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RESUMEN

En el presente estudio se examinaron las bandas cromosémicas
G y C de cuatro poblaciocnes aisladas del ratén metorito (Microtus
mexicanus), con el fin de describir e interpretar su variacién
cromosémica la cual se hipotetiza como producto del aislamiento
geografico. Los ejemplares fueron colectados para su comparacién
de las poblaciones de El1 Ex-lago de Texcoco, México; Volcan La
Malinche, Tlaxcala; Cofre de Perote, Veracruz y Pinal de Amoles,
Querétaro. Los cromosomas fueron obtenidos a partir de la
técnica convencional de médula 6sea con un agente mitostatico y
un choque hipoténico; las bandas cromosdémicas G y C fueron
preparadas utilizando tripsina y una solucién de Hidrodxido de
Bario, respectivamente.

El nGmero cromosédmico diploide (2n) y el niGmero fundamental
obtenido para las cuatro poblaciones no difiere entre si. Sin
embargo, se identificdé un rearreglo cromosémico que
hipotéticamente corresponde a una doble duplicacién. En
base a la posicién del centrémero, debidé haber existido este
cambio, porque la posicién del centrdémero en el par ndmero seis
de la poblacién de M. mexicanus phaeus de Querétaro es
subtelocéntrico y no submetacéntrico, como en el par cromosémico
cinco de las otras tres poblaciones de M. m. mexicanus de
Texcoco, Malinche y Perote. Este rearreglo se identificé gracias
a la homologacidén de las bandas cromosémicas G. Otro de los
rearreglos cromosémicos hipotéticos encontrado fue una adicién de
eucromatina en el par cromosémico cinco de la poblacidn de

Querétaro donde se puede observar gque presenta solo tres bandas



cromosémicas en comparacidén con las otras tres poblaciones gque
presentan seis bandas cromosémicas de menor ancho por lo que se
puede describir un rearreglo cromosdmico del tipo de adicién de
eucromatina.

En cuanto al pétrén de bandas cromosémicas C no mostré
diferencias lo cual no permitié detectar cambios en estas
poblaciones. En base a los resultados obtenidos se rechaza la
hipétesis nula de que las cuatro poblaciones son cromosémicamente

iguales.



INTRODUCCION

Los roedores se encuentran en pleno desarrollo evolutivo,
por lo que los estudios cromosémicos en este grupo proveen
bastante informacién acerca de sus mecanismos evolutivos en
relacién con modificaciones cromosémicas (Rodriguez, 1974).
Asimismo, las investigaciones citogenéticas complementan estudios
morfoldgicos, ecolégicos y biogeograficos indispensables para
establecer la ubicacién taxondémica y sistemdtica de distintos
taxa (Mettler y Gregg, 1972).

Es importante conocer el cariotipo de una especie con el
propésito de interpretar los cambios evolutivos que ha sufrido el
material genético, ya que la evolucidn es la modificacién en
estructura genética de las poblaciones (Mettler y Gregg, 1972;
Uribe, 1977). Los cromosomas pueden sufrir alteraciones
espontaneas por rompimientos, seguidos de nuevas uniones que
suelen cambiar el orden de los genes pudiendo crear sistemas
genéticos diferentes. Estas alteraciones en el cariotipo son
factores determinantes relacionados con el proceso de la
formacién y evolucién de las especies, asi como también de las
relaciones filogenéticas entre distintos grupos biolégicos
(Uribe, 1977). Estos factores pueden estimular el resurgimiento
de estudios cariotipicos comparativos y una reconsideracién de
filogenias en muchos grupos de mamiferos (Burgos gﬁ al., 1988).

La gran variedad de cariotipos encontrada en los mamiferos
puede, entonces, ser considerada como arreglos diferentes de
material genético semejante. Los taxa que han tenido una

evolucién mds rapida, son los gue asimismo contienen una mayor



gama de cariotipos, mientras que las especies cuyo paso evolutivo
ha sido mas reciente presentan pocas diferencias cariotipicas
(Uribe, 1977).

Los cariotipos convencionales proveen de datos sobre el
nimero y tamafio de los cromosomas (nimero diploide) asi como
observaciones generales sobre la posicién del centroméro. Sin
embargo los métodos de tincién diferencial como las bandas
cromosémicas G proveen de patrones de bandas cromosdmicas tnicas
gue son utilizadas para analizar segmentos homdélogos entre
individuos, poblaciones y especies (Uribe, 1977).

Un mecanismo importante en el proceso de especiacidn, son
los rearreglos en el complemento cromosémico tales como
inversiones pericéntricas y paracéntricas, fusiones y fisiones
céntricas que conducen a la disminucién y aumento del nimero
cromosémico. La fusién céntrica es el rearreglo cromosdémico que
se presenta con mayor frecuencia dentro del grupo de los
arvicélidos (Modi, 1987a).

La homologacidén de las bandas cromosdmicas "G" y la
observacidén de las bandas cromosdémicas "C" en los roedores de la
familia Arvicolidae, ha sido una herramienta Gtil para el
conocimiento de las relaciones filogenéticas entre los miembros
de esta familia. Por ejemplo, se propuso gque existe una relacién

estrecha de parentesco filogenético entre Microtus montanus y M.

canicaudus y que, al mismo tiempo, se encuentran menos
relacionados a otros arvicdélidos como Microtus oregoni (Modi,
1987a). Por lo tanto, el andlisis cariotipico es una herramienta
atil para conocer la sistemdtica del género Microtus (Tamarin,

1985) .



En México encontramos distribuidas siete especies de
arvicélidos del género Microtus de los cuales se desconoce su
biologia genética y sus relaciones de parentesco filogenético.
Una de estas especies es el ratdén metorito (Microtus mexicanus)
cuya distribucién se extiende desde Nuevo México y Arizona, y sur
de Utah y Colorado hasta el centro de México, ocupando la Sierra
Madre Oriental, Occidental y el Eje Neovolcanico (Fig. 1; Hall,
1981; Judd, 1980). Presenta una distribucién aislada en el Norte
y mas continua hacia el centro y sur. Estos animales son
robustos con ojos pequefios y patas cortas, habitan en diversas
condiciones ambientales como zonas dridas pastizales, bosques de
pino y pino-encino (Wilhelm, 1982).

