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RECSUNEN

En este trabajo se describen los cariotipos ¢ se.analizun
algunos aspectos de la estructura genétiica de tres poblaciones
mexicanas de rana leopardo, pertenecientes al complejo taxonbmico
Rana pipicns. qQue habitan en los estados de Horelos, Sinaloa g
Tlaxcala con el propodsito de contribuir a8l conotimiento de sus
relasciones filogenéticas.

En el aspecto citogenético se encontrd un cariotipo diferen—
te en cada localidad ¢y se cbseruvd una mayor simllitud entre el de
Morelos v Tlaxcala: adenéds,. se pbtuvo el patronm de handas cromo-
s6micas G en la nmuestra proveniente de esta Gltima localidad.

Con respecto al andlisis electroforético de las isocnzimas,
se abtuvo un alto grado de similitud genética entre las tres po-
blacliones, confTirmando asi que pertenccen al mismo conplejo de
especies. Los vnlores de distancla genética sugieren que los pro-
cesos de divergencia han ejercido sus efectos, principalmnente en
la poblacidon de Sinaloa,

Se conpararon los resultados de este trabajo con los de
Frost ¢1982), Hillis, frost y Uright <1983) ¢ Hillis y Frost
<1985 quienes se han dedicado al estudio sistemdtico de las po-

blaciones de rana leopardo de nuestro pais en los dltimos sfios.



IHTRODUCCT OH

Las ranas, anfiblos muy comunes en préacticamente todo nues—
tro pais, han formado parte integral de la vida cotidiana de las
rnexicanos desde antes de la congquista v ain en nuestiros dias en
algunos sectores de la poblacién.

Se sabe que los antiguos mexicanos conocian distintas varie-
dades de ranas que utilizaban en fiestas, rituales y actividades
cotidianas de captura ¢ alimnentacién.

Duronte este siglo, rmuchos inuvestigadores, tanto nacionales
cono extranjeros se hon dedicado a describirlas ¢ a realizar eg-
tudios acerco de su distribucidén geografica, habitos, etc (Rudich
19805, hecho gque continda haste la actumslidad en virtud de que =e
ha encontrado gue constituyen un grupo de sumo interés desde el
punto de wvista bioldgico.

Una de las ranas mas anpljiamente distribuida, no s6lo en He-
xico, sino en todo Norteanérica y parte de Centroandrica, es la
rana leopardo que se encuentra comunmente en depdsitos de agua y
s orillas de aguas corrientes, {Rudich, 1980>.

Las poblaciones de ranas leopardo varian morfolbogica y fi-
siolagicanente, por lo que durante mucho tiempo huboe dudas sobre
cémno deblan ser consideradas taxonomicamnente, hasta que Moore
<1944 concluyédé que las poblaciones de las riberas del Este de
Horteamnérica eran poblaciones alapatricas de una mismna ecapecie,
Rang pipiens. Los trabajos experimentales acerca de las variacio-~

nes fisiolagicas, genéticas ¢ de desarrollo en diferentes pobla—



ciones de estos anfibios, 1levados & cabo por Moore y otros in-
vestigadores hicierogn de las ranas leopardo un maodelo idéneo para
eastudios de especiasaciéan (Pace, 1974,

Uarios autores dedicaron entonces sus esfuerzos al estudio
de estos organismos en los Estados Unidos. Asi, por mencionar al-
gunas de las inuvestigaciones realizadas, Hcec Alister €1961),. dea-
cribid tres unidades morfolégicas parapatricas que posteriaormente
fueron reconocidas como R, bherlandieri. B, blairi v B. sphenoce-—
phala <Hillias, 1988>. Ea 1964, fouler propuso una hipétesis con
bases genéticas para explicar las anormmalidades de los hibridos
obtenidos experinentalraente entre poblaciones diferentes de R,
pipiens v sugiere que el desarrollo de embriones normales depende
de un equilibrio entre los genes del citoplasmna {efecto materno)
v los del nidcleo del cigoto. Littlejohn y Oldham (19682, descri-
bieron la estructura del canto de cuatro poblacianes distintas de
ranas leopardo y concluyeraon que se trataba de cuatra especies
diferentes. rechazando entonces la idea de una vartscidn clinal.
Hecham ¢1969), con base en los resultodos de cruzas experinento-—
les, sugirio que se considerara a B, pipiecns berlnadieri como una
especle distinta de B, pipiens. aungque no le asignd un nonbre en
especial.

Tanbi&én se han efectuado analisis electroforéiicos de hemo-
globinas, cono los publicados por Platz y Platz <1973). quienes
apoyan la idea de que 2l complejo B, nipiens estd conatituide por
varias especies ¢y el de Case <(1978) cuyos resultados le pernitie-

ron sugerir una historia evolutiva de las ranas de Horteamérica.



El canp de las poblaciones nexicanas ha sido diferente, pues
no se habian realizado tantos estudios sino hasta épocas nas re-
clientes. Sanders y Snith (19712, con base en la presencia cons-
tante del melanismo ventral en las ranas leopardo de algunas lo-
calidades mexicanas, sugirieron que debian considerarse como per—
tenecientes a una especie diferente de la que habita en los Esta-
dos Unidos, v las incluyeron en la especie B, berlandicri. Pos-
teriornente Sanders (1973>, registrd tres subespecies de R. her-—
landieri con la siguiente distribucién:z R, b. herlandicri se en-
cuentra a lo largo de 1a costa del Golfo de México, desde el sur
de Texas, (EUR> hasta el asur de Ueracruz:; B, b, brovwnorun se ex-—
tiende desde el sur de Ueracruz atraviesa el estado de OQaxace y
llega hasta Chiapas: y, finalmente, B, b, forreri cuya distribu-
cién se localiza principalmnente a lo largo de la costa del Paci-
fico Fig Ho 12 desde el sur de Sonora hasta Micaragua. Las carac-—
teristicas morfolégicas distintivas de cada subespecie son: el
patrdn de manchas dorsales, la forma de los pliegues dorsolatera—
les v 1la presencia de oviductos vestigiosles en los machos.

En 1982, Frost con base en sus resultados y en observaciones
de las cruzas experimnentales entre B, b, forceri v R, h, herlop-
dictri. del anAdlisis electrofor&tico de las mlbiminas vy de la es-—
tructura de los cantos, propuso que se elevara al nivel de espe-
cie a la primera de esas subespecies.

Posteriormente Hillis vy Frost (1985), describieron tres nue-
vas especies de raonas lecopardo pertenecientes al grupo B, berlan-

dieri. distribuidas en los siguientes estados de 1a Repiblica: R,



R. b. forreri

R. b. berlandieri
R. b. brownorum
R. b. trilobata
R. spectabilis

FIGURA HNo

1: DISTRIBUCION EN LA REPUBLICA MERICANA DE LAS
SUBESPECIES DY Pann Merlandieri.
{SANDERS ¥ SMITH, 1971: SANDERS, 1973: HILLIS ¥
FROST, 1985>,

Oibwjo: Artars L. Reseadi: Cret,




neoveolecinica. se encuentra en Jalisco, Michoacan y Guanajuatos B,
mosctobilis en Hidalgo, México, Michoacan, Horelaos., Daxaca, Pue-
bla, Tlaxcala y Ueracruz: B, tlaloct. en el Oistrito Federal y
alrededores del estado de México ¢Fig Mo 1>. La distincidén de es5-
tas tres especiea se bass en 1a conbinacién de carédcteres narfo-
légicos de adultos y renscuajosn, ademds de varios narcadores alo-
enzinhticos Onicos. Eo evidente que estos inveatigodores estén a
Tavor de la idea de que #1 conplejo B, pinlens estd constituido
por uvarias especies distintas.

Con respecto a otra clase de estudios, cormo los cariolégi-
cos, &8 un hecho amplianente aceptado el que lo morfologia del
cariotipo de un organisme dado es una caracteristica del fenoti-
po, que ¢s especle-especifTica vy que evoluciona, en gran medida,
independientenente del genotipo (Marescalchi, 1967 y 1973). por
lo que las especies del género Rang tombién han sido objeto de
estudio en este campo.

La mayoria de las especies del género presentean un ndmero
diploide igual a Z6 cromnosonas, con ligeras variaciones entre una
especie ¢ otra, consistentes en diferentes arreglos de la hetero—
cronatina y, en ocasiones, diferencias en la posicion del centré-
mero en los cromosonss pequefios. Se distinguen dos grupas en el
comnplemnento cromosbtnico de las ranss:s uno que sbarca cinco pares
grandes (metacéntricos y subnetacéntricos}, v el otro que incluye
a ocho pares de homélogos de menor tanafo {metacéntricos, subne-
tacéntricos vy subtelocéniricos?); en el brazo largo del par 10 se

localiza la regidn del organizador nucleolar <Horescalchi, 1973
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Hillzs, 1988). Esta descripcién corresponde a la de un cariotipo
tipico del génerao.

Esta estabilidad del cariotipo es aparente, pues las obser-—
vaciones ae han realizado & un nivel relativamente superficial,
se constdera dnicamente el ndmero ¢ morfologia cromosbdnicas; esto
qQuiere decir Que no implica, necesarlanmente, la ausencias de rea-
rreglos mstructuroles (Morescalchi, 1973).

Hillis <1988), apunta la necesidad de incorporar leos estu-
dios de bandeo cromosénico en cl grupo, para poder determninar con
mayor precizxidn las tendencias evolutivas de los cromosomas. En
realidad si se han llevado & cabo trabajas de este tipo, sé4lo que
los resultados han sido poco alentadores.

Schmid <1978>, no legré obseruvar el patrén de bandas O ni de
bandas G caracteristico en ninguno de los cronoson;d de las ocho
especies del género Rans en las que intentd vy conenta adends que
otros autores obtuvieron resultados similares con otras especies
de Anfibios., Sin embargo, si observd bandas G en cromosomas pro-—
fThAsicos y propuso que la condensacidén extrema de los cromosonmas
en metofase, impide la ohservacién de 1la tincidén diferencial.

