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1. INTRODUCCION

La produccion de robalo en México tiene por unico origen la pesca riberefia,
a pesar de ser el sexto tipo de pescado mas consumido en nuestro pais, el robalo
se ubica en la posicion 19 en relacién a la produccién de especies marinas

(CONAPESCA, 2009).

El cultivo de robalo se encuentra en fase experimental en el pais, esto se debe
principalmente a que existen pocos estudios relacionados con la biologia de los
robalos o Centropomidae (Zarza-Meza et al., 2006), las estadisticas mas recientes
indican que la produccion es insuficiente para la gran demanda del mercado
nacional y que ésta presenta una clara disminucion a lo largo del tiempo. Ademas
a que la pesca del robalo es estacional, misma que se ve afectada por las

variaciones en la distribucion y abundancia de los rébalos (Vidal et al., 2012).

El cultivo de organismos acuaticos en la actualidad, es una de las actividades de
mayor relevancia en el mundo; ya que es una alternativa para la produccién de
alimento de alto valor nutricional y comercial, existe una necesidad de mejorar las
técnicas de produccién acuicola para disminuir la presion por pesca sobre las

poblaciones silvestres y aumentar las sustentabilidad (Woods, 2010).

Por ello también, se ha visto que el cultivo de organismos acuaticos aunado a

estudios de tipo genético ha permitido mejoras en la produccion acuicola. Para



lograr lo anterior, los estudios de genética basica son importantes para sentar las
bases de la biologia basica de la especie en estudio. Bajo el contexto anterior, y a
través del andlisis citogenético, es posible describir el nimero cromosoémico de un
organismo, lo que permite el establecimiento la identidad cromosomica (Li et al.,
2002) lo cual representa el primer paso para los estudios de mapeo cromosémico
o cariotipo, estos también pueden ser utilizados en analisis taxonémicos, dado que
diferentes taxones poseen un cariotipo distintivo, en términos de numero y
morfologia cromosomica. Asi mismo, mediante el andlisis citogenético es posible
reconocer y caracterizar los progenitores de un hibrido, ademas de que es posible

identificar un organismo poliploide (Gersen y Keagle, 1999).

El estudio del nimero cromosomico, la estructura, funcion y comportamiento con
relacion a la herencia genética, es una parte integral en la citogenética, (Levan et
al., 1964, arias et al., 2008). Dado que las caracteristicas centrales de la estructura
y funcion de los cromosomas estan definidas a nivel del ADN, en el andlisis
citogenético se puede integrar informacion sobre la estructura molecular,
permitiendo conocer como los genes estan organizados dentro de los

cromosomas, definiendo asi su funcionalidad (Allen et al., 1999).

El estudio de los cromosomas para mapeo gendémico en peces, han permitido la
identificacion de regiones especificas de ADN; mediante técnicas de tincion e
hibridacion especiales a través de la observacion microscopica para la localizacion

de ciertas regiones en los cromosomas detectando asi posibles cambios en la



estructura gendmica por efecto de las afectaciones antropogenicas (Schwarzacher

y Heslop, 2000).

Los estudios citogenéticos basicos, permiten identificar posibles caracteristicas
genéticas comunes entre las especies y las poblaciones (Burbano, 1995),
aportando datos que permitan determinar un posible origen evolutivo comun;
ademas genera informacion de como esta compuesto el material genético en las
células, asi como las estructura de los cromosomas y sus respectivas variaciones

(Langer et al., 2004).

Asi mismo, permite clasificar dichos cromosomas dependiendo la posicién del
centromero en metacéntricos cuando el centrdmero se ubica exactamente a la
mitad del cromosoma lo que permite establecer los pares homodlogos, en
metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntrico, telocéntrico, todo esto
dependiendo de la posicién del centromero y del tamafio del cromosoma, o cual
es vital para determinar el tipo de cromosoma que presenta la especie, ya sea

monorrameos o birrdmeos (Levan et al., 1964).

Conjuntamente con la aplicacion de técnicas moleculares en citogenética, se ha
despertado un gran interés la integracion de procedimientos de analisis de
imagenes (Netten, 1997). Esto ha permitido obtener mayor informacion en
imagenes fluorescentes adquiridas tanto desde microscopia confocal, como de

microscopia convencional por epifluorescencia (Schwarzacher & Heslop, 2000).



En referencia a analisis de imagenes cromosdmicas, actualmente estan disponible
numerosos programas de computo. Sin embargo, muchos de ellos estan
disefiados especificamente para preparaciones humanas, otros vertebrados y
plantas, dichos programas se han desarrollado con diversas aplicaciones
citogenéticas desde busqueda de placas metafasicas sobre una preparacion,
generacion automatica de cariotipos, medicidn cuantitativa de sefiales de
fluorescencia y posicion, patrones de condensaciéon cromosomica, alineamiento
cromosomico, entre otras. (Houtsmuller et. al., 2000; Gray et al., 2002; Weierich et

al., 2003; Langer et al., 2004).