Los estudios cariotipicos realizados en M. mexicanus han
sido pocos (Fig. 2). Lee y Elder (1977) encontraron un numero
cromosdédmico diploide de 48 para ejemplares de Jalisco y Durango,
con un ndmero fundamental de 57 o 58. Similarmente Uribe et al.,
(1977) describieron un namero cromosémico diploide de 48 con
namero fundamental de 58 para individuos del sur del Valle de
México, Distrito Federal. En cambio Matthey (1957) mencioné un
nimerco cromosémico diploide de 44 para especimenes del noreste de
Nuevo México. Wilhelm (1982) también describié un namero
cromosémico diploide de 44 y namero fundamental de 54 para
organismos de Nuevo México (Tabla 1). Asimismo han sido aGn
menos los estudios cariotipicos a nivel de bandas cromosémicas G
Y C entre los que podemos mencionar a Judd (1980) para individuos
de Nuevo México, a Modi (1987a; 1987b) para organismos de Jalisco
Yy a Martinez (1991) para ejemplares de Oaxaca (Fig. 2). Sus

resultados confirman gque M. mexicanus se encuentra en un proceso



dindmico de evolucién cromosédmica, similar a otras especies de su
género.

La diferencia de cuatro cromosomas entre poblaciones
nortefias y surefias en el continente americano del ratén metorito,
se ha interpretado como consecuencia genética del aislamiento
geogrdfico producto de las glaciaciones del Pleistoceno (Wilhelm,
1982); al disminuir las posibilidades de flujo genético entre las
poblaciones, se puede promover diferenciacién genética. Hoffmann
y Koeppl (1985) mencionaron que los dltimos dos o tres periodos
glaciales se caracterizaron por el desplazamiento de los bosques
templados hacia el norte y sur de Norte América en funcién del
novimiento de la gran capa de hielo. Esto trajo como
consecuencia el aislamiento y evolucién de varias lineas
ancestrales del género Microtus. De ellas se diferencié M.
mexicanus quien mantiene poblaciones aisladas en su actual patrén
de distribucién geogrdfica. Un caso de este tipo es la poblacién
de M. m. phaeus de Querétaro la cual ha sido propuesta como una
nueva subespecie de acuerdo a criterios morfométricos (Alvarez y
Herndndez-Chavez, en prensa).

Debido a los antecedentes previos sobre aislamiento y
polimorfismo cromosémico que existen entre poblaciones nortefias
del metorito, se espera que por el aislamiento que hay entre
otras poblaciones también exista polimorfismo cromosémico entre
ellas. Por ejemplo en el Eje Neovolcdnico transversal existen
poblaciones del metorito con diversos grados de aislamiento entre
las que podemos mencionar las gque habitan los picos montafiosos
como el Nevado de Colima, Nevado de Toluca, el complejo

Iztaccihuatl- Popocatépetl y el Pico de Orizaba. Asimismo si los



procesos cromosdmicos de algunas de estas poblaciones se
comportan como en las poblaciones nortefas, encontrariamos
polimorfismo cromosémico entre ellas debido a su aislamiento
geogréafico.

Por lo tanto el presente trabajo tiene como objetivo
detectar, describir e interpretar la variacién cromosémica de
cuatro poblaciones aisladas de M. mexicanus de la porcién
oriental del Eje Neovolcanico y corroborar o refutar la hipotesis
nula de que los complementos cromosémicos de estas poblaciones
son idénticos y no han sufrido cambios por efectos del

aislamiento.



MATERIALES Y METODOS.

Los ejemplares fueron colectados en cuatro localidades:
Ex-Lago de Texcoco, 4 Km S, 12 Km W Texcoco; el Parque Nacional
"La Malinche o Matlalcuéyatl", 4 Km S del centro vacacional IMSS
Malintzi; El Cofre de Perote o "Volcan Naucantépetl", 10 Km SE
(por terraceria) Perdte y Pinal de Amoles Querétaro, 4 Km SW de
Pinal de Amoles. El Ex-Lago de Texcoco colinda con el limite NE
de la ciudad de México. Su temperatura media anual es de 15.5°C,
con pequefas fluctuaciones diurnas y precipitacién anual de 600.1
mm. La vegetacidén estd formada por una comunidad de gramineas
haléfitas, cuya especie dominante es Distichlis spicata
(Cervantes, 1987; Chavez y Huerta, 1984).

E1l Parque Nacional "La Malinche" se localiza en la zona
central oriente de México, formando parte del Eje Neovolcénico
entre los estados de Tlaxcala y Puebla, a una altitud que
comprende de 2400 a 4461 m. El tipo de clima corresponde a frio
con temperatura media anual de 11°C, y precipitacién media anual
160 mm. La vegetacidn estd constituida por bosques de oyamel,
pino, pino-encino, pastizales y zacatonales (SEDUE, 1985).

El Cofre de Perote se localiza al W de Xalapa, Veracruz y
alcanza una altitud de 4300 m. El clima corresponde al tipo
semifrio subhimedo con lluvias en verano y temperatura media
anual de 8.5°C y precipitacién media anual 40 mm. La vegetacién
estd constituida por bosques de coniferas, fragmentos de bosque
caducifolio, zonas de matorral xerdéfito asi como importantes
extensiones de pastizales ganaderos y zonas dedicadas a distintos
tipos de cultivos (Robles, 1982).

Pinal de Amoles se localiza al NE de Querétaro y tiene una



altitud de 3000 m. El tipo de clima corresponde al c&lido himedo
con temperatura media anual de 23.6°C y precipitacién media anual
845 mm. La vegetacién esta constituida por bosques de pino como
Pinus teocote y Pinus rudis (Soto y Coll, 1975).

Los ejemplares de Microtus fueron capturados vivos con
trampas "Sherman" (23x7.5%9 cm) las cuales eran dispuestas cada 5
m en transectos en una zona de pastizal, en salidas de tres dias
para cada localidad. Los ejemplares fueron trasladados al
laboratorio de Mastozoologia del Instituto de Biologia, UNAM y
examinados posteriormente. Se procesaron 9 individuos para
Texcoco, 9 para Malinche, 10 para Perote y 3 ejemplares para
Querétaro, los cuales fueron preparados en forma convencional
para estudio cientifico (Hall, 1981) y fueron depositados en la
Coleccién Mastozoologica del Instituto de Biologia, UNAM. La
obtencidén de preparaciones cromosomicas se basdé en la técnica
propuesta por Baker et al., (1988), méds algunas modificaciones.
Veinticuatro horas antes de ser sacrificados los roedores se les
aplicé una inyeccién subcutéanea de levadura en el dorso, en una
dosis de 0.1 ml por cada 10 g de peso (la preparacién de las
soluciones descritas en la técnica se detallan en el apéndice).
Con esto, se incrementa el indice mitético, y sélo se recomienda
para individuos en cautiverio (Lee, 1980).

La solucién de levadura se debe preparar momentos antes de
ser usada, ademads de asegurarse que esté activa por la presencia
de burbujas; la levadura debe estar bien disuelta para que la
concentracién sea la indicada. La jeringa debe ser llenada sin
aguja para evitar absorber demasiadas burbujas de aire.