Posteriormente Hansgo gt al <(1980), publicaron qQue tras ha-
ber aplicado varios de los procedimienios existentes,. lograron
observar bandas G en cronosomasn netafésicos de R, pipilens. aunque
con la apariencia de cuentas de collar y no como bandas discretas
caracteristicas de los cromosonas de naniferos.

En una revision acerca de la tincién diferencial de cronoso-

rmas de Anfibios realizoda por Birsteln (19825, se analtzan los
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:fes;lfédbs oﬁlenidos en varias especies a las que se aplicaron
'diferentés tratanientos parsa obseruvar bandas cromosémicas Q. G vy
c. b supiere que las diferencias encontradas con respecto a los
manmiferas pueden ser debidas &4 una organizaclon especifica del
Adcido desoxiribonucléico {ADN> en los anfibios, a una condensa-—
cibn especial de los cromasonas, o anbas situacianes.

Al caonsiderar la proposicidén de Mayr <1973> ., en el sentido
de que 1la variacidén en poblaciones alslades geograficanente es un
fTendmeno universal, puede suponerse Que asi cono difieren en ca-
racteres norfolégicos tanmbién diferivran en la frecuencia de algu—
nas proteinos enh particuler. La individualidad bioquimica existe,
Yy cona cansecuencia de la reproduccién sexual, no pucden existir
dos grupos de organismos idénticos. Cada una de las poblacicnes
locales esta suljeta a presiones de seleccidén continuamente bor lao
que, si habitan en dos localidades diferentes, las pequefas dife-—
rencias entre ellas pueden acentuarse (Buttman, 1973).

La variacién genética o3 una condicién necesaria para que
ocurra la ecuolucién v en la mayoria de las poblaciones naturales
se manifiesta a travas de alelaos ndltiples en un cierto ndnero de
loci. Una nanecra de cuantificar esta variacién es mediante el po-
limorfismo (proporcion de loci polinmdrficos en una poblacidn) v
la heteracigosidad (frecuencia pronedio de individuos heterocigo-
tos en un namero representativo de loci, por lo general 20 como
minimo) (Hartl, 1980; Ayala, 1981).

Las isoenzimas son formas noleculares naltiples de yna enzi-

ma dada, eatan presentes en uno o varios individuos de la missa



especie, comparten cunado menos un substrato en conan ¢ han re-
resultado ser excelentes indicadores de la variabililidad genética
en un grupo de organismos. Entre las ventajas de estas nnlécuias
cono marcadores genédticos se encuentran: el anadlisis puede efec-
tuarse en gran namero de individuos pues se requieren pequefios
volimenes de muestrn de tejidos las iLtsoenzimas alélicas <aloenzi-
mas), se expresan de manera codorminante, es decir, ambos alelos
se manifiestan fenotipicamente en los hetervocigotos; ¢ adenas
pucden variar en los diferentes tejidos (tejido—especificas) y en
diferentes ectapas del ciclo de vida de los arganismos (Breuwer,
1970 Harris ¢ Hopkinson, 1976: Rider, 1980).

Hillis =%t gl <1983>, publicaeron los resultados que obtuvie-
ran del anadlisis de las isaoenzimas de 23 especies del complejo R,
pipiecns. 16 de las cuales habitan en nuestro pais, & incluyeron
muestras de R, forrapri v ejemplares del érea de distribucidon de
las subespecies brownorun ¢ irilobmta de R, herlandieri en ese
estudio. La conclusién a 1a que llegaron es Que existen dos gran-—
des grupos simpatricos, Divisién Alfa y Divisiédn Beta,. dentro de
los que se incluyen los grupos de especies B, nontezunoe v R,
arcolats v los grupos R. nDindens v K. berlandieed . respectiva-
nente.

El trabajo que a continuaciéon se presenta fue iniciado hace
aproximadamente 10 afios ¢, como puede inferirzse de lo expresado
onteriormente, durante este tiemnpo los conocimientos en torno al
conplejo R. pipiens se ban incrementado vy las ideas han cambiado.

Sin embargo, quedan adn muchos aspectos por dilucider principal-



" mente en las poblaciones que habitan en la Repiblica Mexicana, e&n
virtud de la arplia gamna de interacciones orgmsnismas - medio

anbiente que sus caracteristicas geograficas le confieren,

El objetivo de este trabajo es el de contribuir al conoci-
rmiento de las reloaciones filogendticas que exisnten entre tres
poblaciones mexicanas de ranas lecopardo. pertenecientes al con-—
plejo taxonémico R, pipiens., & través del anélisis de algunos as-

pectos de ous cronosomnas vy de su estructura genéticas.

MATERIABLES ¥ HETODOS

En esta parte se incluyen los siguientes incisoss
A> Recolecta del material bioldgico
B> E£studio citagendtico

C? Aspecto bioquimico.
R> RECOLECTA OEL HMATERIAL BIOLOGICO

Se recolectoron especimenes de diferentes edades ¢y sexo, en~
tre 1979 v 1988 interrumpidamente, en algunas localidades de los

estados de Morelos, Sinsloa ¢ Tlaxcala (Fig Ho 2>.
a) CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS DE LOS LUGARES DE COLECTA

Del estado de Morelos, los organismos se obtuvieron en los
alrededares de la Laguna del Rodeo ¢y de Hiutepec, (Fig No 3>,
Estas localidades se encuentran entre los 1,900 ¢ 1,500 me-

tras sobre el nivel del mar, a 18" 55° de Latitud Horte ¢ 99° 6-°



i

: . ) - -
b Amgewse e |

FIGURA Nu 2=

LOCARLIDADES DOHMDE FUEROHN
RECOLECTADOS 10S E€JEMPLRRES
DE ESTE £STUudI0: "EL RODBEG™
¥ HIUTEPEC, MURELOSS BURSH-
UE, SINALOA ¥ TECOMALULCAH,

TLRKCALA,

——

i

t

1

!

§

! \

!

!

b,

) LA -

| ARG

¥ ew Receo
“‘p‘\ -'-

Lol

Didwjo: Arfera L, Reséndir Ceer.




-

L iGuRin Ha S LIGHR 1L RO . RRRIZELO .



______ - wm m, W, wom T M B W W e W W W s

de Longitud Oeste.

El clima que prevalece en esa zona,., de acuerdo con Barcia
£1973>, es semicélido, del grupo de los calidos, con una tempera-
tura media en el mnes nas frio superior a los 18 "C ¢ temperatura
media anual entre los 18 v 22 “E. £Es una regiédn subhidmneda con ré&-
ginen de lluvias en verano, con nmnenos del 5 X de precipitacién
inuernal. Se considera isotermal. con marcha anual de temperaturs
tipo Ganges ¢ se presenta un periodo de sequis intraestival, La
formula climbdtica es = ACCY wldw) 1 g w*.

Los ejemplares de Sinaloa prouvienen de 105 canales de riego
situados en los alrededores de la ciudad de Guasave ¢(Fig Ho 1), a
25 39° de Latitud Horte v 108" 28" de Longitud Oeste y la alti-
tud es de 25 nmsnn.

En esta localidad el clina estd clasificado como &ridos es
célido pues su temperalura medis anpual se epcuentra sobre las 22
“C vy 1a del nes mas frio es superiar a 18 “C, Presenta réginen de
lluvias en verano, con nenos del 5 X de precipiltacion invernal, y
se considera extremoso por presentar una oscilaciédn térnica entre
los 7 y los 11 "C. La fdrnula correspondiente a este tipo de cli-
rma, de acuerdo con Garcia (19732, esz BSo (h*? wluw) C(ed.

En Teconalucan, lugar ubicado 10 km al Este de Tlaxco, Tlax-—
cala, se encuentra una pequefia poza donde se realizdé la colecta,
¢fig Ho 5>. Se localiza a los 19* 37" de Latitud Horte y 987 6°
de Longitud Oeste, & una altitud de 2,900 msann.

Las condiciones clinadticas prevalecientes en esta érea se

tncluyen en yn clima de tipo templadoa (Garcia, 1973>. con unn
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temperatura nedia durante el mes mas frio de — 3 "C a 18 “C, v en
el mes mas calido, la tenperatura es supertor a 6.5 "C. El1 verano
es fresco y largo, la tenmperatura nedia anual es de 12 a 18 "C oy
la del nes nas chlido menor a los 22 "C: la precipitacidon inver-
nal es menor al 5 X del total anual v, al igual que en las loca-
lidades de Horelos., es isoternal, la temperatura tiene una aarcha
anual tipo Ganges y existe un periodo de sequia intraestival. En
este caso, la férrnula esz C b (wtdad) 1 g w™.

En el Cuadroc Ho 1 se presenta un resdmen de estas caracte-—

risticas clinatoldgicas.

b> METODOS DE RECOLECTH

La recolecta se realizd tanto de dia como de noche; las ra-
nas se capturaron con la ayuda de una red entomolégica y se nan—
tuvieron dentro de costales de ixtle coan plantas acudticas en su
interior y asi fueron transportadas al leboratorio, donde se co-
locaron en peceras de vidrio cubiertas con papel para evitar que
la luz nolestera a los aninales.

Una uver Que los organismos se encontraron en el laboratoria.,
v antes de ser sacrificados, se les asignd un ndmero de catalogo
y s5e registraron los dates de lugar vy fecha de recolecta y algu-
nas caracteristicas morfelégicas comn longitud total, peso, dis-—
tancia interorbital v principalrmente la forma vy ninero de las
rmanchas dorsales, 1a forma de los pliegues dorsolaterales ¢ 1a
presencia de mnelanismo ventral. En los casos que fue posible se

determiné el sexa.
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CUADORD No 1: PRINCIPALES CARACTERISTCAS CLIMATOLOGICAS DE LAS
LOCALIDADES DE COLECTA, (SEGSUN GARCIA, 1973).

