembra de
la localidad de Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla. Donde m=metacéntrico,

sm=submetacéntrico, t=telocéntrico, X=Cromosoma sexual “X” y Y=Cromosoma sexual “Y”.

42



De manera a adicional y para facilitar la comparacién de los resultados obtenidos en
este trabajo con los de otros autores, se elabor6 un cuadro en el que se establecio la
descripcion cromosOmica de Heteromys irroratus y subespecies presentado por

varios investigadores en territorio mexicano (Cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacion de las constantes cromosOmicas de subespecies de Heteromys
irroratus de México. 2n= numero diploide, NF= numero fundamental, morfologia de los
cromosomas: m= metacéntrico, sm= submetacéntrico, st= subtelocéntrico y t= telocéntrico, X

Y= cromosomas sexuales.

Especiesy | 2n | NF|m |sm |st| t X Y Autor Localidad
subespecies
H.irroratus | 60 | 62 | 1 | 1 27 | sm | st | Genoways Chihuahua,
(1973) Guanajuato,
Guerreroy
Tamaulipas
H. i. 60 [ 68 | 2 3| 24 | sm | sm | Cervantes Mazamitla,
jaliscensis et al. (1999) Jalisco
H.i.irroratus | 60 | 68 | 2 31|24 | sm | sm [ Mata (2002) Tlacolula,
Oaxaca
H. i. alleni 60 [ 68 | 2 3|24 | sm | sm [ Mata (2002) Michoacan,
Tlaxcala e
Hidalgo
H.i. 60 | 68 3] 24 | sm | sm | Mata (2002) | Chilpancingo,
guerrerensis Guerrero
H.i. 60 | 68 3] 24 | sm | sm | Mata (2002) | Ameca, Jalisco
jaliscensis
H.i. torridus | 60 | 68 3] 24 | sm | sm [ Mata (2002) Teotitlan del
camino, Oaxaca
H.irroratus | 60 | 62 1 27 [sm| m Presente Santiago
estudio Coltzingo,
Puebla
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De igual manera, se elabordé un cuadro mostrando la comparacion de los resultados
con otros autores que han descrito el cariotipo de Heteromys irroratus en el estado de
Puebla (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de las constantes cromosémicas de subespecies de Heteromys
irroratus de Puebla. 2n= numero diploide, NF= namero fundamental, morfologia de los
cromosomas: m= metacéntrico, sm= submetacéntrico, st= subtelocéntrico y t= telocéntrico, X

Y= cromosomas sexuales.

2n | NF | m | sm | st t X Y Autor Localidad

60 | 62 | 2 27 | m | sm | Carrillo (2005) Coxcatlan, Guadalupe

Victoria, Puebla

60 | 74 | 2 6 21 [ sm | st | Morales (2005) [ Chila de las flores, Puebla

60 | 64 3 26 | sm | t Reyes (2007) | Santo Domingo, Huehuetlan

el Grande, Puebla

60 | 64 3 26 | sm | t [ Serrano (2010) [ San Salvador Atoyatempan,
Puebla
60 | 62 | 1 1 27 t m | Salazar (2021) | San Pedro Cholula, Puebla
60 | 62 | 1 1 27 [ sm | m Presente Santiago Coltzingo, Puebla
estudio
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DISCUSION

Este trabajo comprende el primer analisis del cariotipo de H. irroratus en la localidad

de Santiago Coltzingo Ocoyucan, Puebla.

Desde 1973 se han llevado a cabo trabajos en los cuales se describe el cariotipo de
Heteromys irroratus a nivel nacional y estatal. De manera general, se observo que el
2n ha sido constante en Heteromys irroratus en México (e.g. Genoways, 1973;
Cervantes et al., 1999; Mata, 2002; Carrillo, 2005; Morales, 2005; Reyes, 2007,
Serrano, 2010; Salazar, 2021). Esta concordancia coincide al considerar el nivel
taxonomico de especie, en comparacion con otras como H. pictus y H. spectabilis, las
cuales presentaron un 2n=48, mientras que H. salvini y H. adspersus tuvieron un

2n=56 (sensu Genoways, 1973).

En cuanto al NF, este fue diferente, el cual ha ido variando de 62 (e.g. Genoways,
1973- Chihuahua, Guanajuato, Guerrero y Tamaulipas; Carrillo, 2005-Coxcatlan;
Salazar, 2021-San Pedro Cholula y presente estudio), 64 (e.g. Reyes, 2007-
Huehuetlan el Grande y Serrano, 2010-San Salvador Atoyatempan), 68 (e.g.
Cervantes et al., 1999-Jalisco y Mata, 2002-Michoacan, Tlaxcala, Hidalgo, Guerrero,
Oaxaca y Jalisco) y 74 (e.g. Morales,2005-Chila de las flores), por lo que se observa

la existencia de un polimorfismo cromosémico en H. irroratus.