Cuarenta minutos antes de ser sacrificados los roedores se
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les inyectdé por via intraperitoneal una solucién de Colchicina
(Microlab) al 0.004% en una proporcién de 0.1 ml por cada 10 g
de peso. Con esto, se inhibe la formacién del huso acromatico y
se detiene la mitosis en metafase.

Para conocer la utilidad de aplicar levadura y Colchicina o
solamente una de las dos soluciones, se efectuaron algunos
ensayos previos con M. mexicanus. De acuerdo a los resultados,
se recomienda usar a los organismos gue se les inyectd levadura y
colchicina para la obtencidén de bandas G y C, ya que la calidad
de los cromosomas fue mejor porgue se observaron mds alargados y
separados unos de otros. Sin embargo, no se descarté la
posibilidad de usar los organismos a los que sélo se les aplicéd
levadura o Colchicina debido a que la calidad de los cromosomas
fue buena para cariotipo convencional, porgue los cromosomas
presentaban cromdtidas separadas y estaban separados unos de
otros.

Se sacrificaron a los Microtus por asfixia para extraer los
fémures y las tibias en un tiempo no mayor de 5 minutos. Fue
necesario guitar el misculo a los huesos y se cortaron las
epifisis en el extremo proximal con la ayuda de tijeras; se
inyectdé solucién hipoténica de KCl 0.075 M a 37°C en la cavidad
medular con jeringas de 1 ml y agujas de 25X16 mm, procurando
sacar toda la médula para lo cual fue necesario inyectar ambos
lados del hueso. Se colocé la médula en un tubo de centrifuga de
15 ml cénico transparente que contenia 7 ml de solucién
hipoténica a 37°C. Se resuspendié con jeringas de 1 ml y agujas
del namero 23.

Los tubos de centrifuga con tapdén, se incubaron en baho
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Maria a 37°C durante 40 min, se agitaron suavemente los tubos una
vez que estuvieron en el bafio Maria cada 10 min aproximadamente.
La solucién hipoténica permite la entrada de agua hacia las
células provocando que éstas se hincharan.

Se centrifugaron las muestras a 800 revoluciones por minuto
(rpm) durante 8 minutos en una centrifuga International, se
elimind el sobrenadante y se resuspendidé con un poco de liguido
en proporcién al tamafio del botén celular para después ser
resuspendidas en 3 ml de solucidén fijadora (metanol-acido acético
en proporcién 3:1), la cual se aplicd cuidadosamente resbalando
por la pared del tubo procurando que no cayera directamente sobre
las células; se resuspendid suavemente. Se usdé una pipeta por
cada tubo para evitar contaminacién. A continuacién se colocdé en
congelador durante 24 horas. El fijador debe ser preparado 30
minutos antes de ser utilizado y mantenido en el congelador a
-20°C y solo debe ser usado dos o tres horas después de preparado.

Se centrifugaron las muestras a 800 rpm durante 8 min, se
elimindé el sobrenadante y se resuspendié en una solucidén fijadora
fresca. Se centrifugd como se hizo anteriormente y se
resuspendié hasta gque el botén celular fué blanquecino. Se
agregd solamente un poco de fijador hasta que esté se tornéd
turbio y se resuspendié para homogeneizar las células.

Se colocaron los portaobjetos en un vaso Coplin con agua
destilada, (al sacarlos se debe observar una capa homogénea de
agua, si no es asi, se debe usar acetona para limpiarlos) se
dejaron caer dos gotas con pipeta pasteur del material celular en
la laminilla inclinada 45° a una altura de 80 cm y se dejaron

secar éstas a temperatura ambiente en posicién inclinada. Se
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observaron las laminillas sin tefiir al microscopio de contraste
de fase para asegurarse que habia campos mitéticos (si la
suspensién celular va a ser guardada en nitrégeno liquido, se
debe hacer después de que se agrega el fijador por primera
ocasién. Solo se puede guardar en éste una vez, ya descongelado
puede ser mantenido én el congelador a -20°C por tiempo
indefinido tapado con Parafilm para evitar la evaporacién del
fijador y que se seque la suspensién celular). Se tifieron las
laminillas con una solucién de Giemsa liquida (Microlab) a 1:50
durante 4 minutos, se lavdé con agua destilada, se dejd secar y se
observé al microscopio de campo claro donde se seleccionaron los
mejores campos para fotografiarlos. Se recortaron los cromosomas
y se elabord un idiograma, basado en mediciones de longitud de
los brazos cortos, brazos largos de cada par cromosdémico.

Antes de continuar con la técnica para la obtencién de
bandas "G" (deGrouchy y Turleau, 1977, con algunas
modificaciones), las laminillas con los cariotipos
convencionales, pero sin tefiir, se dejaron reposar durante 5 & 6
dias. Las preparaciones se colocaron en una estufa de cultivo a
60°C durante 16 horas para "endurecer" los cromosomas Yy lograr un
mejor patrdn de bandas. Se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Se colocaron las laminillas en un vaso Coplin que contenia
Tripsina Difco 0.025% durante 150 & 180 segundos ya que fueron
los tiempos donde se obtuvo mejor patrdn de bandas (la Tripsina
disocia la heterocromatina). Se introdujeron y se sacaron las
laminillas en dos vasos Coplin que contenian PBS, durante 10

veces, en cada uno para eliminar el exceso de Tripsina.
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Se tindé inmediatamente, sin dejar secar, en Buffer de Giemsa
(se agitdé vigorosamente hasta gque produjdé espuma) al 2%,
preparada segin Seabright (1971), durante tres minutos. Se
enjuagdé brevemente en agua destilada, se dejdé secar a temperatura
ambiente y se observd al microscopio de campo claro. Se puede
usar el objetivo de 100X y aceite de inmersién sin cubreobjetos
(el aceite de inmersidén se elimind volteando la laminilla sobre
papel absorbente y dejdndola en un vaso Coplin con Xilol durante
2 horas o de un dia para otro).

Si los cromosomas tienen poco tratamiento con Tripsina se
observan solamente puntos en la orilla del cromosoma sin gue se
observe una banda continua. Si tienen exceso de tratamiento se
observa que la banda rebasa la orilla del cromosoma y se ven los
cromosomas hinchados. El tipo de banda correcto es aquella gque
no sobresale del limite del cromosoma y éste no se ve hinchado.
Para la obtencién de Bandas "C" se utilizd la técnica de Summer
et al., (1971) y Arrighi y Hsu (1971); las preparaciones de
cariotipos convencionales sin tefiir se dejaron reposar 5 & 6
dias. Se colocaron las preparaciones en un vaso Coplin con HCl
0.2 N durante 15 minutos para remover proteinas. El1 HCl se
prepara cada vez que se va a utilizar con duracién de un dia para
Su uso. Se lavd tres veces en agua destilada y se dejo secar a
temperatura ambiente.