CARACTERISTICAS DEL CLIMA HMORELOS SINALOA TLAXCALA

- TIPO SEMICALIONO ARIDO TEMPLADRO

~ TEMPERATURA MEDIA ANUAL 18 a 22 °‘C > 22 ¢ 12 a 18 °C

- PRECIPITACION ANUAL >rh = > rh > rh

- PRECIPITACION/TEMPERATURA 42.3 a §5.3 < '22.9 43.2 a 55.0
(P/T)ss

= OSCILACION TERHICAess <5 'C 7 - 14 °C <58 *'C

* rh = Cantidad minima necesaria de precipitacién anual (expresads an cmel,
para gue el clima sea homado o subhumedos 51 la estacidn cuyo clima
se clasifica tiene una precipitacitn anual menor que rh, su clima es
seca.

s P/T = Cociente de la precipitacién anual en mm sobre la temperatura media
anual en 'C,

t+e oscilacidn térmica = diferencia en temperatura entre al mes mas frio y al
mas caliente,
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c> IDENTIFICACION DEL HATERIRL BIOLOGICO

La identificacidn de los especimenes capturados se realizd
‘aplicando los criterios de Frost <1982 ¢ Hillis ¢ Froat <1985,
por el M. en C. Oscar Flores. Asi los individuos de Morelos v de
Tlaxcala se consideraron pertenecientes a la especie B, spegto-—
bilig v los de Sinaloa s R, forrert.

De cada una de las localidades se conservaron ejemplares que
actualnente se encuentran en el Laboratorioc de Genética Evolutiva
de la UAN - Iztapalapa vy, cn fecha prixima, parte de ellos serén
depositados en las colecciones del Instituto de Biclogia y del

Museo de Zoolaogia de 1a fFacultad de Ciencias de la UNAM.
B> ESTUDID CITOGENETICO
a> OBTEHNCION DE MATERIAL CROHMOSOMICO

La obtencidn de cronosomas se practicé en todas las muestras
aunque no siempres se aobtuvieron resultados positivos. Para la
elabaracidén de los cariotipos e idiogranas se utilizaron 18 espe-
cinenes de Morelos {cuatro recolectados en 1979 ¢ 11 en 1987>, 22
de Sinaloa Crecolectados en 19802 ¢ 17 de Tlaxcala (recolectados
en 1983, 1984 ¢ 1987). A partir de 19849, las preparaciones fueron
procesadas tambien para obtener bandas cromosdmicas B.

| Para obtener cronosomas en netafase se aplicaron dos méto-
dos: el cultivo de linfocitos de la sangre y el de obtencidén de
c&lulas de la médula 6s5ea. En el primero, se aplict 1a técnica

descrita por Schnid ¢(1978>, con algunas nodificaclones basadas en



Seto vy Rounds (19655 ¢ Cruze y Patterson <1973%; en el segundo se
aplicd 1a técnica de Tjio v Uhang <1962>, tombidén can algunas mo-
dificaciones basadas en la experiencia propia. Ambas técnicas se

describen a continuacioéns
1) CULTIUO DE LINFQGEITOS

Para ohtener la muestra de sangre. se anestesio al organis—
no, se 1linpld 1la plel de 1la regién ventral con alcohol al 70 X &6
con cloruroc de benzalconio al t X (Terrter>, se expuso el corazxdn
previa incisién e iomediatanente después se practicd upa puncién
cardiaca con una jeringa heparinizada <1.000 UI; Microlab).

En seguida se procedid a la siembra, la cual consistid en
afiadir 0.25 nl de sangre a frascos émpula de wvidrio {capacidad de
60 ml> que contenian 5 nl de Medio Mec Coy S5a <{Microlab) diluide
con agua destilada estéril en proporeion 3:2, 0.2 nl de Fitohemna-
glutinina (Hicerolab) y D.02 nl de soclucién antibiotica "Antibac™
<{Hicrolab). Los frascos se incubaron a temperatura ambiente du-
rante cuatro a cinco dias.

Todo lo anterior se realizé en condiciones de esterilidad
para lo cual se utilizd una canpana de flujo laminar (Ueco?.

Cinco horas antes de iniclar la cosecha, se afiadidé a cada
uno de los cultivos 0.125 ml de Colcemida (10 ug/nl: Hicrolab).
ITranscurrido ese tiempo, se pasaron los cultives a tubos conicos
de 15 ml ¢ se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos en una
centrifugs clinica {(Solbat?. Se retird el scbrenadante con la

ayuda de una pipeta Pasteur ¢ se dejo un pequefic volidmen del matis-
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mo sobre el paquete celular: éste se resuspendia v con agrtacion
caonstante se apregaron 5 nl de soluciédn de clorurae de patasio al
0.0496 M (J.T. Baker):; se incubaron en esta solucidn durante 30
rminutos a temperatura ambiente, se centrifugd a la misna veloci—
dad durante 10 minutos ¢y nuevamnenie se retird el sobrenadante, se
resuspendid el paquete gelular ¢ se afadid fijador recién prepa-—
rado con metanol y dcido ocético (Herck? en proporcién 3:1, de la
misma manera sn que se agregd la solucidén hipoténica. Se hicleron
varios lavados con el fijadaor hasta que el sobrenadante fuera in—
colarao.

Los preparaciones se hicieraon de acuerda con la tdcnica de
secado a8 la Tlamna: se utilizaron portasbjetos limpios ¢ sumergi-

dos en agua destilada fria.
22> CROHOSOMAS DE CELULAS DE LA HEDULA OSER

A cada uno de los individuos se les invectd una solucidon de
colchicina (Sigma) al 0.3 X, de 6 a 12 horas antes de ser sacri-
fiéédos, en una dosis de 0.1 mnl/gr de peso corporal.

Se disectaron los huesos de las extremidades, <hdmero, fénur
y tibiofibula) v se extrajo la médula de los mismos mediante la
inveccion de medio Hcloy S5a nodificado (Microlab? diluido en agua
destilada ¢(3:2).

Una vez que‘se resuspendid el material con la ayuda de una
pipeta Pasteur, &éste se centrifugdé a 1 000 rpm durante 10 ninutos
vy posteriormnente se realizaron el tratamiento hipoténico,. la fi-

Jaciotn ¢ las preparaciones de la misma manera descrita para laos
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cultivos de linfocitos.

b> BETERMINACION DEL HUMERO CROMOSOMICO

Las preparaciones obtenidas de cada individuo fueron tefildas
con la técnica convencional, es decir, con ¢l colorante de Giemsa
Merchk) al 5 X en agua destilada, durante 20 mninutos.

Lstas preparaciones se revisaron en un nicroscopio Sptico
{Zeiss), vy se registraron aquéllas figuras mitGticas de buena ¢y
excelente calidad. Se contd y anotd el nimero de cromosonas pre-
sentes en cada una de ellas.

En promedio se revisaron S0 nmitosis por individuo de cada
localidad v para cada una de ellas, se determind el niomero modal
de cromosomas, se considerd a éste como el nimero cromosdmico de

la especie.
c? ELABORACION DE CARIOTIPOS E IDIOGRAMAS

Una vez determinade el nimero cromoséGmico, se procedidéd a fo-
tografiar las mejores nitosis de cada uno de los ejemplares pro-
cesados mediante una cémara (Zeiss) adaptable al microscopio y se
ush también un fotomicroscopio Docuval (Zeiss Jena?, un promedio
de cinco fotografias por individuo.

Se recortd cada una de las fotografias ¢y les cromosomas se
ordenaron de mnayvor a menor tamnafico, para elaborar asi el carioti-
po.

Posteriormente se midid con un vernier la longitud del brazo

corto <(p? v del brazo largo <{q?> de todos los pares de cromosomnas
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'eq cada uno de los cariotipos. Con estos datos se calculd el va-
lnr'pronedtn, en tentimetros, de la longitud {total de cada braza,
1la 1ongitud tatal pronedio de cada par de cromosomas (ptq), asi
conc el valor promedio de la relacién braze largoe 7/ brazo corto
<q’p.

Para obtener las longitudes relativas, se sumaron las longi-
tudes promedio de los trece pares ¢ el total se considerd comno el
100 X: entonces se transformaron los valores absolutos a porcen-
tajes ¢ con ellos se elaboraron los ldiogramas correspondientes a
cada una de las localidades.

Todos estos calculos se realizaron en una computadora HPT150
{Hewlett Packard) y se ulilizd el programa “Lotus 1-2-3".

Loé cromosonas fueron clasificados de acuerdo con la posi-—
cién del centrémero segan el criterio propuesto por Levan £t al
€(1964>, para cromosomas humanaos en: netacéntrico <g/p =~ 1.00 a
1.69), subnmetacéntrico (g/p = 1.70 a 2.99), subtelocéntrico o

acrocéntrico (qgsp = 3.00 a ?7.000 ¢y telocéntrico (gr/sp > 7.00).
d> BANDAS CROMOSOMICAS G

Para obtener la tinciéon diferencial de bandas cronosénicas G
en los cromosomas de rapa, fue necesario realizar nunerosos in-—
tentos vy rmodificaciones a la técnica propuesta por Uang y Fede-—
raff (19?2 v Cerrillo <1985) que dieron como resultado 1la si-
guiente técnicas

Las preparaciones con células en mitosis se sonetieron a un

trataniento con tripsina <0ifco 1:250) a una cancentracidon de



g.005 X en cloruro de sodic al 0.9 X ¢J.1. Baker),_, o bien, trip-
sina - verseno (Microlab) a una concentracion final de 0.00125 X
en cloruro de sodio al 0.9 X a una temperatura de 37 "C. La ex-
posicldin a la enzina varid de 10 a 15 min. Inmediatamente des-
pués, las preparaciones se enjuagaron cn solucidn salina (NaCl al
0.9 X dos veces y se tifieron con colorante de Giensa al 5 X en
buffer de Sotrensen a un pH de 6.8 durante 2 a 3 minutos.