Entre las técnicas de bandas mas utilizadas se encuentran las Bandas “Q y G, las
cuales forman bandas a lo largo de todo el cromosoma, los cromosomas
homologos de cada especie se tifien de la misma forma en cada individuo, lo que
ha permitido estudiar posibles arreglos que se evidencian por cambios en las
posiciones de las bandas. Las bandas “Q y G” son esencialmente las mismas,
diferenciandose solo por el colorante utilizado; en el primer caso (bandas “Q”) se
utiliza Quinacrina, mientras que para las bandas “G” se utiliza colorante de Giemsa

(Egozcue, 1971).

En un principio, se pens0 que estas bandas claras y oscuras, se producian por
accion del colorante Giemsa de alli la denominacién de bandas “G”; Actualmente
sabemos que las bandas “G” (las regiones oscuras), representan los segmentos
cromosomicos que se condensan mas temprano en la profase; en cambio las

regiones claras o segmentos negativos para bandas “G” se condensan mas
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tardiamente en profase lo que permite aplicar otras técnicas importantes como las
bandas “RON’s”, las cuales tifien las Regiones Organizadoras del Nucleolo, y las

Bandas “C”, las cuales tifien especificamente los centromeros (Verma, 1995).

El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad, estudiar los cromosomas del C.
robalito, a fin de establecer el nuUmero modal diploide, el nimero fundamental (N.F)
de brazos. Asi como el tamafio de los cromosomas, en mitosis y meiosis
culminando con la elaboracién del cariotipo con el propdsito de incrementar con
informacion béasica sobre la biologia de la especie y a partir de especimenes de la

region pacifico de México en el estado de Chiapas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios de biologia y taxonomia de la especie

Los robalos del género Centropomus son peces generalmente de tamafio
medio, de coloracion plateada y de forma parecida a las percas, con frecuencia
con una linea lateral oscura, poseen dos aletas dorsales separadas (la primera
con ocho espinas), tres espinas anales, aleta caudal bifurcada, boca grande y
protractil, y el margen del preopérculo aserrado lo que los hace distinguibles
(ARAP, 2011). También, son organismos con caracteristicas de peces
hermafrodita protandrico puesto que se presume que nacen siendo machos y
posteriormente tienden a cambiar de sexo segun las condiciones del ambiente y la
proliferacion y abundancia de organismos de un solo sexo (Vidal et al., 2012 y

Peters et al., 1998).

En el Océano Pacifico, se han registrado seis especies de robalo (C. nigrescens,
C. viridis, C. armatus, C. robalito, C. medius, y C. unionensis) de robalos. Entre
ellas, el robalo C. robalito es una de las especies marinas de mayor importancia
en las pesquerias artesanales de la costa del Pacifico, ya que es el sustento de

varias comunidades pesqueras (Vidal et al., 2012).

Las caracteristicas anatomicas del robalo C. robalito (Figura 1) son: color gris
claro, dorso gris azulado, vientre blanco-plateado, una barra oscura en la base de

la pectoral; aletas pélvicas y anales de color amarillo, aletas pectorales mas largas



que las pélvicas, segunda espina anal conspicua, alcanza o rebasa la base
caudal, frente ligeramente concava, todas las espinas dorsales y anales largas en

proporcion al tamafio del pez, 10 radios blandos dorsales, raramente 9 u 11.

Radios blandos anales 6, raramente 7, de 14-16 elementos pectorales,
modalmente 15, escamas sobre la linea lateral 45-50, modalmente 48, escamas
desde los origenes de las aletas dorsal segunda y anal hacia la linea lateral 7-8
(moda 7) y 9-12 (modalmente 10), respectivamente, 18-22 escamas alrededor del
pedunculo caudal, modalmente 20. 2-3 denticulos largos en el angulo del
preopérculo, branquiespinas en el limbo inferior incluyendo rudimentos, 17-21
(moda 18), mientras que en el limbo superior presenta de 8-12 (moda 10)

incluyendo rudimentos (Van der Heiden et al., 1998).

Figura. 1. Espécimen adulto del pez marino robalo constantino Centropomus robalito (Jordan
y Gilbert, 1882) Tonal& Chiapas



La ubicaciéon taxonomica del robalo Constantino se describe detalladamente en la

Tabla 1, desde reino y hasta nombre comun.