Se colocaron las laminillas en un vaso Coplin conteniendo
una solucién saturada de Hidréxido de Bario a 45°C durante 90 o
120 seqgundos, ya que en estos tiempos se obtuvo el mejor
resultado. El Hidroxido de Bario actué en la disociacidn de

eucromatina. Se pasaron las preparaciones a HCl 0.2 N para
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detener la reaccién del Hidréxido de Bario. Inmediatamente se
lavé tres veces con agua destilada y se dejd secar a temperatura
ambiente.

Se colocaron las laminillas en una camara himeda (caja de
Petri conteniendo dos hojas de papel filtro, solucién 2XSSC pH
7.0 y dos tapones de plastico como soporte), asegurdndose que
tenian bastante solucidén 2XSSC para que no se secaran.

Se colocaron 4 gotas de 2XSSC con pipeta pasteur a lo largo
de la laminilla y se dejd caer encima un cubreobjetos (22 X 40
mm) en la parte central. Se incubd a 65°C durante toda la noche.
Se sacudié la laminilla para que se cayera el cubreobjetos y se
lavé en agua destilada tres veces.

Se lavaron las laminillas en 2 vasos Coplin durante 5
minutos en cada uno conteniendo etanol al 70 y 95%
respectivamente y se dejdé secar a temperatura ambiente; esto
evita la formacidén de cristales. Se enjuagé con agua destilada y
se dejd secar a temperatura ambiente. Se tifié con Buffer de
Giemsa al 4% durante 8 minutos, se enjuagd brevemente en agua
destilada y se dejé secar a temperatura ambiente.

Las preparaciones se observaron sin cubreobjetos al
microscopio de campo claro. Pueden ser usados filtros de colores,
de preferencia verdes, para observar mejor las bandas.

Para ambos tipos de bandas las preparaciones fueron
observadas al microscopio seleccionando los mejores campos para
fotografiarlos. Utilizando las fotografias, se procedid a
recortar cada uno de los cromosomas de las impresiones y se

acomodaron por pares homélogos (Levan et al., 1964); asi como
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también se identificaron las bandas mds constantes y notorias de
cada par cromosbédmico. Se midieron las longitudes de las bandas y
se obtuvo el promedio de ellas las cuales fueron incorporadas a
el idiograma obtenido con las medidas de los cariotipos tefiidos
convencionalmente. Para la elaboracién de los idiogramas se
utilizé el paguete de computacién Flow II. Todos los célculos
se realizaron en una microcomputadora Printaform utilizando el

paquete estadistico Lotus 1-2-3.
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RESULTADOS

Texcoco.--Se utilizaron nueve ejemplares (cuatro machos y
cinco hembras) para determinar el nGmero cromosémico diploide
(2n) y el namero fundamental (NF). Esta poblacién de Microtus
mexicanus mexicanus presenta un 2n=48 y un NF=58.

De los 23 pares de autosomas gque constituyen su cariotipo 4
pares son metacéntricos, 2 pares son submetacéntricos y 17 pares
son telocéntricos. El cromosoma X es telocéntrico grande; el Y
es telocéntrico pequefio; el cariotipo muestra primero los pares
metacéntricos enseguida los submetacéntricos luego los
telocéntricos y por dltimo los pares sexuales (Tabla 2; Fig. 3).
Las bandas cromosdmicas G presentan una distribucién continua a
lo largo de todos los cromosomas y hasta en los telocéntricos
pequenos se observan 2 bandas (Figs. 4 y 5). Las bandas
cromosémicas C se observan en la regidén pericéntromerica para
todos los autosomas y en los cromosomas sexuales se observa mayor

cantidad de heterocromatina constitutiva (Figs. 6 y 7).

Malinche.--Para la determinacidén del nGmero cromosémico
diploide (2n=48) y el numero fundamental (NF=58) se analizaron
nueve ejemplares (cinco machos y cuatro hembras) de Microtus
mexicanus mexicanus.

De los 23 pares de autosomas que forman su cariotipo se
encontré que 4 pares son metacéntricos (birrameos), 2 pares
submetacéntricos (birrameos) y 17 pares telocéntricos
(monorrameos), siendo los cromosomas sexualeé telocéntricos el X
grande y el Y pequeno (Tabla 2; Fig. 8).

La distribucidén de eucromatina a lo largo del cromosoma es
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constante y homogénea (Figs. 9 y 10). En las bandas cromosémicas
C se encontré que se repite el mismo patrén que para los

individuos de la poblacién anterior (Figs. 11 y 12).

Perote.--Se emplearon diez ejemplares (seis machos y cuatro
hembras) de Microtua mexicanus mexicanus para la obtencién del
nimero cromosémico diploide (2n=48) y namero fundamental (NF=58;
Tabla 2).

El cariotipo convencional se elabord con base a la posicién
centromérica por lo que muestra el mismo arreglo que las dos
poblaciones anteriores. En los cromosomas monorrameos
(telocéntricos), la eucromatina se distribuye a lo largo de los
cromosomas y en los telocéntricos pequefios podemos encontrar
hasta dos bandas cromosémicas (Fig. 15).

Las bandas cromosémicas C muestran una distribucién
pericentromérica para todos cromosomas Yy para los cromosomas
sexuales se encontrdé gue se presenta en mayor cantidad. (Figs. 16

y 17).

Querétaro.--La determinacién del nimero cromosémico diploide
(2n=48) y namero fundamental (NF=58) de Microtus mexicanus phaeus
se llevdé al cabo utilizando tres ejemplares (machos).

De los 23 pares de autosomas gue forman su cariotipo 4 pares
son metacéntricos, 1 par es submetacéntrico, 1 par
subtelocéntrico y 17 pares telocéntricos. En el par cromosémico
No. 6 se presenta un rearreglo en la posicién del centrémero que
se puede describir como del tipo de doble duplicaciédn.

Los cromosomas sexuales pertenecen al grupo de los
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telocéntricos siendo el cromosoma X grande y el cromosoma Y
pequefio (Tabla 2; Fig 18).

La eucromatina presenta un patrén de distribucién homogéneo
a lo largo de todos los cromosomas Yy en los pares telocéntricos
pequefios se encontré que solo presentaban una banda cromosémica
G, siendo un patrén caracteristico para esta poblacién. Los
cromosomas metacéntricos pequefios presentan dos bandas
cromosémicas (Figs. 19 y 20).

En cuanto a la distribucién de las bandas cromosdémicas C
(heterocromatina constitutiva) se encontrd que presentaba el
mismo patrén de distibucién que para las otras tres poblaciones
de M. mexicanus (Figs. 21 y 22).