Se fotografiaron las mitosis de buena colidad en las que se
apreciaran claramente las bandas en los cromosomass con las in—
presiones en papel fotografico, se elaboraron laos cariatipos
correspondientes ¢ con ellos, se deterning el patrén de tincion
diferencial de cada uno de los cronosomas,

Tanbién se tomnaron diapositivas de esas nmisnoas figuras ntte-
ticas, las cuales fueron provectadas y dibujadas sobre un papel,
con el objeto de poder deterninar con mnayor precisidn el nidnero,

tanaflo vy posicidén de las bandas .
0> ISOENHZIMAS

Los ejenplares utilirzados parna esta parte del estudia fueron
en total 41:=: 15 de Morelos, 22 de Sinaloca ¢ 9 de Tlaxcala: se
capturaron entre 1987 1988,

El analisis de las isoenzimas en las muestras de las tres
localidades, se llevaron a cabo mnediante los procedimientos des-—
critos por Hillis gt al 19832, Thaonpsoon y Sites (19862 y Aguilar
et gl <1988 para la honogenizacién de los tejidos vy la electro-

foresis en gel de almidon, v los de Selander ¢t gl <1971 y Har-
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ris y Hopkinson ¢1976) para las tinciones histoquimicas.

A continuacidén. se detalla el praocedimiento:s

a2 OBTEHCIOHN ¥ HOMOGENIZACION DE HUESTRAS DE TEJIDOS

Inmnediatonente después de sacrificar a cads uno de los indi-
viduos, se procedid a tornar una pequefia nuestra de los tejidos
hepatico ¢y muscular, que fueran colocadas en criotubos (Hung) de-
bhidamente etiquetados, y depositadas enseguida en un tanque con—
teniendo nitrdgens liquido para su preseruvacion.

Los tejidos se honogenizaron en buffer Tris (Sigma) .1 H,
con ayuda de un homogenizador eléctrico (BYU? y para euvitar que
la temperatura de las nuestras se elevara considerablenente se
les mantuvp en un bafio de hielo. Se centrifugaron durante 30 mi-
nutaos a 4,000 rpm en unn centrifuga con refrigeracidn: los sobre-
nadantes se guardaron en criotubos limpios y se nmantuvieron a

- 150 *C.
b)> ENZIHAS EHSAYADAS Y HOMENCLATURA

Las enzinmas que se ensayarcn fueron seleccionadas con base
en el trabajo de evaluacidn blioquimnica que Hillis gt al realiza-
ran en organismos del complejo Rana piojiens en 1983, ¢ otras su-
geridas por Sites (1986).

La nomenclatura y numeracidn utilizadas, siguen las normas
eastablecidas paor la "Internatianal Union of Biochenistey™ ¢ la
Conisi1dn de Enzimas <CE> <1984)>: la designaclén de las isoenzimas

asi como sus abreviaturas estan de acuerdo con las recomendacio-



nes de Murphy y Crabtree ¢1985), como se ovhserva en el Cuadro NHo

2.

c? ELECTROFORESIS EN GEL DE ALHIDON

El gel se prepard al diluir alnidén de papa (Sigma? en bu-
ffer Tris Citrato pH 7 CIC ?> o Iris Uerseno Borato pH 8 <TUB 00,
de acuerdo con las carocteristicas de las enzimas a resoluer, v
al colentar hasta ebullicion por algunos minutos: se eliminaron
ias burbujas de aire v se vuacid en rmoldes de acrilico especisl-
ntnte disefiados para ello.

Cuando hubo solidificado =] gel de alnidén, se procedid a
dividirlo en dos, 28 S cms de uno de los extremos del molde. En-
tre estas dos partes se colocaron las muestras de los tejidas
homogeneizados, las cuales se encontraban en fragnentos rectan—
gulares 0.2 x 0.5 mnn? de papel Uhatman del Ho 3.

Innedisatanente después, se colocd en una charala para elec-—
troforesis que contenia en cada compartimento 400 »l del mnismo
buffer con el que se habis preparado el gel, se incubé a 1 “C ¢
se aplicé una corriente eléctrica de 7?5 mA durante 12 a 16 horas.

Las condicliones electroforéticas en que se resoluieron los

diferentes loci se presentan en el Cuadro Ho 3.
d> TINCIOHMES HISTOQUINICRAS

Una vez transcurridce el tiempo de electraforesis, se proco-—
did a cortar el gel en rebsnadas de 1 mm de grosor, cada una de

las cuales fue colocada en una charola de plasticos ahli se afia-
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CUADRO No 2: ENZIMAS ANALIZAOAS, NUMERD DE LA COMISION DE ENZIMAS (CE)
Y DESIGNACION DE LOS LOC! DE LAS ISOENZIMAS,
{Intarnational Union of Bilochemistiry, (9841 Murphy y
Crabires, 1985},
NOMBRE NUMERD LOCUS
- ficonitato hidratasa 4.2,1.3 ACON
- Adenilato cinasa 2.7.4.3 AK
- Adenosina desaminasa 3.5.4.4 ADA
- Amino peptidasa 3.4.11.1 AP
- Aspartato aminotransferasa 2.6,1.1 AAT
-~ Catalasa 1.11,1.6 CAT
- Creatinina cinasa 2.7.3.¢0 CK
- Enzima malica 1.1.1.40 ME
- Esterasa inespecifica EST
- Fumarasa 4,2.1.2 FUM
- Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 1.1.1.49 66PD
- Fosfoglucomutasa 5.4.2.2 PGH
~ Foasfogluconate 6 deahtidrogenasa 1.1,1.44 PGOH
~ Gliceraldehido 3 fosfate deshidrogenasa 1.2.1.12 G3PD
~ Glicero!l fosfato deshidragenasa 1.8.1.8 aGPD
- B-Glucoronidasa 3.2.1.31 AGUR
- B-Glucosidasa 3.2.1.21 650
- Isocitrato deshidrogenasa 1,1.1.42 IDH
- Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27 LDH
- Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 MOH
~ Manosa fosfato isomarasa 5.3.1.8 MP1
- a-Hanosidasa 2.2.1.24 aMAl
~ Feptidasas: 3.4.11.13 6 9
Leucil~L-alaninas PEP-LA
L-leucil-glieil-glictna PEP-LGG
L-leucil-L-prolina PEP-LP
Froteinas que 3e unen al calcio inespecifica CaBP
Superdxido dismuiasa 1,156,143 S0D
Triosa fosfato isomerasa S.32.1.14, TPI
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CUADRC No  3: CONDGICIONES ELECTROFORETICAS APLICADAS, TEJIDOS UTILIZADROS
Y LOCI DE LAS ENZIMAS ENSAYADAS,

TEJ1DGO BUFFER LoCUuUS

e T k1w T o . S i S S A o S g T o . g Y A S o S o . o B R S S T e A1t 4 .

H1IGADOD ic 7 AAT
. ACON

EST

aGPD

L.DH

MDH

MPI
66F0
PGH
soD
TPI

TUB 8 CaBP
CAT
EST
FUM
BGUR
BGSH
aMAN
PGOH
PGM
SoD

HMUSCULO TC 7 ADA
AP
CaBP
EST
63PD
IDH
ME

TVE B8 AK
CK
PEP (LA, LGG, LP}
PGM



dieron las sustratos ¢ reactivos adecuados para obtener la reac-
cibén enzima - sustrato (que basicanente consistid de dos pasos:
una reacclon de 6xido - reduccién y otra de acoplsniento que dié
como resultado la formacidon de un conpuesto con color), v se in-
cubaron a 37 "C de 15 a 30 minutaos.

Al aparecer las manchas coloridas en el gel, se desecharon
los reactivos sfadidos ¢ se incubaron los geles en una solucidn
fijadora preparada con dcido acético, metanol y agua corriente,
en proporclién 1:5:5 durante una hora. Después se desechd el fija-

dor y se nantuuieron en agua corriente durante una hora mas.
e) DETERHMINACION DE GEHOTIPOS

Al ‘cncontrarse el gel en el agua, se realizaron las “lectu-
ras” de los Tenotipaos de cada uno de los individues para cada uno
de los loci resueltos vy se infirid su genotipo de la siguiente
aneras se abservaba si habia muestras con diferentes desplaza-
mientos (electromorfos? vy se asignaba 1la letra A a8l fenotipo mnas
frecuente, "“B" al que le seguia eh frecuencia de aparici6n, y asi
sucesivamente. A estos fenotipos les correspondian los genotipos
AR, 8s0, etc, o bien A/B en el caso de los heterocigotos, <(cuan-

do una misma nuestra presentaba las dos electromarfos).
2 PRUCESHMIERIOD DE DRTOS

Lus genotipos registrados para cada individuo, &en cada uno
de los loci detectados, fueron procesados en una conmputadora IBH

utilizandg el programa BIOSYS - | de Swofford y Selander {1981).
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Los chlculos de variabilidad gendtica realizados para cada
una de las nuestras incluyeron: frecuencias alélicas por locus,
(frecuehcia de individuos homocligotos para un alelo mds la mitad

de la frecuencia de individuos heterocligotos para el Alsmo ale-
lod>; niomero promedio de alelas por lacus, (ntnera total de alelos
entre ninero total de locid;i porcentaje de locli polintrficos,
¢porcentaje de locl poliamérficos aplicando el criterio de 0.95);
heterocigosidad promedio, {suma de la heterocigosidad &n cada lo-
cus entre el namero total de loci analizados)?; y coeficlientes de
similitud ¢ distancias genéticas, <(la identidad genética es la
probabilidad de que un alelo tomado de dos poblaciones diferentes
sea idéntico; la distancia es igual al logaritmo natural negatiuo
del ualor de la identidad genética), de Hei <1972, 1978> y Rogers
C1972>.