Este polimorfismo cromosémico en el cariotipo de H. irroratus pudiera ser el reflejo en
cuanto a la inestabilidad taxonémica que existe a nivel subespecie. Los datos
moleculares han podido confirmar la presencia de multiples especies cripticas dentro
del complejo Heteromys irroratus (Rogers y Vance,2005; Gutiérrez-Costa et al.,
2021), por lo que se podria considerar también potenciales diferencias genéticas en
el cariotipo a nivel subespecie, las cuales presentan marcadas diferencias tanto

morfolégicas como de distribucidon (sensu Gutiérrez-Costa, 2021).
Existia una probabilidad de que la subespecie analizada en el presente trabajo fuera

en realidad H. i. alleni, la cual, de acuerdo con Gutiérrez-Costa (2021) se distribuye

en la mayor porcién del estado de Puebla. Sin embargo, los resultados no coinciden
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con los de Mata (2002), quien analizé el cariotipo de H. i. alleni presente en Tlaxcala
e Hidalgo, encontrado para esta subespecie cinco pares birrameos y 24 pares
monorrameos, a diferencia de los dos pares birrdameos y 27 pares monorrameos del
presente estudio. Otra posibilidad seria considerar que el grupo analizado fuera H.
pretiosus la cual se encuentra en el norte de Hidalgo, noreste de Puebla y norte de
Veracruz (sensu Gutierrez-Costa, 2021), pero se requieren de una mayor cantidad de
analisis para confirmar o descartar esta propuesta. Por lo tanto, la especie del
presente estudio no se consideraria en cuanto a su distribucion como Heteromys

irroratus.

En cuanto a la morfologia cromosémica de los autosomas, el cariotipo analizado por
Carrillo (2005) presentd dos pares metacéntricos, mientras que el presentado en este
estudio considera un par metacéntrico y otro subtelocéntrico. Este cambio en la
estructura cromosomica de los birrameos pudiera deberse a que el género Heteromys
en si presenta variaciones cromosdmicas como inversiones pericéntricas vy
translocaciones (Mascarello y Rogers, 1988), por lo tanto, es de esperar que también

estas diferencias estructurales se observen a nivel especifico.

La morfologia cromosémica sexual, a nivel nacional, también ha mostrado diferencias.
En el estudio de Genoways (1973) realizado en Chihuahua, Guanajuato, Guerrero y
Tamaulipas, se encontrd que el cromosoma Y, era subtelocéntrico, mientras que aqui

se observé como metacéntrico.

A nivel estatal, se repite esta diferenciacion, ya que Salazar (2021) en San Pedro
Cholula, el cromosoma sexual X fue telocéntrico, mientras que en el presente estudio

fue submetacéntrico.

Al respecto, Genoways (1973) menciona que las diferencias morfolégicas de los
cromosomas sexuales implican cambios en la estructura génica, estos cambios
parecen ser resultado de un rearreglo cromosOmico a causa de la adaptacion de la
especie al producirse un ajuste funcional entre el organismo y su ambiente (Morrone,
2001). Al ser estos cambios un reflejo de la adaptabilidad de las poblaciones a los
habitats en los que se encuentran a causa de un aislamiento espacial (Mata et al.,

2015). Es de esperarse que en grupos en distintas zonas bajo la presencia de
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barreras geograficas, se impida el flujo genético entre estos y cada especie 0
subespecie presente entonces diferencias estructurales en la morfologia

cromosomica.

En cuanto a las diferencias encontradas en el patrén de bandeo cromosémico G, Mata
et al. (2002) reportaron para los pares metacéntricos tres y dos bandas, tres para el
caso del presente estudio; y en los pares telocéntricos se observaron cuatro bandas
como maximo, mientras que en el presente estudio fueron cinco. Esto pudiera
deberse a la distribucion de eucromatina o posibles rearreglos como la adicion o
delecion de la eucromatina (Cervantes et al., 1999), la cual se ha reportado tener una

inversion pericéntrica en el par 7y 21 de H. irroratus.

Hasta el momento, no se ha realizado una comparacion del cariotipo de Heteromys
irroratus que considere el patrén de bandeo cromosémico G de las subespecies a
nivel nacional, con la intencién de identificar los reordenamientos cromosémicos
conforme su distribucion, por lo que seria necesario generar mayor informacion al

respecto.

En cuanto al patron de bandeo cromosomico C, la heterocromatina constitutiva se
ubico en la region centromérica en todos los cromosomas de Heteromys irroratus de
Santiago Coltzingo, Ocoyucan, Puebla, lo cual concorddé con lo reportado por
Genoways, (1973), Cervantes et al. (1999), Carrillo (2005), Serrano (2010) y Morales

(2005), por lo que no se considera que haya diferencias a nivel nacional y estatal.

a7



CONCLUSION

El cariotipo convencional de Heteromys irroratus macho y hembra del municipio de

Santiago Coltzingo Ocoyucan Puebla fue 2n=60 y NF=62.

