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RESUMEN

En el presente estudio se determiné el cariotipo tipico, el contenido total de ADN y
tamafio total del genoma del popoyote (Profundulus punctatus). Se aplicaron técnicas
citogenéticas para la obtencion del material celular, utilizados en el estudio de los
cromosomas Yy el resto de los analisis fueron basados bajo las técnica de Denton,
(1973) misma que fue ajustada al organismo estudiado. La clasificacion cromosémica
se empled los criterios de Levan et al. (1964). Los resultados de este estudio, indican
que el cariotipo particular del popoyote (P. punctatus), en estadio mitotico esta
constituido por 2n = 48 cromosomas, identificados en tres pares de cromosomas
birrameos de tipo metacéntricos-submetacéntricos (msm) y 21 par de cromosomas
monorrameos de tipo acrocéntricos (T). Por otro lado, el cariotipo en meiosis | esta
constituido por 2n = 48 cromosomas bivalentes y en meiosis Il, esta constituido por 1n
= 24 cromosomas monovalentes. De igual manera el estudio de contenido total de
ADN y tamafio total del genoma. En los cromosomas analizados, no se notaron
diferencia alguna, pero si se presentaron algunas anomalias significativas entre los
tamafos de células eritrocitas provenientes del tejido branquial, la contaminacion del
cuerpo de agua es un factor influyente en la presencia de estas. En conclusion se
determindé que el cariotipo de esta especie concuerda en numero y morfologia

cromosOmica con especies de la misma familia.

Palabras clave: Popoyote (P. punctatus), Cromosomas, Mitosis, Meiosis, ADN,
Genoma.
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I. INTRODUCCION

Los peces son organismos con alta demanda comercial, por ello la distribucién dentro
de los mercados nacionales e internacionales. Esto se debe principalmente a que es
un producto significativo nutricionalmente en la alimentacion humana (Gunther, 1867).
Asi mismo, es importante destacar que los peces también son utilizados como ornato
en diferentes lugares debido a los colores y formas que estos presentan (Miller et al.
2005).

Este es el grupo méas extenso que representa mas de la mitad de las 55, 000
especies de vertebrados existentes (Helfman, 2009). En lo que respecta a los peces,
se tienen identificadas 33, 065 especies (Eschmeyer y Fong, 2014), y el registro anual
indica que existe una tendencia a que los descubrimientos de nuevas especies se
incrementen. Sin embargo, en el sureste de México la fauna de peces nativos ha sido
sefalada como una de las mas diversificadas y ricas del continente americano (Hubbs,

1924 y Nelson, 2006), siendo asi, el grupo mas representativo.

Tomando en cuenta que la abundancia de las especies acuaticas dentro de un
ecosistema es variable, debido a la importancia o la funcién que genera cada una de
las especie en un determinado lugar habitable, por ello; la ciencia, la tecnologia y las
técnicas de muchos cientificos se han establecido como paradmetros necesarios, para
estudiar a las especies a nivel celular para obtener datos precisos que nos permitan
saber las descendencias de estas especies o0 los linajes que abarca cada una de ellas
en la descendencia a través de los tiempos.

Sabemos que existen diversas herramientas no tan convincentes que se utilizan
para la identificacion de organismos, una de ellas son las conocidas claves
dicotbmicas, mismas que se basa en la definicion de los caracteres morfologicos,
macroscopicos o microscopicos; de la especie. Otras técnicas relevantes en la ciencia,
son las que se encargan del estudio de los organismos a nivel molecular estudiando
diversas partes del organismo que cuenten con células vivas, como lo es la genética,

biologia molecular y la citogenética.



La citogenética es la parte de la genética que se encarga del estudio
cromosomico de los sistemas vivos (es el estudio minucioso de los cromosomas), a
través de varios aspectos como: la composicion, estructura, funcion, comportamiento
y de qué manera se transmiten a la descendencia y correlaciones con enfermedades

cromosomicas (Galan, 2002).

Sabemos que los cromosomas son la estructura que se encuentran en el
citoplasma del nucleo de las células de todo ser vivo. Mismos que estan formado por
ADN vy proteinas, estos cuentan con la mayor parte de la informacion genética del
individuo. Los cromosomas se nombran metacéntricos, submetacéntricos,
acrocéntricos y telocéntrico. Esto mediante la ubicacion del centromero de cada
cromosoma (Levan, 1964).

De esta manera se dice que los estudios citogenéticos son efectivos dentro del
campo de la biologia (Savage, 1995), ya que las técnicas del andlisis de los
cromosomas siguen siendo vigentes. Esto se utiliza actualmente para responder
incognitas que se abren a los investigadores que tratan de conocer mas de su
importancia ecoldgica, estructura, su ciclo de vida, y primordialmente la descendencia

de los organismos.

Y aunque se trata de una ciencia relativamente joven a comparacion de otras,
la citogenética ha tenido una gran cantidad de avances y aportaciones importantes
qgue han permitido el desarrollo de los estudios citogenéticos en peces con mayor
frecuencia, de esta manera se han obtenido detecciones de alteraciones genéticas y
estructurales en los cromosomas de algunas especies, (Miller, 1955).

La familia Profundulidae consta de un sélo género nominal, el género
Profundulus, dividido en dos subgéneros: subgénero Profundulus (Hubbs, 1924), con
6 especies descritas, P. balsanus (Ahl, 1935), P. scapularis (Fowler, 1936), P.
punctatus (Gunther, 1866), P. guatemalensis (Gunther, 1866), P. pachycephalus
(Gunther, 1866) y P. oaxacae (Meek, 1902); y el subgénero Tlaloc con 4 especies P.
candalarius (Hubbs, 1924), P. hildebrandi (Miller, 1950), P. mexicanus (Alvarez y
Carranza, 1951) y P. labialis (Gunther, 1866).