El mismo programa realizé laos calculos para aparear los coe-
ficientes de distancia vy sinmnilitud genéticeas de Rogers (1972), de

de acuerdo con el algoritmo UPGHA de Sneath ¢ Sokal <1971, vy

elaboréd los dendrogramas carrespondientes,

RESULITRADOS

R> MATERIAL BIOLOGICO

En total se recolectaron 109 ejenmplares de ranas leopardo en

las tres localidades, entre 1979 ¢ 1988.

En el estado de Horelos se capturaron un total de 332 indiuvi-

duos entre henbras y nachoss: en el estado de Sinaloa se recolec-
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taron 98 ejenplares, la mayoria de ellos eran machos: del estado

de Tlaxcala se obtuvieron 28 individuoss en el Cuadro Ha 4 se

presenta, en forma resumida, ¢l ngmnero de ejemplares recolectados
en las diferentes fechas y localidades.

Se observd que la mavoria de las ranas de Horelos y de Tlax-
cala presentaban nanchas de forma redonda vy también alargadas o

se ehcohtraron prnbos tipos en un solo individuo: en las ejenpla-
res de Sinaloa se encontrd ademéas otro tipo, 21 de manchaas fusio-
nadaa, v en esta pobloacidn ae registrd una gran vardiabilidad en

este aspecte, pues se presentaron combinaciones de esas tres for-
mas asi como individuos con logs tres tipos simultinecamente. En lao

qQue & Almero se refiere, en las tres nuestras se contaron alrede-

dor de 20 manchas por espécimen.
Con reapecte a la forma de los pliegues dorsolaterales, en
todas las nmuestras predominan los pliegues discontinuos, aunque
-cn la de tMorelos estén casi en proporcidn 121 con los continuos.
Una observacion interesante fue que en las muestras de Morelos ¢

de Sinaloa se encontraron ejemplares con los dos tipos en 2]l mis-

Mmoo organismo.

En cuantc a la presencia de melanisno ventral, se observd

con mucho mayor frecuencia &n los organisnos de Horelos y Sinalna

que en lox de Tlaxcala, en todos los cosos se traté de pigmenta-

cidn anarillenta en las piernas,

B> CITOGEKRETICA

En la mnayoria de los organismos Tue pasible obtener material



- 30 -

CUADRD No 4: LOCALIDADES Y FECHAS DE RECOLECTA

LOCALIDAD FECHA Na. EJEM.

- "EL RODEO", MOR. OcTt. '78 [
- XIUTEPEC, MOR. JuL. 87 2
SEP, '87 12

0ct. *'B7 g

TOTAL: 33

- BUASAVE, SIN. . ENE. ‘B0 13
JUL. *80 13

0CT. 'B8 22

TOTAL 48

= TECOMALUCAN, TLAX, AG, '83 B
MAY. ‘B4 14

JuN, '87 8

TOTAL 28

GRAN TOTAL 109

" Y = - k. = o e e A T Ak T e T Y s o T o b



cronosbnico tanto de la médule dsca como de linfocitoss ain em—
bargo en algunos casos se obtuve nolo de un tejido uw otro. Esto
fue particularmente notorio en los ejemplares recolectados en in-
vierno pues sus huesos contenian unag gran cantidoad de grasa alma-
cenada.

El nimero modal de cromosomas registrodo en las mitosis de
cada individuo fue_, en todos los casos, de 26 por lo gue se con-
siderd como cl ndnmero diploide de cada nuesteas.

Los carictipos se elaboraron con las fotografias de las fi-~-
qQuras nitdticoas de mejor calidad de las preparaciones de linfoci-
tos ¢y de médula 6sea., Todas las poblaciones presentaron el cario-
tipo tipico de las especies del género Rana. formado por trece
pares de cromosomas, cinco de ellos notablemente mayores que los
ocho restantes <(Fig Ho &>,

Ho se pbhservaron diferencias entre los carjotipos gbtenidos
de cé&lulas de la nédula Gsea v de linfocitos de la sangre, ni en-
entre los dos sexos.

PDe los 57 individuas procesados en total, né6lo se obtuvieron
nitosis analizables en 18 de ello, seis de cada muestra, Asi | de
Morelos, se obtuvieran 16 carioctipos, de Sinaloa 13 ¢ de Tlaxcala
11. Eon ellos =e¢ trabajé para ohtener los datos morforétricos de
laos crorosornas v elaborar los idiogrenas respectivas.,

En las Cundros Hoes 5, 6 vy 7, sc presentan los datos de lon-
gitud abseluta promedio deo los trece pares cromosdnicos registrao-
dos en cada una de las localidades de colecta: con ellos se rea-—

lizaron los chlculos para obtener la longitud total relativa de
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CUADRO Na 5: DATOS DE LONGITUDES ABSOLUTAS (CHMS) PROMEDIO DE P, Q Y Q+P
DE LA POBLACION DE RANAS LECPARDO DE X1UTEPEC, MOR.

CROMOSOMA BRAZ0O CORTO BRAZO LARGO LONG. TOTAL

P Q P+Q

¥ 1.17 1.43 2.70
(0.51) (@.61) (r.en)

Py 0.86 1.320 2.18
: (0.283 (e.38) (Q.63)
-3 . .74 1.19 1.94
(.25} (0.43) {(0.712

4 e. 7! 1.10 1.81
{0.25} (9.31) (9.53)

- 5 0.69 @.588 1.67
(9.21) ({0.29) (@,48)

6 0.48 0.64 _ 1.12
(a.17) (a.21) (0.37)

7 9.43 : ©.58 1.02
10.12) (@d.21) (Q.32)

8 0.43 a.57 ©.93
{8,.15) (0.19) ({0.33)

-9 @.36 @.52 ‘ @.88
) (.13} (0.1 (0.29)
19 0.35 9.50 8.85
(B, 13) (@.17) (@2.29)

1 8.35 @.48 0.82
(B.14) {(@.15} t0.28)

i3 9.33 0.49 B.82
(9,15) {@.1B) (0.30)

13 0.26 @.42 D.B8
(9.10) (@.11} (0.213

o Ay T AL e A e A TS 2 o e A kT e o L e = - e Y

NOTA: Loa valores entre ( ) corresponden a la desviacidn estandar.
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CUADRD No EB: DATOS DE LONGITUES ABSOLUTAS (CHMS5) PROMEDIO DE P, Q ¥ Q4P
BE LA POBLACION DE RANAS LEOPARDD DE GUASAVE, SIN.

CROMOSOMA BRA20 CORTO BRAZO LARGO LONG. TOTAL

p Q P+Q

1 1.41 1.70 311
(0.33) (0.38) (Q.68)

2 0.96 1.70 2.66
(8.24) (0.38) (8.57)

3 8.98 1.4 2.42
: (0.27) (0.31} (0.52)

a .85 1.45 2.29
(8.24) (9.36} (0.54)

5 ¢.90 1.30 2.2
: (0.25) {8.33) (0.54)

B .59 0.80 1.39
(8.16) (0.18) (0.32)

7 0.52 0.76 1.27
(8.13) (8.14) (0.25)

8 @.46 0.868 1.14
(9.03) (0.15) (0.22)

3 ' 0.42 Q.64 1.06
(0.10) {0.13) (0.22)

18 0.40 0.61 1.02
: (8.12) {8.15) (2.25)

11 0.39 0.60 0.99
' (0,12} t0.1@) (0.20)

12 0.32 0.60 8.93
: (8.10) (.13} (0.20)
13 0.25 p.54 0.79
(0.07) {(g.19) (0.257

M R S dr o T e e e o i 4 - e e T T L oy T - i e o o e

NOTA: Los valores entre { } corresponden a la desviacion estandar.
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CUAGRD No 7: DATOS DE LONEITUES ABSOLUTAS (CM5) PROMEDIO DE P, 0 Y Q+P
OE LA FOBLACION DE RANAS LEOPAROO DE TECOMALUCAN, TLAX.

CROMDSOMA BRAZ0O CORTO BRAZO LARGO LONG. TOTAL

P o P+

1 1.77 1.95 3,72
te.29) (6.37) (.54

2 1.14 2.12 3.26
{@.25) (@.44) (0.62)

3 . 1.19 1.54 3.12
' (0.31) (0.37} (0.62)
4 1.29 1.74 .83
C (9.18) (0.42} {0.50)

5 ' 1.21 1.44 2.56
: (0.32) (.28 (0,555
[ .80 0.86 1.76
: (9.1 (.18 (0.29}
7 0.68 @.92 1.60
$0.13) (@.25) t0,35)

8 D.64 Q.46 1.50
(.18} ({09.23) (9.37)

-8 9.55 .77 1.32
(B.15) (0.22) (.32

12 8.51 Q.77 1.28
(0.15) (@.14) Q.27

IR ®.53 0.73 i.G
(2,18 {9.20? (@.34)

12 2,47 @.69 1.10
(@.11? {0.17) (0.26)

13 p.4t .53 1.04
(@.15) (@.16) iD.2B}

NOTA: Los valores entre ¢ ) corresponden a la desviacion estandar,
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cada par e&n cada una de las nuestras (Cuadro Ho 8): se puede
apreciar que practicamnente no existen diferencias significotivas
entre ellas en este aspecto ¢y para verificar esto se aplico la
pruecba enstadistica de "t* de Student ¢ se encontraoron los si-
guientes valores: Mar vs Tlox = 0.043 HMHor vus Sin 0.03 ¢ Sin us
Tlax 0.01. E1 valor de P fue mavor que 0.05 ¢n todos los canos
por lo que en ninguno de ellos hay diferencia estadisticanente
significativa.