Tabla 1. Ubicacion taxonémica (FAO, 1995)

Reino: Animalia

Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata

Clase: Osteichthyes
Subclase: Actinopterigii
Orden: Perciformes
Suborden: Percoidei

Familia: Centropomidae
Género: Centropomus
Especie: Centropomus robalito
Nombre comun: Robalo constantino.

2.2. Estudios de Citogenética

La citogenética en organismos acuaticos sobre todo en peces ha sido
ampliamente estudiado se ha realizado estudios en ciclidos (Arias-Rodriguez et
al., 2006, 2008,) diversos organismos marinos (Nirchio et al., 2001, Vega et al.,
2002, Molina et al., 2004) con relacion a los estudios citogenéticos en organismos
del orden de los perciformes se encuentran (Franco & Freitas 2006, Nirchio et al.,
2007, Mirian, et al., 2007, Shu, et al., 2007, Accioly & Molina, 2008, Xueliang et al.,
2009, Palma-Rojas et al., 2012 y Calado et al., 2013) y en cuanto a Centropomus

(Netto et al., 1999, Netto et al., 2004 y Arias et al., 2011)



La mayoria de los estudios de citogenética se han realizado en organismos
acuaticos y estos se han centrado principalmente en peces y en moluscos.
Diversos estudios citogenéticos en peces han sido llevados a cabo principalmente
en salmonidos, ciprinidos y ciclidos (Mandrioli et al., 2000; Inafuku et al., 2002;
Foresti et al.,, 2002; Martins et al., 2004). Dentro de estos estudios, un especial
interés ha despertado el estudio de la distribucion gendémica de regiones de ADN
altamente repetitivas, ADN satélite, regiones teloméricas, ADNr, y elementos

nucleodtidos intercalados (Martins et al., 2004, Arias-Rodriguez et al., 2007, 2008).

Recientemente, los estudios citogenéticos relacionados con los mecanismos de
determinacién sexual en peces han generado un especial interés debido a la
posibilidad de producir lineas monosexuales en el cultivo de algunas especies, por
la observacion de mayor crecimiento en los machos de ciertos especies, como los
ciclidos (Devlin y Nagahama, 2002, Plath, et al., 2010). En cuanto a el monosexo o
modificacién del sexo del robalo, se ha trabajado solo con el robalo blanco C.
paralellus, con el interés despertado por el cultivo de esta especie a fin de poder
reproducirlo en cautiverio, utilizando en ocasiones hormonas para inducir la
madurez gonadal y reversién sexual (Caballero-Chavez, 2011, Vidal-L6pez et al.,

2012).

En cuanto a modificaciones de triploidia o poliploidia con el fin de generar
organismos mas aptos para el cultivo ya que tienen una serie de ventajas como es
la esterilidad asi como la posibilidad de que puedan tener un mayor crecimiento en

relacion con los organismos diploides (Arias-Rodriguez & Paramo-Delgadillo,
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2000). Sin embargo, en peces es posible encontrar un amplio espectro de
mecanismos genéticos de determinacion sexual, con lo cual los estudios de

mapeo cromosdémico permanecen aun inconclusos (Nanda et al., 2003).

Diversos estudios han revelado que la mayoria de los integrantes del orden de los
perciformes presentan un cariotipo de tipo primitivo (poseen tan solo 48
cromosomas, los cromosomas que los integran son del tipo monorrameo
telocéntrico) y que son integrados por muy pocos cromosomas ya que solo
cuentan con 2n = 48 con un numero fundamental de 48-56 y conformado por 24
pares de cromosomas (Galetti Jr. et al., 2006, Froese & Pauly, 2007, Accioly &

Molina 2008, Nirchio et al., 2008, Calado et al. 2013)

2.3. Citogenética aplicada a la acuicultura

Dentro del terreno de estudios genéticos destinados a la acuicultura, han
despertado gran atenciébn aquellos relacionados con la manipulacion
cromosomica. Probablemente una de las aplicaciones citogenéticas en acuicultura
gue ha sido reportada mas ampliamente es la referida a manipulaciones de
ploidias o cromosémicas (Greg, 2001; Beaumont y Hoare, 2003, Sewalem et al.,
2002); en este sentido, los organismos triploides y tetraploides han sido utilizados
principalmente en el cultivo de tilapias (Byamungu et al.,, 2001), ciprinidos

(Basavaraju et al., 2002) y salmoénidos (Johnson et al., 2004).
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En referencia a moluscos, Stanley et al., (1981), fueron los primeros en reportar la
produccion de triploides en la ostra Crassostrea virginica mediante la incubacion
de los embriones en citocalasina “B”. El interés principal en desarrollar
biotecnologias de ploidia, se centra en que los organismos inducidos presentan
esterilidad parcial o total, lo que propicia que la energia que seria utilizada para
reproduccion, sea utilizada en crecimiento somatico y obtencién de organismos

con mayor peso (Nell, 2002).