En la presente investigacion se desarrolla un estudio citogenético del Popoyote
(P. punctatus), especie con importancia ecolégicas dentro del ecosistema acuatico su
alimentacion es depredadora; a pesar de que se alienta de nutrientes que se
encuentran en la materia organica del fondo, también se puede alimentar de otros

organismos de menor tamafio, esto ayuda a tener una regularizacion del ecosistema.

Dada la carencia de conocimiento de esta especie, las técnicas y metodologia
gue se aplican al estudio de este organismo, fueron ajustadas para poder determinar
el cariotipo del (P. punctatus).

El interés de estudiar los cromosomas en esta especie, es para tener
conocimientos biolégicos dentro del campo de la genética, taxonomia y evolucién para
su conservacion mediante técnicas actuales de cultivo, ya que los estudios de

citogenética en peces ha sido un area activa de investigacion en los ultimos afos.

De esta manera, el estudio de esta especie amplia el conocimiento cientifico
para generaciones nuevas de investigadores, sabiendo que este grupo de organismos
se encuentran con alto rango de amenaza de extincion, debido a la extensién de los

asentamientos urbanos que amenazan su habitat natural.



. MARCO TEORICO

2.1 Citogenética

La citogenética es un estudio que se le realiza a los cromosomas. Se sabe que los
cromosomas son estructuras complejas que se ubican en el nucleo de las células,
compuestas por DNA, histonas y otras proteinas, RNA y polisacaridos. Normalmente
los cromosomas no se pueden ver con un microscopio éptico, pero durante la division
celular se condensan los suficiente en metafase de esta manera se pueden analizar
facilmente a 1.000 aumentos. Para obtener células con cromosomas en estado
condensado, se expone a un inhibidor de la mitosis, que bloquea la formacién del uso
mitotico y detiene la division celular en la etapa de metafase (Dave, 2002).

2.2 Anomalias cromosémicas

Las anomalias cromosémicas implican la pérdida o la ganancia de uno o varios
cromosomas completos, y pueden afectar tanto a autosomas como a cromosomas
sexuales. Las células que han perdido un cromosoma presentan monosomia para ese
cromosoma, mientras que aquéllas con un cromosoma extra muestran trisomia para

el cromosoma implicado.

Generalmente, la pérdida de cromosomas en un individuo tiene mayor
repercusion que la ganancia, aunque ésta también puede tener consecuencias graves.
Casi todas las monosomias autosémicas llevan a la muerte poco después de la

concepcion y solo unas pocas trisomias permiten llegar al nacimiento.

La triploidia en peces presenta variaciones cromosomales numeéricas que
alteran la cantidad de cromosomas provocando el aumento del nimero de juegos
cromosdmicos presente en cada una de las células. Esto se debe a que el segundo

cuerpo polar queda dentro de un huevo fertilizado, mismo que adquiere tres ndcleos



haploides (n). Los dos juegos de cromosomas de la madre y uno del padre se fusionan
para formar un zigoto con un nucleo triploide (3n), (Chrisman et al., 1983; Pandian &
Varadaraj 1990; Tave, 1990).

2.3 Inhibidores del uso celular

Sustancia o preparacion quimica con la capacidad de despolimerizar las estructuras
de los microtubulos que se forman a nivel molecular, actia principalmente en la
desunién a y b de la tubulina, evita la polimerizacion del microtubulos, esto ayuda a
gue si esta formado los desnaturaliza el citoesqueleto para anclarse en fase mitética,

sino esta formado evita la formacién de este.

La colchicina, es un alcaloide derivado del colchicum autumnale. Inhibe la
mitosis evitando la polimerizacion de los microtdbulos. Su mecanismo de accién se ha
denominado "subestequiométrico", y consiste en su adicion en el extremo. (Williams,
2002).

Los taxanos son terpenos complejos producidos por las plantas del género
Taxus (tejos). Originalmente se aislaron de taxus brevifolia, aunque actualmente son
sintetizados de modo artificial. Su mecanismo principal de accion es la alteracién de la
funcién de los microtdbulos celulares mediante la estabilizacion de su formacion
(Wilson, 1965).

Los alcaloides vinca, son aminas producidas por plantas catharanthus roseus
plantas alucinégenas, mismas que también son utilizadas como inhibidores del uso
celular, ejemplo: vinblastina, utilizado en el tratamiento de la leucemia, el linfoma de
hodgkin, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de mama y cancer de
testiculo. También es uno de los componentes de muchos regimenes de

guimioterapia.



2.4 Descripcion y clasificacion taxondmica del popoyote P. punctatus

El género Profundulus mismo al que pertenece P. punctatus, es uno de los grupos de
peces mas antiguos, distribuidos al norte de América Central en México, Guatemala y
Honduras. Se considerd que este taxon esta dividido en dos grandes grupos como
subgéneros Profundulus y Tlaloc (Hubbs, 1924).

Investigaciones recientes han revelado alto grado de diferenciacion entre
ambos taxones y algunas de sus especies, esto permite que se asocien a cambios
morfologicos, en las comparaciones osteologicas que se han realizado entre los

subgéneros Profundulus y Tlaloc (Gonzélez et al., 2014).

Figura 1.- Ejemplar macho adulto del popoyote (P. punctatus).