Los valores de la proporcién de brazos {q/p? Que fueron cal-
culados para clasificar a los cronosomas de acuerdo con la posi-
clén de su centrémero se encuentran en el Cuadro Ho 9. En éste se
observa que sé6lo hay cronosomas de dos tipos: aetacéntricos y
submetacéntricos, v que son mads frecuentes los primncros en las
tres nuestras. £s5 evidente tanbién que el nomero de submnetacén-
tricos es diferente epn las tres poblaciones: en Marelos s6lo se
encontrd el par 13, en Sinalosa los pares 2, 1, 12 vy 13, v en
Tlaxcala solo el par 2 (Fig Ho. 7).

Con respecto a 1la obtencldn de bandas cromosdnicas 6, se lo-
graron resul tados bastante satisfactorios que permitieron deter-
minar, hasta este nonento, el patrin de bandas de cada par cromo-
sOmico de los ejenplares de Tlaxcala, el cual s5e presenta en la
Figura Ho 8.

En ella se puede observar que ¢l nuimero de bandas pasitivas
vy negativas variao entre 8 ¢ 18. En el grupo de 105 cromnosonas
grandes, los dos primeros presentan el mavor ninero vy se nota Que

en el braze largo del par 2 hay 12 bandass ¢n el qgrupo de los
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CUADRO No 8: VALORES PROMEDIO OE LA LONGITUD TOTAL RELATIVA (X) DE LAS
TRES POBLACIONES DE RANA LEOPARDD ESTUDIADAS, (COMPLEMENTO

DIPLOIDE).

CROMDSOMA MORELOS SINALOA TLAXCALA
1 14,89 14.63 14.06
2 12.37 12.52 12.33
3 .i = 1n.es 11,39 11.83
s o 10.37 10.82 10.7¢
s o = - 9.86 - : 19.35 10.02
6 6.41 6.54 6.85
7 _ 5.78 6.02 6.05
6 : 5,72 5.36 5.67
g 5.04 4,499 4,99

10 4 .86 4.758 4,84
1 4.75 4.65 4.76
i2 4.70 4,33 4.20
13 3.69 3,72 3.93

e L At e e e T kL R R kAR e S A AL e b S RE b S At g =



- 3y -

CUADROG No S: VALORES PRDMEDIO DE LA PROPORUICN DE BRA2DS (Q/P) Y
CLASIFICACION DE LOS CROMDSGMAS OE LAS POBLACIONES DE
RANA LEOPARDD ESTUDIADAS, SEGUN LA POSICION DEL CENTROMERO.
(Levan, et al, 1964,

CROMOSOMA MORELOS SINALOA TLAXCALA
1 1.18 1,03 1.10
(8.27) (0.17) (0.09)
M M n
2 1.57 1.81 1.82
(9.32) (0.34) (0.38)
M sM SM
3 : : 1.59 1.58 1.69
(0.37) (.37 (0.33)
M M M
4 1,62 1.76 1,55
(0.37) t0.39) (2.58)
M SH "
5 1.44 1.49 1.23
(.23 (0.29) (2.21)
M M M
6 1.36 1.39 1,21
(0.24) (@.18} (.13)
Mo t4 M
" 1.34 1,562 1.37
t9.22) (0.28) (0.31)
M M 0
g 1.358 t.49 1.40
(9.23) (0.28) (0.43)

H M M



CUADRO No. 9: CONTINUACION

CROMOSOMA MORELOS SINALOA TLAXCALA
g 1.49 1.57 ¥.43
(90.32) (.27 (2.39)

M M M
1@ 1.47 1.56 !.68
{2.25) (e.24) (Q.401}

y| L] Ly
I 1.43 1.658 1.48
(0.21} (0.38) (3.401}

M M M
12 1.56 l.82 1.69
(0.32) {0.39) (0.421}

M SM ™
13 1.82 2,14 t.B2
(@.6572 (2.57) (0.36)

SM SH M

NOTA: M = netacéntricos SM = subretacéntrico.
Los valores entre { ) corresponden a la desviascitn estandar
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cromosonas pequefios el ninero de bandas presentes en cada uno de
los brazos es mas uniforme, pero hay diferencias en lo que a su

tamafio vy distribueidon se refiere.
D» ISOENZIMAS

Se procesaron las muestras de tejidos hepaéaticos v nusculares
de 15 ejenplares de Harelos, 22 de Sinaloa v 1 de Tlaxcala, y se
resoluieron un ftotal de 34 loci pertenecientes a las 28 enzinmas
ensavadas, excepto AP, TUW ¢ G6PD <(LCuadra Ho 2>, en las treas po-
blaciones.

En el Cuadro Ho 10 se enlistan los alelos encontrados en ca-
da locus asi como sus frecuenclilas en cada una de las poblacioness
51 se aplica el griterio de polimorfismo de 0.95 segan el cual un
locus se considerda polimirfico si el alelo nas abundante no pre-
senta una frecuencia maver a 0.95, se observa que hay 15 loci po-—
limébrficos, v que las frecuencias de sus alelos varian en cada
una de las nmuestras.

En Morelos se registraron 10 loci con mas de un alelo, <AART-—
2., ACON, CAT aGPD, LOH-1_, HOH-} , MPI PGDH_, S00-2 y RDR), mientras
que en Sinaloa hube 11, <AAT-2, aGPD., BGUR, MDH-1, MPI, PGOH, TPI
ADA, CaBP, CK = IDDH>; en Tlaxcsla s6lo se encantraron 3. <ART-2
tHoH-1 4 S0D-2)5.

lLas tres poblaciones comparten dos de esos loci, ART-2 ¢
HDH-1: los Onicos tres loci palimérficos presentes en Tlaxcala
¢AAT-2, HDH-1 y S00-2> lo son también en Horelos, aAtentras que

con Sinaloa s5dlo conparte dos <AAT-2 y MOH-1>. Entre Morelos ¢
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CUADRO No 10: FRECUENCIAS ALELICAS ENCONTRADAS EN LOS LOC1 DETECTADOS EN
LAS TRES POBLACIONES DE RANA LEOPARDO EN ESTUDIO.

LocuUs ALELD FRECUENCIA

MORELOS SINALDA TLAXCALA

- AAT - A 1.000 1.000 1.000
- AAT - 2 A @.697 0.833 0.667
B p.308 @.167 2.333

- ACON A 0.333 1.000 1.000
B 0.657 0.000 0.000

- CAT A 0.t00 1.000 1.000
B 8.900 0.000 Q.00

- EST - 1 A 1,000 1.000 1.200
- EST - 2 A 1.020 1,008 1.000
- aGPD A 0.750 Q.810 1.000
B 0.750 2.000 0.0220

c 2.000 ©.150 2,000

- BGUR A 1.880 9.955 1.000
8 og.p00 @.845 0.000

- BGSD . a 1.00@ 1.000 1.000
- aMAN A 1.080 1.000 1.000
- LOH - 1 A D.864 1,000 1.000
B 0.136 0.000 9.000

- LDH - 2 A 1,000 1,000 1.000
- MDH - 1 A 0,708 @.9585 ¢,833
8 0.292 G.045 Q.167

-~ MDH - 2 f 1,000 1.020 : 1,000
- ME -1 A 1.900 1,000 1.900
- ME -2 A 1.000 1,000 1.000
- MP! A 0.385% 0.909 1.000

8 Q.615 0.041 Q.000



CUADRO 1@: CONTINUACION

LOCUS ALELO FRECUENLIA

MORELOS SINALOA TLAXCALA

- PEP - BL1 A 1.0eo 1,000 1.0e0
- PEP - LGG a 1.000 1.008 1.000
- PEP -~ LFP A 1.002 1,000 1,000
- PGOH fi ©.923 Q,955 i.000
B 0.077 0.845 @, 000

- PGM - 1 A 1.000@ 1.000 1.@e00
-~ PGM - 2 A 1.000 1.980 1.200
- 800 - 1 fi 1.000 [.080 1.000
- 500 - 2 fy 0.538 1.000 0.333
B8 0.452 0,000 @.667

- TPI A 1.800 ©.977 1.200
B 0.000 0.023 0.000

- AbA f 0.667 Q.775 1.000
B 0,250 Q.050 a.ee

c 8.8683 Q.00 2.9020

D 0.000 0.175 9.009

- Ak A 1,080 1.6800 1.009
= CaBpP A l.00@ g.975 1.000
8 0.000 0.005 .00

- C¥ A |.ege 0,959 1,000
B a.0e0 0.050 2.009

- G3POH a 1,800 .00 1,000
- IDOH a 1.900 ©.975 | .000
B 0.000 0.025 0.000

- PEF - LGL A L 00 1. 000 1.008

- PEP - LLL A 1.0Q0 1.000 14000
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Sinaloa hay mayor similitud en lo referente a los loci con mas de
un alelo, pues comparten seis de ellos, (RAT-2, aGPO, MOH-t ., MPI,
PGDH ¥ ADA>.

La variabilidad genética de las poblaciones estudiadas fue
evaluada a través del ndmero de alelos promedio por locus, el
porcentaje de loci polimdrficos en cada una de ellas ¢y la hetero-
cigosidad: estos datos se encuentran resumidos en el Cuadro Ho.
t1. Es evidente que existen diferencias en lo que a grado de po-
limorfismo y de heterocigosidad se refiere: en el primer caso, la
nuestra con mayor porcentaje de loci polimdrficos, al aplicar el
criterio de 0.95, fuec Morelos seguida par Sinaloa vy finalmente
Tlaxcala, vy la que nenor heterocigosidad presentd fue la de Sina-
loa (50 X de la calculada para Horelas v Tlaxcalad.