Los autosomas estuvieron conformados por un par metacéntrico, un par

submetacéntrico y 27 pares telocéntricos.

El cromosoma sexual X fue submetacéntrico grande y el cromosoma Y fue

metacéntrico mediano.
En el patrén de bandeo cromosémico G, la eucromatina se present6 en bandas claras
y oscuras presentandose en los autosomas metacéntricos tres bandas,

submetacéntrico cuatro bandas, telocéntricos de cinco a una banda.

El cromosoma sexual X submetacéntrico presenté cuatro bandas y el cromosoma

sexual Y metacéntrico tres bandas.

El patron de bandeo cromosdémico C en los cromosomas se observaron bandas en

las regiones centroméricas.

El numero diploide permanecié constante, sin embargo, se observo polimorfismo

cromosomico en el numero fundamental de Heteromys irroratus a nivel nacional.
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RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

Dado que H. irroratus ha sido considerado como un taxon a nivel especie con siete
subespecies, no se ha analizado el cariotipo a este nivel. Debido a esto, se sugiere
se aplique una mayor cantidad de esfuerzo en resolver estas incognitas, las cuales
permitiran establecer si las diferencias en la morfologia de los cromosomas se deben
al alto grado de diferenciacion en la distribucion geografica y si esta es un reflejo de
la adaptabilidad de los grupos a los variados habitats y climas en los que se

desarrollan.
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Apéndice

SOLUCION HIPOTONICA (KCI 0.075 M)
Se pesan 0.56 g de Cloruro de Potasio (KCI) y se diluyen en 100 ml de agua destilada.
Se puede utilizar maximo dos dias si no estd contaminada y se guarda en

refrigeracion.

FIJADOR CARNOY

Proporcién 3:1 (Metanol: Acido acético) se utilizan 15 ml de Metanol y 5 ml de Acido
acético. Debe ser preparado 30 minutos antes de ser utilizado y mantenerlo en
refrigeracién y se puede utilizar dos o tres horas después de preparado.

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA TINCION CONVENCIONAL
Fosfato de Sodio Monosédico (NaH2PO4 10 M)
Se pesa 1.38 g del reactivo y se diluye en 100 ml de agua destilada.

Solucién A. Se utilizan 15 ml.

Fosfato de Sodio Dibasico (NazHPO4 10 M)
Se pesa 1.42 g de reactivo y se diluye en 100 ml de agua destilada.
Solucion B. Se utilizan 10ml.

Esta solucién se puede mantener a refrigeracion (4°C)

hasta que no se observe contaminada.

COLORANTE GIEMSA PARA TINCION CONVENCIONAL AL 4%
e Solucidon concentrada de Giemsa (Microlab) 1ml.
e Solucion amortiguadora (pH 6.5-6.8) 2 ml.
e 47 ml de agua destilada
Esta preparacion se puede usar durante un dia

conservandola a temperatura ambiente.
SOLUCION STOCK 10XSSC PARA BANDAS C

8.7675 g de Cloruro de sodio (NaCl 1.5 M).
4.4117 g de Citrato de Sodio (0.15 M).
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Los dos reactivos se diluyen en 100 ml de agua destilada, esta solucion debe
permanecer en refrigeracion (4°C).
Tomar 10 ml de 10XSSC y 40 ml de agua destilada para obtener una solucion 2XSSC.

Esta solucion solo se utiliza durante un dia.

SOLUCION SATURADA DE HIDROXIDO DE BARIO
5 g de Hidréxido de Bario
50 ml de agua destilada

Se diluyen en un vaso Coplin y 20 minutos antes de comenzar la técnica, se mete
a la estufa para que se desintegren los cristales que forman al Hidroxido de Bario a
una temperatura de 45°C, con un papel filtro se quita una costra que flota en la
solucion para asi poder meter las laminillas sin dafarlas.
Debe prepararse uno o dos dias antes de ser utilizado y mantenerlo a temperatura
ambiente hasta por 2 semanas

GIEMSA 4% PREPARADA CON BUFFER DE FOSFATO DE SODIO PARA BANDAS
C
0.01 M de NaH2PO4

Se pesan 0.1379 g de este reactivo y se diluyen en 100 ml de agua destilada.
0.01 M de NaPOa4

Se pesan 0.1419 g de este reactivo y se diluyen en 100 ml de agua destilada.
Se toman 50 ml de NaH2PO4y 100 ml de NaPO4 de esta solucion se toman 2 ml junto

con 1 ml de Giemsa (Microlab) Y 48 ML de agua destilada.

SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO (HCI 0.2 N)
Preparar solucion Stock de HCI de 5N
Tomar 2 ml de HCI 5N y 48 ml de agua destilada para obtener 0.2 N
La solucién Stock se mantiene a temperatura ambiente hasta que no se observe
contaminacion y la solucion 0.2 N se puede conservar durante un dia a temperatura

ambiente.
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