2.5 Taxonomia General de la Especie:

— Reino: Animalia
— Filo: Chordata
— Subfilo: Vertebrata
— Superclase: Osteichthyes
— Clase: Actinopterygii
— Subclase: Neopterygii
— Infraclase: Teleostei
— Superorden: Acanthopterygii
— Orden: Cyprinodontiforme
— Suborden: Cyprinodontoidei
— Familia: Profundulidae
— Género: Profundulus

— Especie: Profundulus punctatus

2.6 P. punctatus

Son organismo bentopelagicos de aguas tropicales pertenecientes a la familia
Profundulidae (Hoedeman y Brunner, 1951), es un pez que habita en las vertientes del
atlantico, en la cabecera del rio Coatzacoalcos en Oaxaca y en el rio Grijalva en
Chiapas y parte de Guatemala; también se localizan en las vertientes del pacifico,
desde el rio Aguacatillo, Tributario de la laguna de tres palos, cerca de Acapulco, Gro.,
y al este hasta las cercanias de Chiquimulilla, Santa Rosa, Guatemala, (Miller, 1955).

Este pez habita en remansos rapidos de rios y afluentes con altitud 115 a 1550
m., sobre el nivel del mar con una temperatura de 22 a 26 °C, predominan en aguas
claras lodosas (con componentes del sustrato arenoso, limo, lodo, grava, rocas y
cantos rodados), se encuentran a una profundidad considerada a 1.7 m; con
vegetacion ausente, sin embargo, se encuentran algunas algas verdes y algunas
charas (Gunther, 1866).



Es una especie dulce acuicola de la regién tropical mexicana, este grupo de
peces realiza labores ecolégicas muy importante dentro de la cadena trofica en los
ecosistemas hidricos, ya que sirve como alimento de otras especies, eso ha

repercutido directamente sobre las poblaciones silvestres, (Hubbs, 1924).

El origen de este subgénero estd asociado a la compleja historia geologica y
diversidad ecoldgica del sur de México y norte de Centroamérica. Tres de las especies,
(P. punctatus, P. guatemalensis y P. labialis), muestran una variacion considerable
entre ellas, en cuanto a caracteres morfolégicos se refiere. Esta plasticidad fenotipica
puede ser una respuesta a variaciones medioambientales (Miller, 1955).

Mediante un estudio de contenido estomacal, (Langdon, 1982), aprueba que el
P. punctatus se alimenta de organismos vivos de menor tamafio como lo son algunas

almejas esféridas y caracoles (Melaneidae).

Esta especie es ovipara con fecundacion externa, tiene una aleta
dorsal formada de uno a tres radios rudimentarios y de 10 a 16 radios principales,
con escamas en series laterales de 31 a 36, (Miller, 1955). La especie cuenta con una

clasificacion taxondémica, (Gunther, 1866).

Actualmente con el incremento de los asentamientos humanos en los margenes
de los rios y lagunas de las zonas tropicales que suelen ser el habitat de la fauna Ictica,
han creado cambios en la distribucion de especies en las cuencas donde se distribuyen

actualmente.



lIl. ANTECEDENTES

3.1 Estudios realizados en la familia Profundulidae

La familia Profundulidae forma parte del orden Cyprinodontiformes, se trata de un
grupo representativo de la ictiofauna centroamericana. Estos peces se conocen
comunmente como “killifishes”, escamudos o0 popoyotes, son de tamafio pequefio, en
estado adulto miden de 70 a 90 mm de longitud total (LT) y en algunos casos pueden
alcanzar hasta 120 mm. Habitan rios de montafias con altitudes entre 500 a 2250
msnm; aunque algunas especies pueden encontrarse hasta los 300 m de altura. En
las regiones con mayor altitud son los Unicos peces nativos, ocupando ademas habitat
muy restringidos (Hubbs, 1924).

El investigador Miller, quien fue encargado del Museo de Michigan, donde se
alberga la coleccion de peces mas grande del mundo, describi6 la especie del género

Profundulus en 1950 posteriormente la registr6 como nueva y diferente.

En la Revista Nature, se publicé el estudio realizado por Uyeno (1971), el cual
habla de los Mdltiples cromosomas sexuales en un pez mexicano perteneciente al
orden Cyprinodontidae, mencionando que los peces de este género cuentan con 48
cromosomas, a excepcion de Lucina parva con (46), L. interioris (36) y Adinia xenica
(32) mismos que pertenecen al grupo Fundulus.

En (2014), Gonzalez realizo un estudio de diferenciaciones osteoldgicas entre
Subgéneros Profundulus y Tlaloc (Teleostei: Profundulidae). Comparando las seis
especies, demostrd que al interior de los subgéneros Profundulus y Tlaloc, no existen

diferencias cualitativas evidentes y se presenta un patron de variacion constante.

Al realizar una revision bibliografica se ha observado que existen muy pocos
estudios de citogenética en el orden cyprinodontidae. Sin embargo, podemos

mencionar que Arias-Rodriguez (2008), establecio el desarrollo y la caracterizacion



citogenética del pez tropical de agua (P. labialis), mismo que fue publicado en la revista

de la semana de divulgacion de la universidad Juarez autbnoma de tabasco.

Chen (1970), realizo un estudio comparativo de veinte Killis del genero
Fundulus, pertenecientes al grupo Cyprinodontidae, en el cual menciona que el

namero de cromosémico en células ovaricas varian entre 32 y 48 cromosomas.