Los indices de 1dentidua v distancias genéticas de Hei
¢19727 obtenidos se presentan en el Cuadro Ho 12 ¢ los dendrogra-
rnas de la Figura Ho 9 fueron elaborados con los indices de iden-
tidad y distancias genéticas de Rogers <1972>, En ambos cosos e

observa Que existe similitud genética entre las tres pohlaclones.

DI SCUSTOHN

En virtud de que las investigaciones mis relevantes en las
poblaciones mexicanas de ranas leopardo han sido realizadas por
Frosl <¢1982>, Hillis <1983;: 1988> ¢ Hillis v Frost (190892 en esta
década, se notara una inclinacién & la comparacidén con los datos

publicados por ellos a lo largo de esta discusion.
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CUADRO No 11: EVALUACION DE LA VARIACION GENETICA ENTRE LAS TRES

POBLACIONES OF RANA LEQPARDO ESTUDIADAS.

MORELOQS SINALDA TLAXCALA
- PROMEDIO DE ALELOQS/LOCUS 1.32 1.35 1.09
- PROM. 0E HETEROCIGOSIDAD/ LOCUS Q.05 0.02 @.05
- % DE LOCI POLIMORFICOS c2.41 14.71 8.82

CUADRO No t2:

- MORELOS
SINALOA

TLAXCALA

MATRIZ DE COEFICIENTE DE IDENTIDAD 6ENETICA (ARRIBA DE LA
DIAGONAL} Y DE DISTANCIA 6ENETICA (ABAID DE LA DIAEONAL)
PARA LAS POSIBLES COMBINACIONES DE LAS MUESTRAS ESTUNDIARDAS.

MORELOS SINALOA TLAXCALA

——————— 9.938 9.942
9.183 ——————— @.982
0.060 @,0683 ——————-



Q.10 Q.09 0.08 0.07 0.C6 Q.05 C.0a 0.03 0.2 0.0 .00

DISTANCTA.

b A " i "
™ — ¥ t

0.0 o.82 0.84 0.56 0.68 0.0 c.g2 0.94 0.96 0.58 1.00

IDENTIDAD.

FIGURA Ho 9: DEHDROGRAMAS ELABORADOS CON LOS COEFICIENTES DE
SIMILITUD ¥ DISTANCIA GENETICAS DE ROGERS <1972).
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fintes de iniclar la discusion de los aspectos cromosdmicos
bioquinicos, se haran consideraciones acerca de algunas carocte-
risticas morfoldgicas, en virtud de su importancia como caracle-
res diagnésticos en la identificacion de las especaes.

Cono se nenciond en la Introduccidn, Sanders y Smlth (19712
y Sanders (1973) describieron varias subespecies de B, berlopdie-
rli con base en el patrin de manchas dorsales, la forma de los
pliegues dorsolaterales_ el melanismo ventral v la presencia de
oviductos vestigiales en los machos. Hillis ¢y Fraost (1985%) tam-
bién utilizean la forma de los pliegues ¢ la presencia de oviduc-
tos vestigiales entre oteras caracteristicas diagnosticas para
describir lac nuevas especies en la regién central del pais.

De acuerdo con las obseruvaciones realizadas & lo largo de
este trabajo, se puede considerar que la forma de las manchas no
es una caracteristica con valor diagnastico yé que en todas las
poblaciones se encontraron los mismos tipos. Lo mismo se aplica a
la foraa de los pliegues dorsolaterales vy, en lo que a melanisno
ventral sec refiere, los especimenes de Morelos y Sinaloa lo pre-
sentoron constantemente, por lo que. de considerarse cone perte-

necientes a especies diferentes, pierde valor diagnéstico.
CROMOSOMAS

Desde hace yn muchos afios (Marescalchi, 1973), se sabe que
cada especie posce un cariotipo caracteristico cuya morfolopgia
puede considerarse como parte de su fenotipo v Que es susceptible

de sufrir cambius a lo lorgoe del tiempo.



Los resul tados cronmosomicos obtenidos en este trabajo apo-
van por completo las ideas expresados en la Introduccion por el
Horescalchir, 1967 en relacidon al cariotipo de las Anuros, en vrie -
tud de que se obtuvo el cariotipo "tipico” del grupo,. en cuanto
nimero v tamafio se refiere en las tres poblaciones. E1 hecho de
que no exista diferencia en la longitud relativa de cada par en-
tre las tres localidades sugiere que no ha habldo pérdida ni ga-
nancia de cromatina y que posiblenente la cantidad de AOH en los
tres grupos sea la nisma.

Las diferencias registradas en la posicién del centrémero de
los cromosonas enlre las tres muestras confirman la idea de que
la estabilidad del cariotipo en los Anuros es aparente (Morescal-—
chi, 19735, [stas diferencias estructurales suglieren que posible-—
mente havan pcurrido rearreglos del tipo de las inversiones peri-—
céntricas, v Que los cronasomas con centriomero en posicion media
laoa tuvieron desplazado hacia uno de sus extremos después de la
tnuversion. El caso contrario, en ¢l que un submetacéntrica se
transformara en metacaentrico tambhian puede ser, sin embargo,. las
evidencias sugiercn gue el cariotipo primitivo estid constituido
por cronosaomas metacéntricos (Morescalcht, 1973: Hillis, 1988>.

Al analizar lo; datos de indice centromérico calculados para
los ejemplares de cada una de las tres localidades estudiadas, es
evidente que en Sinalova el ndmero de submetacéentricos es mapor
que en las otras dos ¢ esto apoya a Frost 1982>, en ¢l sentido
de considerarla como una poblacidn perteneciente a una especie

diferente. Ahora bien. con respecto al cariotipo de los sjempla-
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res de Morelos v llaxcala, ambos presentan un solo par de subne-
tacén{ricns, s6lo que en la ﬁr:nera pablacion es el nas pequefio
{no 13> vy en Tlaxcala es el par 2. Esta observacion pernite suge-
rir que en estas dos poblacianes los rearreglos cronosonicos po-
drian desempefiar un papel importante cn el procese de divergen-
cia.

En relacidn a las bandas cromosémnicas, durante las primeros
.1ntent05 realizados para obtener los bandas G, en huestro labarea-
torio encontramos resul tados similares a los de Schaid {1978) ¢
Hanago =t al <19807». 5in embargo, a través de las mnodificaciones
sugeridas por Cerrillo ¢ las propios, logramos obtener el patron
de bandas cromosémicas G en la nuestra de Tlaxcala, con una caoli-
dad comparable a la Que se obtiene en cronosonas de nanifeross
estos pone en tela de juicio las hipatesis de Schmid (197B)>, Ha-
nago et al <1980> y Birstein <1982), en el sentido de que las ca-—
racteristicas del ADR de estos organismos sean un impedinento pa-
ra obtenerlas de buena calidad. Caon las bhandas como herramienta
seremos capaces de confairmar los rearreglos cromasdémicos sugeri-
dos en los parrafos anteriores, de detectar algunos otros g de
caraclierizar los cariotipos de las diferentes poblaciones, a un
nivel mas fino para cumpararlas en forma nds precisa y de acuerdo
con Hillis ¢1988), poader determinar con nayvor precision su modelo

de evolucidén cronosomica.
ISOEHZIMAS

Como se menciond en la Introduecion, la wvariacidn genética
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'puédé Qer';siinéda nediante ¢l polimurfismoe v la huterucigusidad
_un uﬁ nﬁnéfu representativo de loct en una poblacién (Hartl,
19805 Ayala. 1984>.

' En este estudio se cumpli1d con esa condicion vy aunque de la
.publacibn de Tlaxcala sdlo se utilizarvron tejidos de cuatro indsi-
:utduos. fue posible detegtar loci polimdrfices. Los datos de po-
limorfismo reflejan diferencias entre las tres poblaciones (Cua-
dro Ho. 112, s5in embargo hay que recordar que esta nedida de la
variacion ho siempre es atil | ya que puede ser, en ocaslones, ar-
bitraria e impreciss debtdo a Que su valor se ve afectado por =1
tanmafio de la muestra pues a mayor nimero de individuos, mayor
probabllidad de encontrar loci polimdrficos? v por la frecuencia
de los alelos pues no hay distincion entre alelos con baja ¢y alta

frecuencia en la poblaciaon (Ayala, 19842,

Pora evitar caer en esa imprecision, dado el reducido tama-
Ao de la rmuestra de Tlaxcala, podemos considerar a la heterocigo-
sidad como nedida de 1o variacidon genteticas: asi, tesnemos que hay
rmenor variacion en la poblacidan de Sinaloca,. v el misne grado de
variacidn en las de Morelos ¢ Tlaxcala a pesar de Que el grado de
polimorfismo es diferente. Esto se debe & que en los pocaos loci
polimorficos de Tlaxcala se registrd una mavor heterocigosidad
Gque en los de Marcloo.

Al analizar los valores de los coefitoientes de distancia e
identidad genéticas, asi como los dendrogramas obtenidos, se och-
serua gue todas tienen un #levado coeficivnte de r1dentidad gené-

tica, notandose un ligero alejomiento de la muestra de Morelos.
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le acuerdo con Ayala <1981), esos uvalores de¢ identidad correspon-
den & poblaciones locales pues estan mas cercanos a 0.970 que a
0. 795 que corresponde a subespecies. por lo gque las diferencias
observadas entre las tres muestras podrian considerarse como de-—
bidas al azar v por lo tanto no significativas. Hartl <1980 co-
rments que los valares de distancias genéticas 0> son muy varia-
bles por lo que algunas categorias taxonédmicas se sobreponens de
esta manera, los resul tados de distancia obtenida entre Horelos -
Tlaxcala y Tlaxcala - Sinaloa pueden corresponder tanto a pobla-
cliones locales (0 = 0.00 o 0.05) como a subespecies (0 = 0.02 a
0.202 ¢, 1a distancia obtenida entre Horelos - Sinaloa correspon-
de a la categoria de subespecie o incluso a la de especies dife-—
rentes <D = 0.710 & 2.0>.