2.4 Estudios del robalo

En México, se han realizado diferentes estudios en manglares y estuarios
en donde se reporta la presencia de género de los Centropomus lo que ha
proporcionado informacién con respecto a su distribucion y forma de vida
(Caballero, 2007, Vidal et al., 2012, Dios 2009), se ha hecho estudios acerca de su
reproduccion en cautiverio y posibles intentos para el cultivo artificial del robalo
(Alvarez-Lajonchére & Tsuzuki, 2008, Cerqueira & Tsuzuki 2008, Wittenrich et al.,

2009) que lo reporta con asociacion de la liza mugil curema.

Se ha trabajado en genética en cuestiones de cuantos genes poseen los
organismos, clasificacién genética de los robalos en Baja California (Prodocimo et
al., 2008, Sandoval-Castellanos et al., 2005, Seyoum et al., 2005), en relacién a la
citogenética Viestel et al., (1996) reportaron para el C. undecimalis un cariotipo
conformado por 48 cromosomas y 48 brazos fundamentales al igual que Arias-

Rodriguez et al., (2011), han trabajado en C. undecimalis provenientes de

11



Tabasco, en la fase mitética se reportd 2n=48 cromosomas y en la fase meiotica
1n=24 cromosomas. Asi mismo, describié un cariotipo conformado por 48

cromosomas monorrameos de tipo telocéntrico (T).

Mientras que Netto et al. (1999), en un estudio citogenético en C. mexicanus y C.
undecimalis encontr6 que ambas especies tienen 2n=48 cromosomas. Por otro
lado, Netto et al. (2004), describié que el robalo C. parallelus conserva 2n=48

cromosomas mitoticos.

12



3. JUSTIFICACION

La diversidad de especies de peces marinos y dulceacuicolas en México, es
amplia. Desafortunadamente, en muchas de ellas se conocen muy pocos aspectos
de su biologia basica, siendo ellos una limitante para el buen manejo y
aprovechamiento de las especies. En el caso particular de este trabajo de tesis
gue conlleva al el estudio de los cromosomas y la elaboracion del cariotipo es de
gran importancia, ya que es la base para la observacion de similitudes o
diferencias cromosomicas que existen entre diferentes especies de una misma
familia; lo que permite sentar las bases genético reproductivas para por ejemplo
crear un hibrido de dos especies diferentes pero con similar nimero y forma
cromosomica (Arias-Rodriguez, 2007). Ademas sienta las bases para la creacion
de organismos poliploides una vez que se describe el cariotipo de una especie,
mediante la manipulacion de los cromosomas y de la creacidn de lineas puras a
través de métodos de androgénesis y ginogénesis (Arias-Rodriguez & Paramo-

Delgadillo, 2000, Zhou, et al., 2010).

El presente trabajo est4 enfocado al area de citogenética y permitira obtener el
cariotipo del robalo C. robalito, asi mismo establecera el numero modal diploide,
por lo tanto servirA de base para investigaciones de hibridaciones entre
Centropomus, o0 en el caso de que se pretenda manipular los cromosomas para

realizar mejoras de esta especie.

13



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Establecer el cariotipo en mitosis y meiosis del robalo Constantino C.

robalito.

4.2. Objetivos Particulares

4.2.1. Determinar el numero modal diploide de la especie C. robalito.

4.2.2. Establecer la formula cromosémica de los cariotipos en mitosis y meiosis.

4.2.3. Determinar el numero fundamental (N.F) o niamero total de brazos de los

cromosomas de la especie.

14



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recolecta de especimenes e identificacion taxondmica

Se capturaron un total de 15 organismos, diez hembras (18.7 £ 4.90 cm) y
cinco machos (13.1 £ 3.00 cm) de longitud. La captura de los organismos se
realizd en la comunidad Lazaro Cardenas (La Barra) municipio de Tonala Chiapas,
utilizando una atarraya con un luz de malla 1.5” pulgadas. Posteriormente, los
organismos fueron transportados en bolsas de plastico transparente (a fin de evitar
el estrés) al Laboratorio de Sanidad y Nutricion Acuicola, Campus del Mar
UNICACH, en donde se depositaron en estanque circulares con capacidad 1000 |
(Figura. 2), provistos con un sistema de recirculacion continua de agua y aireacion
constante, para su posterior empleo en el estudio. La identificacion taxonémica de

los ejemplares se basé en los caracteres meristicos y morfométricos sefialados

por Miller et al. (2005).