3.2 Citogenética en peces

De acuerdo a los estudios realizados en citogenética se encuentran los del pez tropical
de agua dulce Parachromis managuensis (Pisces: Cichlidae), donde obtuvo campos
mitoticos y meidticos a partir del epitelio de branquias y gonadas respectivamente. En
este sentido Denton; Kligerman y Bloom (1964) determinaron que las dispersiones
cromosomicas seleccionadas para establecer el cariotipo, se identifican tres pares de

cromosomas birrameos, metacéntricos-submetacéntricos.

De esta forma Mufioz (2006), describe el cariotipo de Odonthestes regia
(Teleostei: Atheriniformes: Atherinopsidae), donde obtuvo como resultado un par de
cromosomas submetacéntricos (par 1), 16 pares Subtelocéntricos (pares 2 al 17) y 7

pares acrocéntricos (pares 18 al 24).

Arias-Rodriguez y colaboradores (2006) analizo el cariotipo y variacion
cromosomica del pejelagarto tropical (A. tropicus), en larvas y adultos con la finalidad
de establecer la variacién del numero diploide de cromosomas. El complemento
cromosomico tipico del cariotipo promedio de 2n = 56 cromosomas, se clasifico en
ocho pares de cromosomas metacéntricos (m) y cuatro pares de submetacéntricos
(sm) ambos del tipo birrAmeos, mientras que ocho pares de cromosomas fueron
clasificados como teoceéntricos y los ultimos ocho pares del cariotipo se describieron
como microcromosomas de tipos telocéntricos (t). Los resultados obtenidos en el

trabajo antes mencionado concuerdan con lo realizados por Molina (2008).

10



En (2010) Grozeva, realizo la caracterizacion citogenética de tres Balistoidae
peces del Atlantico (Cantherhines macrocerus, Cantherhines pullus, Melichthys niger)
mismos que infieren diferencias cromosémicas evolutivas en ambas familias
Monacanthidae y Balistica. Los cariotipos de las tres especies poseen un numero de
cromosomas diploides muy similares 2n = 40, estdn compuesto exclusivamente
acrocéntricos; Asi mismo Lopez (2008), encontro diferencias en Brycon henni (Pisces:
Characidae) donde obtuvo el cariotipo con un nimero diploide 2n = 50 cromosomas
birrameos por medio de la técnica de cultivo de linfocitos, evita el sacrificio de los

animales.

En (2011) Scacchetti, realizo la descripcion de la diversidad Cariotipica en
cuatro especies del Género (Gymnotus linnaeus), (teledsteos, Gymnotiformes,
Gymnotidae): cartografia fisica de los genes ribosémicos y secuencias teloméricas en
la que hubo una variacion expresiva del nimero diploide de las especies, a pesar de
la funcién Cariotipica entre los representantes de las poblaciones. G. sylvius presento
40 cromosoma y G. pantherinus presenta 52 cromosomas. El resultado fue que no se
detectaron polimorfismo numérico y que las poblaciones de G. sylvius mostraron

sefiales en la region intersticial en los brazos cortos de par cromosoma 2.

Se destaca el estudio de Valente (2012), en el cual realizo la comparacion
citogenética de diez especies de Ciclidos (Teleostei, Cichlidae) de Brasil, obteniendo
como resultado nueve especies con el mismo nimero de cromosomas de 2n=48
descartando a Araguaiae que mostrd un numero diploide de 2n = 44 diferente a las

anteriores.
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3.3 Determinacion del tamaio total del genoma y contenido de ADN en peces

Oliveira, (2014) determin6 el contenido de ADN y el numero de cromosomas para
caracterizar los niveles de ploidia en Brachiaria spp teniendo como resultado el analisis
de 15 genotipos, en el cual el contenido de ADN vari6é con los niveles de ploidia (2x,
3x y 4x) y entre especies y / o taxones. El contenido promedio de ADN fue de 1.74 pg
(2x) en B. ruziziensis, 3.74 Pg (4x) en B. decumbens y 3.52 pg (4x) para B. brizantha.
Para el genotipo 86, se obtuvieron 2,57 pg de ADN y 2n = 3x = 27, lo que indica una
accesion triploide, probablemente un hibrido natural. La variacién en el contenido total
de ADN permitio la diferenciacion de Brachiaria ruziziensis (2n = 2x = 18) de las
especies tetraploides Brachiaria Brizantha y Brachiaria decumbens (2n = 4x = 36), asi

como el probable triploide hibrido (2n = 3x = 18) de estas especies.

Jara en el (2008), determino el contenido de ADN nuclear en galaxias maculatus
(teleostei: Osmeriformes: Galaxiidae) un pez con importancia comercial, usando
microdensitometria de nucleos de eritrocitos sometidos a tincién de Feulgen, utilizando
como estandar eritrocitos de trucha arco iris con un valor 2C conocido. El valor 2C de
G. maculatus fue 2,21 £ 0,12 pg y su valor C, es equivalente a 1,105 pg (1.082,9 pMb).
Este valor C esta dentro del rango registrado para otras especies de osmeriformes
(0,62-3,2 pg).

En (1998), Carvalho, realizo un estudio de determinacion del contenido de ADN
nuclear en 53 especies de peces Characiformes de la region Neotropical. EI nUmero
diploide vari6 de 2n = 48 en Astyanax fasciatus, Gymnocorymbus ternetzi y
Hyphessobrycon griemi a 2n= 102 en potamorhina squamoralevis con un ndmero
modal de 54 cromosomas. El contenido de ADN nuclear oscil6 entre 1,70 + 0,04 pg de
ADN por nucleo diploide en Acestrorhynchus pantaneiro 3.94 = 0.09 pg en
Tetragonopterus chalceus. Un analisis general mostré un valor medio de 2,9 pg de
ADN por nucleo diploide. Los valores de contenido de ADN muy similares se han
observado en las especies de la familia Cynodontidae, que muestran una variacion del

3% entre los dos géneros estudiados.
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V. OBJETIVOS

4.1 General

— Determinar el tamafio del genoma y el contenido total de AND en las células

sanguineas y armar el cariotipo en mitosis del popoyote (P. punctatus).