Hillis et al (1983), en su evaluacidn bicquimica anterior-
mente referida, no analizan la estructura genética de las pobla-
cliones estudiadas, por lo que desafortunadamente no mencionan el
tamafio de sus muestras ni las frecuencias de los alelos encontra-
dos. Sin embarpgo es posible realizar algunas comparaciones entere
los datos agbtenidos en las poblaciones de este estudio y algunas
de sus nuestras. Por ejemplo, entre B, forrery v Sinaloa que pro-—
vienen de localidades cercanas, (Lscuinapa y Guasave, Sin): en el
casn de Maorelos v Tlaxcale puede ser con la forma Hidoalgo, =n
virtud de gque pertenece a la lacalidad mas cercana €11 Emn E del
entronque de las carreteras 15 y 51, Hichoacan) ¢y o que tanto es-—

ta muestra como las de Morelos y Tlaxcala se encuentran dentro

del area de distribucién de B, spegtobilis.



Ln el Chadru Ho 13, se resumen los datos de ngmero de alelos
ﬁ;f ioéﬁs.registrndaﬁ en este trabajo y los obtepidos por Hillis
et al (1953) en esdos Mmismos locl en sus muestras de R, forreri o
de la forma Hidalgo. Al comparar R, forreeri con Sinaloa, se ob-
serva que comparten quince loci monondgrficos <(65.22 X)) vy que R,
forreri no presenta, aparentemente loci con mas de 2 alelos,
mientras que en Sinaloa se detectaron ocho; de la comparacidédn de
la forma Hidalgo con la poblacidn de Horelos resulia que son s5i1i-
milares en 14 loci con un so0lo alelo <60.87 X>: hay ocho locli mo-
nomdrficos en la forma Hidalgo que presentan masn de un alelo en
Tlaxcala . Finalmente, la forma Hidalgo comparte 20 loci nononér-
ficos con Tlaxcala <(86.96 X>.

Estaos resultados parecen ser bastante congruentes, sin emn—
bargo, ol establecer la misma comparacidon entre B, forreri v Mo-
relos ¢ Tlaxcala se encuentra un 65.22 X ¢ un 91.30 X respectiva-
mente de loci monomdrficos conunes, v entre la forma Hidalgo ¢
Sinaloa, el 60.87 X de los loci son monandrficos.

Tado parece sugerir gque aparentemente no hay diferencios
significativas en las estructuras genéticas de eslas cinco mues-—
tras, lo cual confirma la estrecha relacidon existente entre ellas
wvony pdarte que son del complejo R, pipilens.

El anilisis y comparacliaones realizadas en las paginas pre-—
vias, permiten en este Aocaento proponer un andlisis i1ntegral de
los datos de que se dispone.

Tadas las semejanzas encontrados en las tres muestras, en

los aspectos estudiados tienen facil explicacidn, pues todas per-



- 53 -

CUADRC No 13: ALELOS ENCONTRADDS EN 23 LOC! EN CINCO MUESTRAS DE RANAS
LEOPARDO: DE MORELOS, SINALOA Y TLAXCALA (ESTE TRABAJOD),
R. forreri ¥ LA FORMA HIDALGO, (HILLIS ET AL, 1983},

t.QCus SINALOA R. forrer: MORELOS TLAXCAL#A FORMA HIDALGD
— ACON A B A B A C
- CAT A D A,B A c
- aGPD A.B.,C f a.B f h
- BGUR A B F A A F
- @esh f E A A E,.l
- aMAN A c A A c
— LOH-1 A H A B A E
-~ LDH-2 f,B B A,B A.B B
-~ ME-] A F A f B
- ME-Z2 A F A A =]
- MPI A.,B N A,B fr P
- PEP-LP A H a A J
- PEP-LGG A (s} A A o
- PEP-LA ‘ A c A A c
- PGHM A a A A g
- 50D-1 A a8 A A F
- S0p-2 f A A.B A B A
- TP} fi,8 A 2] A Fl
- ADA A B0 (¥ Af,B8,C fa U.
-~ AKX A B A A ~C
- CF A LB A A A A
- G3POH f E fi fi L

o e e e A e e T i e e o o T e o e e T A e = e e e = e me



tenecen al mismo complejo taxanomico, ¢ las diferencias obseruva-
das pueden utilizorse para distingulir o las diversas especaes v
para conocer los necanismos por los cuales divergen.

Comao va se ha mengironado Frost (19925, basandoce en sus
resultados de cruzas experimentales entre B h, forvery: v K. b.
berlondieri, del analisis electroforético de albdninas y de la
estructura de los cantos, propuso que se elevara al niruvel de es-—
pecie a la primera de esacs subespecies. Los datos cromosdmicos y
de distancia gendticn obtenidos en este trabajo apoyan a los de
frost, pues de los tres cariotipos obtenidos, ¢l de Sinaloa fue
el mas disinmil ¢y sEu valor de distancia genetica entra cn la cate-
qgoria de especie diferente. fizgi, se considera gque esa rmuestra
pertence a la especie R, forrerl cuya morfologia cromastmnica ade-
mas confirma cl importante papel que pueden desempeiar los cam-
bios cromosdmicos durante los procesos de especracion.

Hillis ¢ Frast €1985), describen a R. spectabilis ¢ a otras
dos nuevas especies can bhase en algunas combinaciones de caracte-
risticas morfolégicas en adultos y renacuajos, adenas de varios
marcadores alaenzimaticos dnicos encontrados por Hillis et al
€1983>. E1 holotipo de esta especie proviene de La Estanzuela,
Hidalgo, situado a 2,900 nsnm, vy los paratipos fueron colectados
en los estados de Hidoulgo, Méxtico, Michoacan, Harelos, Daxaca,
Puebla. Tlaxcala vy Ueracruz. Sin embargo, al revisar las locali-
dades &en las gque analizaren isoenzimacs no hay representantes de
Tlaxcala ¢, aunque se menciona una de Morelos, Sonta Fe, 499" 14°

U, 327 19" N, no aparecen publicados los alelos ahi encontrados,
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Las muestras de Muorelos ¢ Tlaxcala estan inscritas dentro
del area de distribucion de la especte R, spectabiilis descrita en
198%, por lo que podrian considerarse como pertenecientes a ella,
sin embargo, los resultados vbhbtenados en este trabajo en lo que a
estructura cromasémica se refiere, muestran daferencios en los
cariotipos de ambas localidades ¢ tanbién el valor de distancia
genética entre ellas ti1ende hacia la categoria taxondmica de sub-~-
especie. Es muy probable, en virtud de la alta heterocigosidad
registrada en los laci puolimorficos de Tlaxcala, que si se incre-
mentara el tamafio de la nuestra de este localidad para el anéli-
sis de isoenzimes, se encontraria mayor ndnero de loci polimdrfi-
cos y qQuizad, alelos caracteristicos de esa poblacién que permiti-—
rian confirmar su identidad taxonomica de mnanera mas precisa. Con
los datos disponibles en este momento se puede considerar gue
pertenecen a la misma especie ¢ se apoya la posibilidad de que el
proceso de divergencia ya se hava iniciado.

Seria muy conuveniente complementar los resul tados aqui pre-
sentados, con el proposito de poder emitir juicios mds cancluyen—
tes,

Rsi en el aspecto cirtogenético, deberan obtenerse los patro-—
nes de bandas cromosomicos G de las poblaciones de Morelos v Si-
naloa y aplicar otras técnivas de tinci6n diferencial como las de
bandas C y HIR para caracterizar més atn los cromoesomas de cada
lovalidad.

En el aspecte biogquinico, ademds de incrementar el tanmafio de

la pucstra de Tlaxcalos el analizor olras proteinas como las hemo-
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globinas, alb&nlnaﬁ ¥ nelaninas podria proporcionar anfurnacian
valiosa respcct6 a:las.rulantﬁnus uue quardan entre si estos or-—
'ganisﬂﬁs. |

Flnalnenté, tarnbién seriao conuveniente 1ntegrar ¢l aspecto
rmorfologico de cada poblacidn para poder relacionar sus caracte-
ristican externas con sus cariotipos v principalmente con las
proteinas que producen en diferentes ctapas de su vida los indi-

viduos de anmbos sexos.
CORCLUSIOHRKEL S

Con base en la discusion previa, se concluye ques

- Las poblaciones de rana leopardo estudiadas presentan un
niumerosa diploide 2n = 26, al igual gque la mayoria de las especies
del géanero Rano.

- Las diferencias morfologicas de los cromosomas, en parti-
cular la posicion del centromero, apoyan la idea de que la esta-
tilidad del cariotipo de estuvs organismos es aparente y que no
excluye la ocurrencia de rearreglos cromosonicos.,

_ Se lograron obtener Landos cronosamicas G en los cromoso-
mac de estos anfibilos, ¢ esto permitira conocer mas acerca de los
rmecaniosnos de su evaluction CroMmosomLca.

- E£1 grado de similitud gendtica en las tres poblaciones es

elevado v confirna la vsirccha relacion que existe entre ellos

como micnbros del complojo R, papaens,
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- Los valores de distancia genética encontrados sugieren lao
aceran dee aeccanasnos de divergencia en estas poblaciones.,

- Con base en los resul tados obtenidos ¢ de acuerdo cuon la
propuesta de Frost (1982), se consadera a las ranos recaolectadas
en el estado de Sinaloa como pertencientes a la especie B, fp-
rreri, v se sugiers que posiblencnte laan poblaciones de Horelos y
Tlaxcala se encuentren en proceso de divergencia, aunque con los

conocinientos actuales se incluyan en la especiec R, spectobilis,
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