Figura 2. Sistema de recirculacion empleado para el mantenimiento de los especimenes
del robalo Constantino. utilizado en el campus del mar en Tonala Chiapas.
15



5.2 Procedimiento citoldgico y elaboracion de preparaciones cromosomicas

Los especimenes adultos del robalo Constantino, fueron procesados
conforme a las recomendaciones de Arias-Rodriguez et al. (2011), con ligeras

modificaciones y a como se describe a continuacion:

Los ejemplares fueron anestesiados con MS222 (metasulfanato de tricaina) al
10% para determinar las medidas de la longitud total, longitud patron (Figura 3) y
el peso. Posteriormente los especimenes, fueron inyectados con una solucion de
cloruro de calcio (CaCl, 0.2%) segun su longitud (Tabla 2) sobre la region dorsal y
a las 12 horas se aplico una dosis similar (antes de cada tratamiento se

anestesiaron los peces con el fin de reducir el estrés.

Una hora posterior al tratamiento anterior, se inyecto la solucion acuosa de
colchicina en proporciéon de 30 ug/g de peso del ejemplar, disuelta en citrato de
sodio al 0.1 % (con ayuda de agujas para insulina), la cual se inyecto sobre la

aleta dorsal y en la region intraperitoneal (50 % / 50 %).

Figura 3: Toma de biometrias de los peces después de estar anestesiado.

16



Tabla 2. Proporcion de CaCl, aplicada a los
organismos (Subrahmanyam, 1969).

Longitud del pez en cm Volumen a inyectar
5a10 0.5cc
10a15 0.75cc
15a20 1.0cc

Cinco horas después, fueron sacrificados los peces y se retiraron los tejidos de
interés: branquias, rifidn, bazo y génadas fueron removidos cada uno de los
organos fueron tratados con mucho cuidado para evitar la muerte de las células y
fueron depositados en cajas petri individuales (Figura 4), donde se les agrego 2 ml

de citrato de sodio al 2.0% durante una horay a 37.0+£1.0 °C.

Posteriormente, los tejidos fueron disgregados y las células se depositaron en
tubos de 1.5 ml lugar donde se les agrego el fijador 4:1 (metanol frio: acido
acético). Dicho tratamiento de prefijado se mantuvo por 96 hrs a 4°C;
posteriormente, los tejidos, fueron fijados reemplazando el prefijador por el fijador
4:1, mediante el centrifugado a 1200 R.P.M durante 15 min a 4°C (Figura 5); dicha

operacion fue repetida hasta que los tejidos tomaron coloracion blanquecina.

Figura 4. Hidratado de los tejidos.
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Figura 5. Centrifugado de las muestras de tejidos para realizar el recambio del fijador.

La solucion celular (a 4 °C) derivada de cada tejido, fue goteada desde de 1.70 m,
con ayuda de pipetas pasteur sobre series de cuatro portaobjetos de vidrio, que
previamente fueron colocados en etanol absoluto a 4°C. Subsiguientemente las
preparaciones cromosomicas, fueron secadas con la flama de un mechero de
alcohol y tefiidas conforme a las recomendaciones de Denton (1973) y Kligerman
& Bloom (1977) con giemsa al 10%, por 10 min en una caja coplin a 34.0+1.0°C
(Figura 6); al termino del tiempo sefialado, las laminillas fueron extraidas de la
caja, lavadas al chorro de agua corriente para eliminar los exceso del colorante y

luego fueron secadas al aire.
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Figura 6: A: laminillas en metanol absoluto, B: laminillas goteadas, C: caja coplin con giemsa y
laminillas en el interior tifiéndose y D laminillas tefiidas secandose.

El sexo, se determiné después del sacrificio de los especimenes, una porcion de
la génada se utilizé por la técnica de aplastado (squash) (Figura 7) y tinciébn con
giemsa solucién madre para su observacién bajo el microscopio 6ptico con los

objetivos 10X y 40X (Arias-Rodriguez et al., 2008, 2009).
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Figura 7. Gonadas de hembras de robalo observados bajo el microscopio a 40x (A, By C) y de
un macho (D).
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5.3 Andlisis microscopico y elaboracion del cariotipo

Se seleccionaron y analizaron las mejores dispersiones cromosomicas
mitéticas y meidticas (metafases con los cromosomas no traslapados o
encimados) con los objetivos 10X y 40X; y fueron fotodigitalizadas a 100X+1.25X
del optovar del microscopio AxioScope-Al, con la AxioCam ERc5s y el programa

ZEN/2011 (Carl Zeizz® microscopy GmbH, 2011).

El nimero cromosdmico modal en mitosis y meiosis, se estimé con base en el
analisis de frecuencias del numero de cromosomas mostrado en las metafases
digitalizadas, fotos impresas en alta resolucién y por conteo directo a 100X+1.25X

con el microscopio 6ptico AxioScope-Al (Carl Zeizz® microscopy GmbH, 2011).