4.2 Especificos

— Determinar el nimero de cromosomas modal diploide y haploide

— Establecer la posicion del centromero de los cromosomas

— Determinar el cariotipo tipico en mitosis

— Determinar el tamafio del genoma y contenido total del ADN nuclear de las

células sanguineas
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V. HIPOTESIS

Nula
— Los cromosomas del Popoyote (P. punctatus), tienen el mismo numero de
cromosomas Yy las mismas caracteristicas que los demas organismos de la
misma familia.
Alterna

— Los cromosomas del Popoyote (P. punctatus), presentan numero de

cromosomas diferentes en sus campos mitéticos al resto de la familia.
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VI. METODOS

6.1 Obtencion de ejemplares

Los especimenes de P. punctatus, fueron localizados y capturados en la parte media
del rio Sabinal en la colonia Juan Crispin, de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,

México.

La colecta se llevo a cabo a la 1:30 de la tarde, con coordenadas de ubicacion,
N 16° 76’ 06”, Ho 93° 20’ 11” con latitud 534, utilizando una red de chinchorro, con
espesor de luz de malla 1 cm?, misma que se sumergié en forma de arrastres, por el

caudal del rio.

Posteriormente se llevo a cabo la identificacibn y separacion de los
especimenes en contenedores con aireacion constante, para su traslado al area de

estudio.

6.2 Preparaciéon de los frotis sanguineos y medicion de las células eritrocitas

para determinar el contenido de ADN y tamario total del genoma

Con ayuda de un porta objetos previamente limpio, mismo que se rotulo en la parte
lateral, el espécimen sacrificado es tomado y frotado sobre el porta objetos, esto para
que la sangre del pez se adhiera al mismo. Esto se dej6 secar por un tiempo estimado
a 15 minutos, posteriormente la muestra de sangre en el porta objetos se meti6 a
tincion por 5 minutos en una caja copli con solucion de giemsa al 10%, mismas que
fue preparada con una soluciéon amortiguadora de buffer de fosfatos (0.01 M) a pH 7.0,

todo a partir de una solucion madre o stock (Denton, 1973).
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Una vez cumplido los 5 minutos de tincién, se retird el porta objetos de la caja
Copli para lavar con agua destilada. Después de 10 minutos tiempo que se dio para
gue secara al aire la muestra fue observada al Microscopio Axio Scope. Al (Carl
Zeizz®), equipado con una camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeizz) y en conjunto
con el programa SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011). En él se
observaron infinidad de células la cuales se digitalizaron con un objetivo de 40 X +1.25

del optovar.

Se contabilizaron 500 células mismas que fueron empleando para su medicion
con el programa SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).

Se utilizé contour (Spline), herramienta del programa SEN/2011 (Carl Zeizz®
Microscopy GmbH, 2011), misma que sirvié para delimitar el limite del nucleo de las
células para obtener el diametro del nicleo en um (micrémetros). Posteriormente se
realiz6 una base de datos en el programa de la paqueteria office (Excel) en él se

calculo el promedio y desviacion estandar.

El contenido total de nucleotidos (ADN total), fue calculo siguiendo la férmula
ajustada en acuerdo con Hartley y Horne, (1985); Tiersch et al. (1989), (1998), (1992),
1994), (2003); Hardie et al. (2004), para determinar el contenido (2C = diploide) de
ADN nuclear eritrocito diploide (pg) = (contenido de ADN del control diploide en
picogramos de las células sanguineas de O. mykiss) x (Promedio del area de los
eritrocitos [grandes y/o pequefios] de P. punctatus) / (Promedio del area de los

eritrocitos de O. mykiss).
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Por ejemplo:

Eritrocitos 4n

Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= (5.5) X (21.6) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)=(118.8) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)=5.437070938

Eritrocitos grandes

Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= (5.5) X (11.8) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= (64.9) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= 2.9702517

Eritrocitos pequeios

Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= (5.5) X (9.27) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= (50.985) / (21.85)
Contenido (2C=diploide) de ADN (pg)= 2.3334096

El valor 2-C de 5.5 picogramos fue estimado como estandar para la trucha arco
iris O. mykiss (Hartley y Horne, 1985; Tiersch et al. 1989) y fue empleado como

muestra de referencia para el calculo del contenido diploide del ADN en el Popoyote.

El tamafio del genoma o valor — C en picogramos (0 masa de ADN en
picogramos), que representa una copia de la informacion genética nuclear (equivale a
1C), fue determina considerando que 1 pg de ADN es igual a 0.978x10° pares de bases
(bp) (Dolezel et al. 2003); por lo anterior el tamafio del genoma o valor — C en
picogramos, fue calculado empleando la férmula propuesta por Dolezel et al. (1992),
(1994), (1998), (2003). El tamaiio del genoma del P. punctatus en pares de bases
(bp)= (0.978x10° (contenido de ADN en pg de P. punctatus).
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6.3 Experimentos realizados, adecuacion de la técnica en el organismo

Se trabajo con 12 organismos los cuales fueron sacrificados para correr diversos
experimentos con la finalidad de adecuar una técnica de citogenética apropiada para

esta especie.