Los valores absolutos promedio de las longitudes de los
brazos cromosémicos y la suma de ambos de las diferentes
poblaciones en estudio se encuentran en la Tabla 3 y los valores
relativos promedio de los brazos de cada par con los gque se

construyd el idiograma se presentan en la Tabla 4.
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DISCUSION

En los cariotipos con tincién convencional se encontré que
el nGmero cromosdémico diploide (2n=48) y el namerc fundamental
(NF=58) no presentan diferencias entre las poblaciones de la
porcién oriental del Eje Neovolcénico de Microtus mexicanus
mexicanus y entre una poblacién de M. m. phaeus al norte de la
distribucién anterior. Los resultados cariotipicos obtenidos en
este estudio concuerdan con los trabajos realizados para una
poblacién de M. m. mexicanus localizada al sur del Valle de
México (Uribe, 1977), y con los resultados obtenidos para
ejemplares de Jalisco y Durango, donde se encuentra un 2n=48 y
NF=57 & 58 (Lee y Elder, 1977). En comparacién con las
poblaciones aisladas, especificamente en Nuevo México donde M. m.
mogollonensis y M. m. guadalupensis presentan un 2n=44 y NF=54.

Debido a que en las subespecies estudiadas existe un nGmero
elevado de cromosomas acrocéntricos, se puede afirmar que
presentan caracteristicas cariolégicas primitivas con respecto a
otras especies (Matthey, 1957), si se parte del conocimiento de
que un nuimero cromosémico primitivo es 56 o un nGmero cercano a
éste. Por lo anterior se deduce que la tendencia evolutiva en M.
mexicanus ha sido a la reduccién en el nimero cromosémico por
medio de diversos cambios cromosémicos siendo los mas frecuentes
dentro del grupo de los Arvicélidos las fusiones céntricas y las
inversiones pericéntricas (Modi, 1987a).

Una de las diferencias cromosémicas observada en las
poblaciones estudiadas fué en M. mexicanus phaeus ya gque su

complemento cromosomico presenta un cromosoma subtelocéntrico en
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el par 6 en lugar de un cromosoma submetacéntrico en el par 5
como lo presenta M. m. mexicanus. Debido a que las bandas
cromosémicas G ayudan a identificar posibles rearreglos
cromosémicos de las poblaciones en estudio, es posible proponer
hipotéticamente en M. m. phaeus una doble duplicacién en el par
cromosdémico 6 con el fin de que concuerde la posicidn
centromérica con M. m. mexicanus (Fig. 25). Otro de los cambios
hipotéticos encontrado en las poblaciones en estudio fue una
adicién de eucromatina en el par 5 de M. m. phaeus de Querétaro
donde se pueden observar tres bandas cromosémicas G y no seis
como en ei caso del par 6 de M. m. mexicanus de Texcoco, Malinche
y Perote. Aunado a lo anterior estudios morfométricos en M. m.
phaeus realizados por Alvarez y Hernandez-Chavez (en prensa)
confirman que M. m. phaeus presenta diferencias craneales y
proponen a esta poblacién como una nueva subespecie nombrandola
M. m. ocotensis.

Otra de las diferencias importantes en esta poblacién se
encuentra en los autosomas telocéntricos pequefios de M. m. phaeus
ya que éstos sbélo presentan una banda cromosémica G en
comparacién con los ejemplares de Texcoco, Malinche y Perote que
tienen dos bandas cromosdémicas. En individuos provenientes de la
Sierra de Juarez, Oaxaca, correspondientes a ejemplares de
Microtus mexicanus fulviventer de distribucidén ma&s al sur, se
describe un naGmero diploide y nimero fundamental similar al
encontrado en este estudio para la subespecie de M. m. mexicanus
del eje Neovolcanico (Martinez, 1991).

En cuanto al patrén de bandas cromosdmicas C, se ha
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mencionado que los cambios cromosémicos en arvicélidos que
involucran regiones de heterocromatina son poco significantes
evolutivamente, debido a la escasa variacién encontrada a 1lo
largo del complemento cromosémico (Modi, 1987a). Este autor
propone que la comparacidén entre especies ayudaria a suponer
dénde se encontraban ‘distribuidas las bandas cromosémicas C en un
cariotipo antecesor mediante la homologacién de las bandas
cromosémicas y permitiria examinar si han ocurrido cambios entre
lineas derivadas. Se ha encontrado para algunas especies de los
arvicélidos, por ejemplo M. oregoni, que no presentan
heterocromatina constitutiva. En cambio, otras especies como
Microtus ochrogaster presentan poca cantidad de heterocromatina
constitutiva (Modi, 1987a). En las subespecies analizadas de M.
m. mexicapus y M. m. phaeus se observa que presentan un patrén de
distribucién homogénea de heterocromatina pericentromérica
similar al encontrado para M. ochrogaster y no revela ningdn tipo
de cambio o rearreglo para alguna de las poblaciones, ya que
todas presentan el mismo patrén de distribucién de
heterocromatina a nivel pericentromérico. Por lo tanto con base
en los resultados obtenidos se rechaza la hipétesis nula de que
las cuatro poblaciones son cromosémicamente iguales.

Como se puede observar, los trabajos a nivel de bandas
cromosémicas para las subespecies en estudio no se han realizado
siendo este trabajo uno de los primeros en realizar bandas

cromosdédmicas.
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CONCLUSIONES

Las cuatro poblaciones analizadas de Microtus mexicanus
presentan un nimero cromosémico diploide de 48 y un ndmero
fundamental de 58 lo cual confirma lo anteriormente realizado
para poblaciones del Valle de México, Jalisco y Durango, asi
como para ejemplares de Oaxaca (Lee y Elder, 1977; Uribe, 1977;
Martinez, 1991). Por el contrario, se encontraron diferencias en
cuanto a la posicién del centromero para la subespecie Microtus
mexicanus phaeus, donde el par cromosémico 6 se identificé como
subtelocéntrico y no submetacéntrico que es como se presenta en
Microtus mexicanus mexicanus.

Los rearreglos cromosémicos identificados para la subespecie
M. m. phaeus de Querétaro fueron del tipo de doble duplicacién y
adicién de eucromatina.

Con base en los resultados obtenidos y por lo expuesto en la
literatura se encontrdé gque M. m. phaeus presenta caracteristicas
cromosdémicas diferentes a las que muestra M. m. mexicanus; asi
como caracteristicas morfométricas diferentes por lo que otros
autores la han propuesto como una nueva subespecie.

Los antecedentes apoyan las propuestas de Uribe (1977) y
Wilhelm (1982) de gue la poblacidn ancestral de Nuevo México
sufridé rearreglos cromosémicos, los cuales pudieron haber
consistido de dos fisiones o de dos fusiones Robertsonianas,
mediante lo cual se argumenta gque las poblaciones examinadas
presentan cariotipos primitivos, como lo es un 2n=48 ya que la
tendencia evolutiva es hacia la reduccidén en nimero cromosémico

diploide. Por lo que con los resultados obtenidos se rechaza la
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hipdétesis nula de que las cuatro poblaciones aisladas de M.
mexicanus de la porcidn oriental del Eje Neovolcanico presentan
complementos cromosémicos idénticos.