Las mejores fotografias se imprimieron para elaborar el cariotipo y el
arreglo/clasificacion de los cromosomas del cariotipo en meiosis y mitosis, se
realizé con referencia a la propuesta metodolégica de Levan et al. (1964). Para
ello se tomaran las medidas de longitud total del brazo q (brazo largo) de cada
cromosoma en micrometros (um) de cinco metafases en mitosis y cinco en

meiosis.

Se calcul6 el valor medio, la desviacién estandar y la longitud relativa de cada par
de cromosomas [longitud de cada par de cromosomas g/longitud total del
complemento cromosomico diploide (100)]. Los cromosomas individuales, del

cariotipo representativo en ambos estadios celulares (mitosis y meiosis), fueron
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recortados electronicamente a partir de cuatro metafases para cada estadio
celular, con el programa Photoshop CS 8.0.1 (Adobe®). Los cromosomas, fueron
insertados individualmente, en base a su longitud para ensamblar el cariotipo con

las herramientas de dibujo del programa Microsoft Word 2011°.
5.4 Analisis de datos

Los datos que fueron generados a partir de las mediciones realizadas a los
cromosomas, permitieron crear una base de datos con el programa Excel 2010®

con la cual se fue posible calcular los pardmetros estadisticos anteriormente

sefalados.

22



6. RESULTADOS

Se analizaron en total 40 preparaciones cromosomicas, de las cuales se
obtuvieron 131 campos cromosomicos, 72 metafases en estadio mitotico (rifidn,

baso y branquia) y 59 en meiosis I.

En mitosis 52 metafases que representaron el 72.22% del total de campos
analizados, mostraron 2n=48 cromosomas (Figura 9A), con ligeras variaciones en
los nimeros de cromosomas debido principalmente al procedimiento citolégico

empleado.

Para el caso de los conteos en estadio meiotico, 59 (92%) metafases haploides
bivalentes provenientes de las génadas (24 campos provenientes de machos y 35
de hembras), mostraron 1n=24 cromosomas. Como resultado de dichos conteos,
se encontré que hubo variaciones en el nUmero de cromosomas en las metafases
contabilizadas; las cuales variaron de 18 hasta 22 cromosomas por campo (Figura

9B).
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Figura 9. Frecuencias de los nimeros cromosomicos (A) mitosis y (B) meiosis del pez marino
C. robalito.
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Los cromosomas que integran el cariotipo en mitosis y meiosis, variaron en
tamafo, desde el primer par cromosémico uno y hasta el Gltimo par veintidos; se
observd decremento en las longitudes en micrémetros en acuerdo con lo mostrado
en el ideograma representativo para los cariotipos de la especie (Figura 10),
condicion que se vio reflejada también en las longitudes relativas (Figura 10A,

Tabla 2).

En el cariotipo en mitosis constituido por 48 cromosomas, el primer par
cromosomico mostré en promedio 1.20 £ 0.10 um, con respecto a la longitud
media del Gltimo par cromosomico veinticuatro de 0.36 = 0.0 um (Tabla 2, Figura
11A). Mientras que el cariotipo promedio constituido por 24 cromosomas
bivalentes (o con crométidas dobles) y construido en base a células en profase |
en estadio cigoteno, mostraron cromosomas bivalentes alargados con tamafios
variables desde el primer par uno y hasta el Gltimo par veinticuatro (Figura 10B,
Tabla 2). En el caso particular del primer par cromosomico bivalente, la longitud
promedio mostrada fue de 6.02 + 0.85 uM y la del dltimo de 1.54 + 0.83 uM (Tabla

2, Figura 11B).

Los cromosomas del cariotipo en mitosis y meiosis de C. robalito, son
cromosomas monorrameos, mismos que fueron clasificados en el tipo telocéntrico
(T) o con centrdmero en posicion estrictamente terminal. EI nimero fundamental
(N.F) que caracterizo a los cariotipos de la especie, fue de 48 brazos

cromosomicos (Figura 11).
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Por otro lado, no se logré observar diferencias entre los cariotipos de las hembras
y machos de la especie, por lo que se descartd la probable presencia de
heteromorfismo cromosomico o presencia de cromosomas sexuales, basado en
diferencias en su morfologia y con el procedimiento citologico empleado en este

estudio.
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Tabla 2. Parametros citogenéticos del cariotipo en mitosis y meiosis de C.
robalito (Pisces: Centropomidae).