Primer experimento: Fue el siguiente, Se tomaron cinco especimenes ambos
sexos, a los cuales se administro una solucion concentrada de Colchicina al 0.01 % +
Citrato de sodio al 0.01%., cada porcion inyectada tenia una concentracion de 1 ug de
Colchicina diluida en 1 pl de Citrato de sodio, asi mismo los organismos fueron
clasificados por tamafio para poder ser inyectados con 100 pg de Colchicina a los
peces chicos (3 cm), 200 ug a los medianos (4 cm) y 300 pg a los grandes (5 cm). Los
tiempos se programaron a dos, tres y cuatro horas, segun el tamafio del organismo y

la concentracion administra.

Segundo experimento: Concentracion 0.05 gr de Colchicina + 2.5 gr de CaClz
diluido en 500 pl de H20. Se utilizé un espécimen macho el cual fue inyecto por tres

minutos con 100 pg de Colchicina, diluida en 100 pl de CaCl-.

Tercer experimento: La concentraciéon cambio a 0.01 gr de Colchicina + 0.01 gr
de CaCl2 + 0.01 gr de Citrato de Sodio, agregando 2 pl DMSO (Dimetil sulfoxido),
Diluido en 20 ml de H20. Se utilizaron dos organismos, los cuales se inyectaron con
100 pg de Colchicina por cinco horas y media y 200 ug por tres horas. Cada unidad de

la jeringa se diluyo en 100 pul de la solucion compuesta.

Cuarto experimento: cultivo In-vitro de Fibroblastos, se realizé un cultivo de
tejido sélido. Se tomaron tres especimenes los cuales se anestesiaron para poder
extraer mediante un corte un trozo de tejido perteneciente a la aleta caudal, el cual se

cultivd en medio de cultivo por seis dias a una temperatura de 36 °C.

Después de las técnicas antes mencionada, se llevd a cabo el Quinto
experimento; la cual fue ajustada en tiempo y concentraciones Optimas para la
obtencion de células en metafase. Se utilizé una concentracion de 0.02 gr colchicina +
0.01 CaCl2 + 0.01 Citrato de Sodio + 2 pul de DMSO diluido en 17 ml de H20.
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Misma que en la cual se trabajé con cuatro especimenes, lo cuales fueron
inyectados con 200 pg de colchicina por un tiempo de tres horas, misma que se diluyo

en 200 ul de solucién compuesta.

6.4 Tratamiento citolégico para la obtencion de metafases

Los especimenes fueron tratados con una solucion en proporcion de cloruro de calcio,
citrato de sodio, 2 yul de DMSO (Dimetil sulfoxido) y 0.002 gr de colchicina al 0.2%
inyectando 10, 20 o 30 unidades via abdominal segun el tamafio de los peces,
mediante el empleo de una jeringa de insulina marca (DL, de 0.4 ml con aguja de
31Gx8mm). (Antes de cada tratamiento, los peces se anestesiaron con Aceite de clavo
con la finalidad de evitar su estrés). De acuerdo con la dosificacidbn recomendada por
(Subrahmanyan, 1976), citado de (Denton, 1973).

Tabla 1.- Proporcion de colchicina aplicada a los organismos

Longitud del pez en (cm) Dosis Inyectada
Chico (3 cm) 10 cc.
Mediano (4 cm) 20 cc.
Grande (5 cm) 30 cc.

cm=centimetros, cc= centimetro cubico (unidad de medida)

El pretratamiento con CaClz, Citrato de Sodio, DMSO (Dimetil sulfoxido) y
colchicina se dej6 actuar en los peces por un lapso de tres horas. En un recipiente de
19 litros sin aireacion, una modificacion en la técnica mencionada por (Arias-Rodriguez
et al., 2005). Después del pretratamiento los organismos fueron disecados (Figura 2A).

Del cual se les extrajo branquias, génadas e intestino (Arias-Rodriguez et al., 2005).
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Figura 2.- Diseccién de especimenes (A), e hidratacion de los 6rganos extraidos; Bazo,

Branquias, Génada.

Rifion,
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Después de la extraccion de los tejidos, estos fueron separados individualmente
en tubos de 1.5 pl, posteriormente se dej6 hidratar con 100 pl de citrato de sodio al 1%
(La hidratacion de los tejidos debe ser al instante de ser retirados para evitando la
descomposicion y muerte de las células) (Figura 2B). El tiempo de hidratacion es de

una hora a temperatura ambiente (Arias-Rodriguez et al., 2005).

Después del periodo de hidratacién, el tejido branquial fue disgregado
suavemente, con el propdsito de separar el epitelio de los filamentos branquiales, y

poder desechar el tejido cartilaginoso (Arias-Rodriguez et al., 2005).

Después del tiempo antes mencionado, se agreg6 1000 pl de Fijador 4:1 (4cido
acético glacial y metanol) para el prefijado del tejido, dejando reposar por un lapso 24
horas (Arias-Rodriguez et al., 2008). La técnica fue modificada y ajustada a un tiempo

de reposo de 15 minutos.

Se prosigui6 a la centrifugacién de los tejidos durante 5 minutos a 5,000 R.P.M
en la centrifuga (Zentrigugen Hettich MIKRO 220R); luego con ayuda de una pipeta
Pasteur, se eliminé el sobrenadante cuidando de no tocar ni retirar el tejido y se
procedi6 a la adicion del nuevo fijador fresco, mismo que se dio un reposo a los tejidos

por 10 minutos, luego se centrifugado bajo las condiciones antes sefaladas.

La operacién de cambio de fijador y centrifugado se realiz6 dos veces, hasta
que el material celular tomo coloracion blanquecino. Subsiguientemente, el material

celular se conservo en refrigeracion a 4 °C (Arias-Rodriguez et al., 2005).