Es necesario realizar estudios biogeograficos y cromosémicos
adicionales de la distribucién en México del género Microtus para
examinar y comprender las relaciones de parentesco entre los
metoritos de México y a su vez compararlos con los datos
obtenidos para las poblaciones de Nuevo México, Estados Unidos de
Norteamérica e igualmente conocer los cambios a nivel genético y

bioquimico ocurridos a lo largo de su distribucién.
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Tabla 1.--Comparacidon cromosdmica entre las subespecies de
Microtus mexicanus.

2n NF M Sm St A X Y

8]
IS

M. mexicanus 44 54,56 15 Sm 5]

(Matthey, 1957)

M. mexicanus 48 58 4 2 17 A &
mexicanus
(Uribe et al., 1977).

rJ
i
—

M. mexicanus 44 54 15 St A

mogollonensis
{Judd, 1980).

8]
il
-

M. mexicanus 44 54 15 St A

quadalupensis
{Judd, 1980;
Wilhelm, 1982) 44 oS54 2 4 15 Sm (4]

M. mexicanus 48 58 4 2 17 T L]
fulviventer
(Martinez, 1991).

2n = Ndmero diploide. X Cromosoma sexual X

Cromosoma sexual Y

[}

NF = Ndmero Fundamental ¥

= 4
I

Metacéntrico.

Sm = Submetacéntrico.

St = Subtelocéntrico.

A = Acrocéntrico = T



Tabla 2.—-—Ndmero diploide (2n), ndmero fundamental (NF) vy
clasificacidn de los cromosomas para las subespecies de Microtus

mexicanus examinadas en el presente estudio.

M. mexicanus
mexicanus

TEXCOCO 48 58 &4 2 17 T T
MAL INCHE 48 o8 4 2 17 T T
FEROTE 48 58 4 2 17 T T

M. mexicanus

phaeus
QUERETARO 48 S8 4 1 1 17 T T
2n = Ndmero diploide. X = Cromosoma sexual X
NF = Nomero Fundamental Y = Cromosoma sexual Y
M = Metaceéntrico.
Sm = Submetacéntrico.

St = Subtelocéntrico.

bl
I

Acrocéntrico = T



Tabla 3.—Prosedio de los valores absolutos de las longitudes de los brazos cromosdeicos (largos=g, cnrtusil y la sma de
aabos (Eﬂ;l de los pares crososdeicos de Microtus sexicanus mexicanus de Texcoco, Malinche, Perote y M. a. phaeus de Querdtaro

reniwero de caspos aitdticos sedido.

Texcoco  (e30) Malinche (n=24) Perote (ne26) fueritaro (=24)

g % 7 % SN 9 % P B KM g NP % WM ¢ X op B %M

110,23 1.0 6,10 0.89 1.B9 10.86 L.17 &4 LI13 230 691 L9 459 LB 3.24 1508 L0 4.9 0.20 L2
2 9% LB 605 0.9 2M 9.9 0.8 62 LOI LET A LT2 AZ 072 24 831 0.45 5.HM 0.80 0.8
3065 L0 576 075 L76 573 076 640 077 L 505 L23 3.B8 0.80 203 543 0.45 440 0.42 0.87
4 .38 107 408 0.6 LTS 7.2 LZ2 3.80 0.4 L6 5.4 L2 321 076 L9 609 0.94 330 0.18 L12
3023 0.49 212 02 051 230 0.7 LY 014 041 LI 0.2 LW 0.29 0.7 L% 0.09 L70 0.10 0.19
6 203 0.26 1.8 0.64 0.9 L95 0.16 190 011 0.277 L3 055 L3 0.26 0.8 L9 0.2 1.4 0.03 0.5
7 1481 .8 28 11.% 2.3 2% 0.8 3.07 3.07 1Bl 0.68 0.68
8 B.61 LB .86 10.83 L9 L9 &M 22 22 .3 0.9 0.98
§ 82 0.8 0.89 9.3 0.M 0¥ %2 LY LY .92 0.78 0.78
10 7.3% L0 1.7 B.67 L4 L 5% LY LY 652 0.2 0.21
1 &4 073 0.73 7.6 0.91 0.91 488 LIS 115 5.88 0.48 0.48
12 5.9 0.9 0.9 b.68 0.7 0.7 4N Ll L6 5.3 017 0.17
13 57 0.80 0.80 440 0.49 0. A4 L Lo 5% 0.48 0.48
14 5.6 L1IB 118 5B 0.5 0.5 A48 0.4 0.64  5.18 0.19 0.19
5 52 0.8 0.8 6.00 0.3 0.5 415 0.5 0.65 5.0 0.80 0.8
6 523 0.7 07 52 0K 0% 37 097 0.97  4& 0.24 0.24
17 518 070 070 5.8 0.3 0.5 3.& 0.7 0.7 442 0.8 0.3
18 487 0.6 0.6 5.09 0.4 0.4 3351 0.93 0.95 AN 0.5% 0.5
19 48 0.5 b 5.08 0.5 0% 33 0.3 0.59 410 0.09 0.09
0 AT 0% 0.3 517 0.4 0.41  3.38 0.72 0.72 402 0.57 0.57
A A 0K 0.40 2480 0.0 0.0 3.19 0.8 0.81 3.8 0.3 0.31
2 44 0.8 0.67 469 (.18 0.18 314 0.71 071 LH 0% 0.70
L e 0.3 0.% A5 041 0.41 304 0.70 0.70 2.4 0.4 0.44
I ILE LT LT ILOA LSS LY 9.8 2.4 4 .87 LM 1.4
50 L2 L2 57 LI 579 20 0% 0.32 470 0.3 0.3



Tabla 4.--Prosedio de los valores relativos de las longitudes de los brazos

crososdaicos ilirqos=a, cnrtns=;l y la susa de ambos iE+EI de los pares cromosdmicos de

Microtus mexicanus mexicanus de Texcoco, Malinche, Perote y M. ». phaeus de Buerétaro.