Mitosis
Longitud Longitud relativa
Par cromosémico promedio en um promedio Clasificacion
de q £ D.E. de q £ D.E.
1 1.20+0.10 4.10+0.30 T
2 0.99+0.10 3.38+0.19 T
3 0.90+0.18 3.05+0.31 T
4 0.84+0.14 2.84+0.20 T
5 0.78+0.10 2.66+0.11 T
6 0.72+0.12 2.45+0.21 T
7 0.69+0.10 2.35+0.13 T
8 0.65+0.07 2.20+0.16 T
9 0.62+0.10 2.09+0.19 T
10 0.60+0.10 2.04+0.15 T
11 0.60+0.10 2.04+0.15 T
12 0.60+0.10 2.04+0.15 T
13 0.59+0.08 1.99+0.11 T
14 0.56+0.07 1.90+0.09 T
15 0.54+0.09 1.85+0.11 T
16 0.51+0.05 1.75+0.13 T
17 0.51+0.05 1.75+0.13 T
18 0.48+0.05 1.65+0.07 T
19 0.44+0.03 1.49+0.14 T
20 0.41+0.05 1.39+0.19 T
21 0.38+0.03 1.29+0.19 T
22 0.36+0.00 1.24+0.13 T
23 0.36+0.00 1.24+0.13 T
24 0.36+0.00 1.24+0.13 T
Meiosis
1 6.02+0.85 7.34+0.91 T
2 4.18+0.93 5.03+0.23 T
3 4.16x0.95 5.00£0.16 T
4 4.11+0.96 4.94+0.13 T
5 4.01+0.93 4.82+0.16 T
6 3.95+0.95 4.74+0.22 T
7 3.89+0.98 4.65+0.10 T
8 3.87+£0.99 4.63+0.05 T
9 3.87+£0.99 4.63+£0.05 T
10 3.86+0.99 4.61+£0.07 T
11 3.77+0.98 4.51+0.03 T
12 3.53+0.77 4.24+0.20 T
13 3.50+0.80 4.20+0.18 T
14 3.31+0.90 3.95+0.07 T
15 3.29+0.92 3.92+0.07 T
16 3.17+£0.98 3.76+0.23 T
17 3.17+0.98 3.76+0.23 T
18 3.03+£0.95 3.59+0.23 T
19 2.91+0.96 3.44+0.23 T
20 2.81+0.85 3.34+0.13 T
21 2.72+0.84 3.231£0.15 T
22 2.631£0.84 3.12+0.17 T
23 2.36+0.83 2.78+0.23 T
24 1.54+0.83 1.76+0.51 T

g=brazo largo, pm=micrémetros, D.E=.desviacion estandar, T= cromosoma telocéntrico.
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28



CANA AA AN AN

NN N AN AN

'aYs AN AN laYa
'aYa aYa AN NA

'ala aYa' 'aYa ~N

) 3 )
>3 >
>)>)
) 2 |

Figura 11. Cariotipo en mitosis integrado por 2n=48 cromosomas monovalentes de tipo
monorrameo (A) y cariotipo bivalente profasicos en meiosis | (B) del pez marino C. robalito.
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7. DISCUSION

El cariotipo y nimero cromosémico encontrado en este estudio para el C.
robalito en mitosis con 2n=48 cromosomas y en meiosis con 1n=24 cromosomas,
coinciden con lo reportado por Arias-Rodriguez et al. (2011) en el robalo blanco C.
undecimalis, empleando organismos de Tabasco. Asi mismo, nuestro resultado,
coinciden con lo reportado con Netto et al. (1999) para C. mexicanus y C.
undecimalis y también con Netto et al. (2004) en C. parallelus. La morfologia
cromosomica de tipo monorramea descrita para el cariotipo en mitosis y meiosis
del C. robalito, también coinciden con lo reportado por Arias-Rodriguez et al.

(2011) y Netto et al. (1999).

Los estudios de citogenética realizados en varias especies de peces del orden
perciformes, coinciden en sefalar que la mayoria de los peces marinos del orden
perciformes es tan caracterizados por tener células diploides integradas por 48
cromosomas con numero fundamental de 48 brazos cromosomicos (Tabla 3); con
algunas excepciones (Franco y Freitas, 2006). El par cromosémico grande es muy
comun encontrarlo en los estudios de citogenética de perciformes ha sido
reportado por (Frolov y Frolova, 2000, Vega et al., 2002, Raupp et al., 2008, Arias-
Rodriguez et al., 2011) Los cromosomas alargados encontrados en meiosis se
debe al elevado numero de divisiones celulares que no permiten la condensaciéon
adecuada de la cromatina dando como resultado cromosomas de grandes

tamafos (Arias-Rodriguez et al., 2007)
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Las familias de peces mas comunes incluyen la Pomacentridae, Sparidae,
Sciaenidae, Blenniidae, Channichthyidae, Nototheniidae y Serranidae (Galetti et
al., 2000), los cariotipos formados por cromosomas monorrameos Son
considerados cariotipos de tipo ancestral y a los organismos se les considera
organismos poco evolucionados o primitivos desde el punto de vista cariotipico
(Galetti Jr. et al., 2000, Trevizoli et al., 2006, Arias-Rodriguez et al., 2008, Ohno

1974).