6.5 Elaboracién de las preparaciones citolégicas mediante la técnica por goteo

Para la elaboracion de las muestras citologicas, se siguieron las siguientes actividades:

si el material celular fue mantenido mas de 24 horas en refrigeracion y se permitio su

adecuacion a la temperatura necesaria, el tejido solo se resuspende y se centrifuga

durante 5 minutos para hacer el recambio de fijador.
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Por otro lado, si el tejido tiene 15 minutos de refrigeracion a una temperatura de
4 °C., después del ultimo recambio de fijador, solo se agito el tubo con el tejido, esto

para poner las particulas celulares en resuspencion y poder ser utilizado.

Con una micropipeta se tomaron 25 ul de la muestra preparada misma que se
dej6é caer de una altura de 2 metros en un porta objetos colocado sobre una placa de
hielo (Cooler). Posteriormente se dejé secar al aire durante 5 minutos, técnica comun

para realizar preparaciones cromosomicas de animales (Denton, 1973).

El propésito de esta técnica es para permitir que las células al impactar con el
cubre objetos previamente frio se dispersen las células, mostrando campos
cromosomicos visibles a través de un microscopio oOptico, la reaccién de la técnica
produce una reaccion de patin o barrido haciendo que las células se esparzan (Arias-
Rodriguez et al., 2005).

6.6 Tincion de las muestras citolégica

Después de tener las preparaciones citoldgicas listas, las laminillas fueron teflidas con
una tincion especifica para cromosomas de animales: solucion de Giemsa al 10%,
mismas que fue preparada con una solucion amortiguadora de buffer de fosfatos (0.01
M) a pH 7.0, todo a partir de una solucién madre o stock (Denton, 1973).

Las muestras fueron sometidas a tincion durante 10 minutos en una caja Copli
a 34 °C. Posteriormente las muestras se retiraron de la caja para ser lavadas
administrando agua destilada con ayuda de una piseta, de esta manera se retiran los

residuos de Giemsa que pueden ocultar la visibilidad a través del microscopio.
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6.7 Analisis microscoépico, toma de microfotografias y conteo de campos
cromosOmaticos

Las preparaciones Citologicas, se observaron bajo el microscopio éptico Axio Scope.
Al (Carl Zeizz®), equipado con una camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeizz) y en
conjunto con el programa SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011). Las
mejores dispersiones celulares se digitalizaron con el objetivo 25X y 40 X +1.25 del

optovar.

La frecuencia del nimero de células por cada fase en mitosis, se determind por
conteo directo sobre las imagenes empleando los programas SEN/2011 (Carl Zeizz®
Microscopy GmbH, 2011) y Photoshop® cs 8.0 (Adobe®).

Las microfotografias donde se presentan las mejores metafases, fueron
utilizadas para poder contabilizar el nUumero de cromosomas utilizando el programa
ZEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).
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VIl. RESULTADOS

Se analizaron 12 especimenes de P. punctatus de los cuales se hicieron andlisis de
100 preparaciones cromosOmaticas en mitosis, en el cual 500 campos cromosomicos
mitoticos fueron contabilizados, debido a que presentaron una mejor dispersion estas
provenientes de tejido branquial. Por otra parte, en meiosis se analizaron 50
preparaciones cromosOmaticas en las cuales se encontraron 100 campos meioticos,

provenientes de tejido gonadico.

En mitosis se observaron campos cromosomicos de las especies en estudio que
van de 30 a 48 cromosomas (Figura 3, Figura 4), se muestra la presencia de un nimero
bimodal en algunos organismos. En mitosis la frecuencia cromosémica con namero
bimodal es de 2n = 48 mismos que representan el 76% y 2n = 36 cromosomas, con

representacion del 13% del total de campos analizados (Figura 5A).

En meiosis se encontraron campos que van de 16 a 36 cromosomas, en el cual
el nUmero modal con mas frecuencia fue de 1n = 24 cromosomas, el cual represento

el 82% del total de campos contabilizados (Figura 5B).

El cariotipo tipico del P. punctatus, en estadio mitético se compone de 2n=48
cromosomas. En el cual se encontraron tres pares de cromosomas birrameos
metacéntricos-submetacéntricos y 21 pares de cromosomas monorrameos de tipo

telocéntricos (Figura 6A, 6B).
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El cariotipo tipico del P. punctatus en mitosis esta constituido por 48 cromosomas, de
los cuales el primer par cromosémico mostré un promedio de 2.80 £ 0.03 um, con
respecto a la longitud media del dltimo par cromosémico de veinticuatro 1.04 + 0.01
um (Tabla 2).

Los cromosomas del cariotipo en mitosis del P. punctatus, son cromosomas
monorrameos y birrdmeos, mismos que fueron clasificados segun (Levan al. et., 1964)

en el tipo metaceéntricos-submetaceéntricos (msm) y acrocéntricos (T), (Figura 5).

En meiosis se observaron algunas profases (Figuras 7A, 7B) y se analizaron
campos con particularidades propias del organismo, se encontraron metafases en
meiosis | de 2n = 48 con cromosomas bivalentes (Figuras 7C) y metafases en meiosis

Il con 1n = 24 cromosomas monovalentes (Figuras 7D).
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Tabla 2.- Parametros citogenéticos tipicos del cariotipo en mitosis del P. punctatus, caracterizado por 24 pares de cromosomas, de los cuales tres

pares son birrdmeos (msm) y 21 pares de cromosomas monorrameos (T).