Texcoco Malinche Perote Querétaro
Par g LI @ P Y T p 9t 9 P pH
1 5.47 126 B.73 5.40 3.20 B.80 3.0 335 8.4 4,85 317 8.02
2 5.0 3.24 8.25 4.9 3.07 8.03 5.30 3.08 8.38 8.78 2.89 1l.47
3 351 3.08 6.59 .16 2,85 6,01 369 2.84  4.53 317 2.57 5,74
4 405 .18 623 1.54 1.88 542 4,09 2,35 o 44 3.5 L.92 sS.47
3 LA L1323 .24 0.97 2.2 .16 L10 2.26 L1 0,99 2.10
& 10§ 101 2,10 0.97 0.95 L.92 0.99 0.96 1.95 0.99 0.87 L.8s
7 1.92 7.92 8.90 8.90 7.51 7.51 8.64 9.64
8 460 460 5.38 3.38 4,78 4,78 5.43 5.45
F 44 4.4 464 4,64 4,33 4.33 4.62 4.62
10 40l 4,01 4.4 441 4.03 4.03 4.04 4.04
11 L4 L. 3.81 3.81 1.93 1.9 .43 3.43
12 3.18 3.18 .32 3.32 .42 3.42 3.14 .14
13 3.06 3.06 319 3.19 322 3.22 312 3.2
14 3.03 3.03 .99 2.9 314 I.14 3.02 3.02
15 2.81 2.81 2.91 2.51 3.03 3.03 .92 2.92
16 2.80 2.80 2.69 2.69 .73 .73 .70 2.70
17 an 2.1 2.63 2,463 2,67 2.67 2.58 2.58
18 2.60 2,60 2.57 2.57 2.57 Zonid 2.51 2.51
19 2.58 2.58 2.53 .53 2.48 2.48 2.39 2,39
20 2.55 2.55 2.53 2.53 2.47 2.47 2.3 .34
21 251 2,51 2.38 2.38 .33 .33 2.26 .26
2 LY 2.37 2.33 i35 2.29 .29 2.09 2.09
23 2.08 2.08 .23 .23 2,22 .22 1.41 1.41
X 6.33 6.35 5.49 .49 6.94 6.94 5.76 5.76
Y 2.68 2.48 2.88 2.88 1.97 1.97 2.74 2.74



Fig i~ Distribucide: geogrdfica del ratdn metorito Jehotua mexcaiuns

(Hall, 1981).
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Fig. 2--Localidades de procedencia de cariotipos examinados del

ratdn metorito Microtus meticanua: 1, Nuevo México; 2,Durango; 3,Jalisco
y 4, Valle de México (Judd, 1380; Lee y Elder,1977; Modi, 1987; Uribe et

al- 1977; Wilhelm, 1982).
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Fig. 3-- Cariotipo de Tehotus medcanus mexcanus (CBUNAM 27385
hembra, IBUNAM 29006 macho) de 4 Km 5, 12 Km W de Toexcoco, 2250m.

m=metacentrico, sm=submetacentrico, t=telocéntrico.
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Fig. 5--Idiograma del patrdn de bandas cromosdmicas G de

i mexicanus mexiconus (IBUNAM 29004 macho) de 4 Km 5, 12 Km W
de Texcoco, 2250m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,
t=telocéntrico.
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Fig. 6--Bandas cromosdmicas C de TMicnotus mexicanus smexicaniis
(IBUNAM 27396 hembra, IBUNAM 23005 macho) de 4 Km S, 12 Km W de
Texcoco, 2250m. m=metacentrico, sm=submetacédntrico, t=telocéntrico.
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Fig. ?r-ldingrama con patrdn de bandas cromosdmicas C de
de Texcoco, 2250m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t= telucéntmcu.
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ﬂxi{ﬂ !? Malinche

Fl{.‘. B.—~Carlutipo de Michotud mextconuwd mextconud (IBUNAM 27476
hembra, IBUNAM 29250 macho) de 4 Km §, Centro Vacacional IMGS
Malintzi, Municipio Huamantla, Tlaxcala, 3320m. m=metacéntrico,

sm=submetacdntrico, t=telocédntrico.
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Fig. 9--Bandas cromosdmicas G de Tlichotus mexiconus mexiconus
(IBUNAM 27479 hembra, IBUNAM 29246 macho) de 4 Km S, Centro
Vacacional IM55 Malintzi, Municipio Huamantla, Tlaxcala, 3320m.
m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico.
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Fig. 10--Idiograma con patrdn de bandas cromosdmicas G de
i mexicanus mexiconus (IBUNAM 29246 macho) de 4 Km S, Centro
Vacacional IMSS Malintzi, Municipio Huamantla, Tlaxcala, 3320m.
m=metacéntrico, sm*submetacéntrico, t=telocéntrico.
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Fig. 11--Bandas cromosdmicas C de Tlichotus meticonus mexicanih
(IBUNAM 27479 hembra, IBUNAM 29246 macho) de 4 Km S Centro
Vacacional IMSS Malintzi, Municipio Huamantla, Tlaxcala, 3320m.
m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocéntrico.
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Fig. 12--Idiograma con patrdn de bandas cromosdmicas C de
mexicanus mexicanus (IBUNAM 29246 macho) de 4 Km S Centro
Vacacional IMSS Malintzi, Municipio Huamantla, Tlaxcala, 3320m.
m=metacéntrico, sm:submetacéntrico, t=telocéntrico.
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Fig. 13--Cariotipo de Tiichotus '
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mexieanws (IBUNAM

mexiconus,
27488 hembra, IBUNAM 27481 macho) de 10 Km SE Perote, Municipio
Perote, 3000m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, t=telocentrico.
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Fig. 14--Bandas cromosdmicas G de Tlichotus mexiconus mexiconud
(IBUNAM 27483 hembra, IBUNAM 27481 macho) de 10 Km SE Perote,
Municipio Perote, 3000m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,

t=telocéntrico.
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Fig. 15.——Idingrama del patrdn de bandas cromosdmicas G de
Perote, Municipio Perote, 3000m. m*metacéntrico, sm=submetacéntrico
t=telocéntrico.
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Fig. 16--Bandas cromosdmicas C de Tlienotus mexicanus mexicanua
(IBUNAM 27488 hembra, IBUNAM 27481 macho) de !0 Km SE Perote,
Municipic Perote, 3000m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,
t=telocéntrico.
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Fig. 17--Idiograma con patrdn de bandas cromosdmicas C de
i mexicanus mexcanus (IBUNAM 27481 macho) de 10 Km SE Perote,
Municipio Perote, 3000m. m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,

t=telocéntrico.
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Queretaro

Fig. 18- -Cariotipo de Michotud mexicamus
29251 macho) de 4 Km SW Pinal de Amoles, Querdtaro, 2250m.
memetaceéntrico, sm=submetacdntrico, st=subtelocéntrico,
t=telocdntrico.
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Fig. 19--Bandas cromosdmicas G de Michotur mexicanun pheoe
{IBUNAM 29251 macho) de 4 Km SW Pinal de Amoles, Munic
Pinal de Amoles, Queretaro, 225m. m=metacentrico,
sm-submetacentrico. st=subtelocedntrico, t=telocéntyioo
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Fig. 20--Idiograma con patrdn de bandas cromosdmicas G de
mexicanut phaeus (IBUNAM 29251 macho) de 4 Km SW Pinal de
Amoles, Municipio Pinal de Amoles, Querétaro, 2250m. m=metacdntrico,
sm=submetacéntrico, st=subtelocédntrico, t=telocéntrico.
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de Micnotua mexcanus phaeu&