Tabla 3. Parametros citogenéticos en varias especies del orden de
los peces perciformes.

Especie 2n FN Referencia
Centropomus mexicanus 48 48 Netto et al., (1999)
C. parallelus 48 48 Netto et al., (2004)
C. robalito 48 48  Presente estudio
C. undecimalis 48 48  Arias-Rodriguez et al., (2011)
Diapterus auratus 48 48  Calado et al., (2013)
D. olithostomus 48 48 Franco et al., (2006)
D. rhombeus 48 48  Calado et al., (2013)
Eugerres brasilianus 48 48 Calado et al., (2013)
Haemulon aurolineatum 48 48 Nirchio et al., (2007)
H. bonariense 48 48 Nirchio et al., (2007)
H. plumierii 48 48 Nirchio et al., (2007)
Menticirrhus americanus 48 48  Accioly y Molina (2008)
Ophioscion punctatissimus 48 48  Accioly y Molina (2008)
Pareques acuminatus 48 48  Accioly y Molina (2008)
Priacanthus arenatus 52 52 Franco et al., (2006)
Selene vomer 48 48 Mirian, et al., (2007)
Seriola lalandi lalandi 48 52  Chai et al., (2009)
Seriolella violacea 48 48 Palma-Rojas et al., 2012
Trachinotus ovatus 48 56  Shu, etal., (2007)

31



La homogeneidad en la morfologia cromosémica en el C. robalito permitié
garantizar la ausencia de heteromorfismo entre las dispersiones metafasicas
derivadas de las hembras y de los machos, por lo que la probable presencia de
cromosomas sexuales queda descartada en la especie, tal y a como fue sefalada

también por Arias-Rodriguez et al., (2011) en el robalo blanco C. undecimalis.
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8. CONCLUSIONES

En conclusion, el cariotipo tipico en mitosis del C. robalito, se integré de
2n=48 cromosomas monorrameos de tipo telocéntrico (T) y sin presencia de
cromosomas sexuales. Con ello, se contribuye con adicionar informacion basica
sobre la genética de la especie. Tales resultados tienen potencial de uso en
programas de mejoramiento genético, en los que se pretenda emplear las
herramientas de la biotecnologia cromosémica para la produccion de organismos
sin padre o ginogenéticos y sin madre o androgenéticos, asi como la produccién
experimental de robalos triploides o poliploides con fines de acuicultura.
Adicionalmente a la utilidad de la produccion de haploides dobles para mapas de

recombinacién genética y mapeo genoémico.

Por otro lado, se ha visto que especies con nimeros cromosémicos similares tiene
altas posibilidades de permitir la hibridacion mediante técnicas artificiales de
reproduccion asistida, los peces hibridos han mostrado en cultivo mejor vigor
hibrido lo que se ha derivado en la produccién de mayor cantidad y calidad de

carne en menor tiempo, con mejores rendimientos en cultivo.

Es importante también extender los estudios de citogenética en el resto de

especies de robalos tanto de la vertiente atlantica como pacifica con el propdsito

de realizar comparaciones de caracter citogenético y filogeografico.
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10. ANEXO

Preparacion de soluciones que se utilizaron en el estudio.
Colchicina
Pesar 0.200 gr de colchicina, 1gr de sodio, diluir en 50 mililitros de agua

biodestilada.

Citrato de sodio:
1 gramo de citrato de sodio diluido en 50 mililitros de agua biodestilada, aforada a

50 mililitro.

Solucién buffer de sorenson. (Thogaard y Disney 1990):
Disolver 4.53 gr., de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) y 4.72 gr., de fosfato
de sodio dibasico (NO,HPQO,) en un litro de agua desionizada y ajustar el pH entre

8y 7.0.

MS 222. (Metasulfanato de tricaina):

Pesar 4 gr., de ms 222, diluir en 100 mililitros de agua destilada para preparar

solucién madre.

Fijador (3.1):

10 mililitros de &cido acético disuelto en 30 ml., de metanol frio.
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Solucion madre giemsa:
Giemsa en polvo 1.0 gr., glicerina 6.0 ml y metanol, realizar una mezcla y agitar

durante 24 horas.

Cloruro de calcio 0.2 %:

Cloruro de calcio (CacCl,) 0.2 gr, diluido en 99.8 ml de agua destilada.
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