Handas cromosomica
i de 4 Km SW Pinal de Amoles, Municipio
#tarva, cobllm, memetacéntrico,

‘untrico, stesubtelocéntricao, t=telocéntrico.
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Fig. 22--Idiograma con patrdn de bandas cromosdmicas C de

i (IBUNAM 29252 macho) de 4 Km SW Pinal de
Amoles, Municipio Pinal de Amoles, Querdtaro, 2250m. m=metacédntrico
sm=submetacdntrico, st=subtelocéntrico, t=telocédntrico.
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Fig. 23--Comparacidn de las bandas cromosdmicas G entre
4 poblaciones aisladas de Tlichotus mesdcanus. Texcoco (T), Malintzi (M)
Perote (P), Querdtaro (Q). m=metacentrico, sm=submetacéntrico,
st=subtelocéntrico, t=telocéntrico.
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Fig. 23--Continuacidn.
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Fig. 23--Continuacidn.
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Fig. 23--Continuacidn.
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Fig. 24--Comparacidn de las bandas cromosdmicas C entre 4
poblaciones aisladas de Tichotus metdcanus. Texcoco (T), Malintzi (M),
Perote (P), Querdtaro (Q). m=metacéntrico, sm=submetacéntrico,
st=subtelocéntrico, t=telocédntrico.
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Fig. 24--Continuacidn.
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Fig. 25--Rearreglo cromosdmico hipotdtico que muestra una duplicacidn de
ucromatina que se presentd en el par b de Micnetus megicanus phaeus, de

uerdtaro. (T) Texcoco, (M) Malinche, (P) Perote, (Q) Querétaro.
m=submetacéntrico, st=subtelocéntrico. a y b lugar duplicado.



6 6 6 3

SsM
Fig. 26--Rearreglo cromosdmico hipotético que muestra una adicidn
de eucromatina presente en el par 5 de Michotus mexiconus de

Querdtaro. Texcoco (T), Malintzi (M), Perote (P), Querétaro (Q),
sm= submetacéntrico.



Apéndice.
SOLUCION DE LEVADURA.
3 gr de levadura en polvo (Flesh mann’s Yeast "Active Dry")
refrigerada.
2 gr de Dextrosa.
12 ml de agua destilada.

Esta solucidn se usa fresca

SOLUCION HIPOTONICA.
0.075 M KC1

Se pesan 0.56 gr de KCl y se afora en 100 ml de agua
destilada.

Se puede utilizar maximo dos dias si no esta contaminada vy

se guarda en refrigeracion.

FIJADOR.
Proporcién 3 : Metanol
1 : Acido acético
Debe ser preparado 30 min antes de ser utilizado,
manteniéndolo en el congelador (-20°C) usandose 2 o 3 horas

después de preparado.

COLORANTE GIEMSA PARA TINCION CONVENCIONAL.
- Solucidén amortiguadora.
10 M NaH2P04
Se pesa 1.38 gr del reactivo y se afora a 100 ml de agua

destilada. Solucidén A. Se utilizan 15 ml.



10 M Na2HP04
Se pesa 1.42 gr del reactivo y se afora a 100 ml de agua
destilada. Solucién B. Se utilizan 10 ml.
Esta solucidén se puede mantener a refrigerador (4°C) hasta
gue no se observe contaminada.
- Solucién concentrada de Giemsa (Microlab) 1 ml
Se puede mantener a temperatura ambiente indefinidamente.
- Solucibén amortiguadora (pH 6.5-6.8) 2 ml
- Agua destilada 47 ml.
Se puede usar durante 1 dia conservandola a temperatura

ambiente.

BUFFER GIEMSA 2% PARA BANDAS G.
1 ml 0.14 M de buffer de fosfatos de sodio.

Se pesan 3.752 gr de NazHPO4 y se afora a 100 ml de agua
destilada. La solucién final debe tener un pH 9.0.

Se puede conservar a temperatura ambiente
1 ml de Giemsa (Microlab).
48 ml de agua destilada.

Esta solucidn sirve para 10 u 11 laminillas y se debe
preparar cuando se va a usar. Debe agitarse hasta que salga

espuma antes de usarse y puede mantenerse a temperatura ambiente.

SOLUCION STOCK DE TRIPSINA.
0.05 gr de tripsina Difco (1:250).

50 ml de buffer de fosfato salino (PBS).

Se pesa 4 gr de NaCl, 0.1 gr de KCl, 0.575 gr de Na,HPO,



0.1 gr de KH,PO, y se afora a 500 ml de agua destilada.

Este buffer debe mantenerse en refrigeracién (4°c).

La solucién stock de tripsina debe permanecer en el
congelador (-20°C) y puede ser usada mientras no se observe la
aparicién de hongos o bacterias.

Diluir una parte de la solucién stock de tripsina con tres
partes de PBS para obtener una concentracién final de 0.025%

Solamente debe usarse el dia que se prepara.

SOLUCION STOCK 10XSSC PARA BANDAS C.
NaCl 1.5 M

Se pesan 8.7675 gr de este reactivo.
Citrato de Sodio 0.15 M

Se pesan 4.4117 gr de este reactivo.

Las dos sales se diluyen en 100 ml de agua destilada.
Esta solucién debe permanecer en refrigerador (4°c).

Tomar 10 ml de 10XSSC y 40 ml de agua destilada para
obtener una solucidn 2XSSC. Esta solucidn sélo se utiliza

durante 1 dia.

GIEMSA 4% PREPARADA CON BUFFER DE FOSFATOS DE SODIO PARA BANDAS C

0.01 M de NaH,PO,
Se pesan 0.1379 gr de este reactivo y se aforan a 100 ml de
agua destilada.

0.01 M de Na,HPO,

Se pesan 0.1419 gr de este reactivo y se diluyen en 100 ml



de agua destilada.

Combinar en proporcién: 68 ml del primero y 100 ml del
segundo.

Tomar 2 ml de Giemsa (Microlab) y 48 ml de este buffer
para tefiir.

Este buffer se puede utilizar durante un dia a temperatura

ambiente.

SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO 0.2N
Preparar solucioéon stock de HCl 5N
Tomar 2 ml de 5N y 48 ml de agua destilada para obtener 0.2N
La solucidén stock se mantiene a temperatura ambiente hasta
que no se observe contaminacién y la solucidén 0.2N se puede

conservar durante un dia a temperatura ambiente.

SOLUCION SATURADA DE HIDROXIDO DE BARIO.
5 gr de hidréxido de Bario.
50 ml de agua destilada.

Se mantiene a temperatura ambiente durante 2 semanas.
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