Longitud Longitud Longitud Longitud
Par promedio promedio en relativa relativa Promedio Promedio Promedio
Cromo- en um de um de promedio de promedio de de de de
sémico pxD.E gxD.E pxD.E g+D.E r=q/p i=100p/p+q d=r-1(10)/r+1 Clasificacion
1 2.54+0.17 2.80+0.03 2.58+0.17 2.84+0.03 1.10+0.06 47.5+1.42 0.49+0.28 msm
2 2.38+0.04 2.51+0.04 2.41+0.04 2.55+0.04 1.05+0.00 48.6+0.03 0.26+0.01 msm
3 2.05+0.04 2.45+0.03 2.07+0.04 2.49+0.03 1.20+0.01 45.4+0.14 0.90+0.03 msm
4 2.33+0.04 2.36+0.04 T
5 2.27+0.01 2.30+0.01 T
6 2.23+0.02 2.26+0.02 T
7 2.19+0.01 2.22+0.01 T
8 2.15+0.04 2.18+0.04 T
9 2.10+0.03 2.13+0.03 T
10 1.97+0.06 2.00+0.06 T
11 1.90+0.01 1.93+0.01 T
12 1.84+0.04 1.86+0.04 T
13 1.80+0.00 1.83+0.00 T
14 1.69+0.05 1.71+0.05 T
15 1.54+0.05 1.56+0.05 T
16 1.43+0.04 1.45+0.04 T
17 1.33+0.00 1.35+0.00 T
18 1.30+0.03 1.32+0.03 T
19 1.17+0.02 1.18+0.02 T
20 1.09+0.00 1.11+0.00 T
21 1.09+0.01 1.10+0.01 T
22 1.08+0.00 1.10+0.01 T
23 1.07+0.01 1.08+0.01 T
24 1.04+0.01 1.05+0.01 T

D.E=Desviacion estandar, p=Brazo corto, q=Brazo largo, r=Proporcion de brazos, i=indice centromérico, d=Diferencia entre brazos,
msm= Metacéntrico sub-metacéntrico, T=Telocéntrico.

28



€L 84 M1

Q_QQ_QJ A A

Vil

g Q_Q_LA__QX“__QL_

Q_LOO_Q_4J_

L__Q_LXT_Q_Q_Q e

XIX

XXI1 XXII1 XXV

Figura 6.- Cariotipo tipico en mitosis del P. punctatus, caracterizado por 2n = 48 cromosomas de tipo
birrAmeos subtelocéntrico-telocéntricos (par I-1ll), monorrdmeos telocéntricos (par [V-XIII),
monorrdmeos acrocéntricos (par XIV-XXIV) (A) y célula branquial en metafase (B). Foto tomada a 40X

con ayuda de un microscopio 6ptico Axio Scope. Al (Carl Zeizz®).
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Figura 7.- Panorama de las células meioticas en profase del P. punctatus (A, B), metafase en meiosis
| con 2n = 48 cromosomas bivalentes (C) y metafase en meiosis Il con 1n = 24 cromosomas
monovalentes (D). Foto tomada a 40X con ayuda de un microscopio Optico Axio Scope. Al (Carl
Zeizz®), equipado con una camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeizz) y en conjunto con el programa
SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).

30



Se analizaron 20 frotis sanguineos provenientes de 10 especimenes de los cuales se
fotografiaron y se midieron 500 células leucocitas para determiné el tamafio total del
genoma: determinando el contenido de ADN y el contenido total de nucledtidos,
tomando como estandar el valor C de 5.5 picogramos, tamarfio del area de las células
de O. mykiss (Figura 8A), de esta manera se obtuvieron tres diferentes medidas de las
areas de las células (Figura 9A, 9B), esto determino que 7 de los 10 especimenes

presentan poliploidia (Tabla 3).

Se midieron 228 células con presencia de nucleos relativamente chicos que
representan el 46% del total de las células medidas. Con promedio total del area igual
a 9.85+0.68 um? con un contenido total de ADN de 2.48 (Pg) y 24.6 (bp) el tamafio del

genoma.

254 Células presentan nucleos de tamafio normal representan el 51% mismo
que cuenta con un promedio total de 11.8+0.59 um? con un contenido de ADN total de
2.98 (Pg) y 29.1 (bp), el tamafio del genoma y el 13% pertenecen a las células
tetraploides con promedio de los nulcleos grandes equivalentes 21.2+1.74 um? con un
contenido de ADN total de 5.33 (Pg) y el tamafio del genoma en (bp) es de 35.9 (Tabla
3).

Las células chicas presentan nucleos con un area de 10.582 um?, se consideran
1.5n = 36 cromosomas las células medianas presentan nucleos con medidas de
13.920 um? consideradas como 2n = 48 cromosomas Y las células tetraploides de 4n
= 96 cromosomas con nucleo relativamente grande con area de 20.717 um? (Figura
9B).
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Figura 8.- Representan las medidas de las diferentes células encontradas en el P. punctatus,
células pequenas, grandes y 4n, comparadas con el valor estandar 5.5 de la trucha arcoiris (O.
mykiss). (A).
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Tabla 3.- Medidas en um del area de los nucleos de los eritrocitos del P. punctatus que representan

células con nivel de ploidia.

Area
promedio en
um del Tamanfo del
NUumero de  Numero de nucleo Contenido de genomaen Nivel de
espécimen Células (%) (xD.E) ADN en (Pg) bp ploidia
1 11 (22) 10.5+0.33 2.65 2.58 1.5n
35 (70) 11.7+0.42 2.94 2.91 2n
4 (8) 22.0+2.36 5.55 5.43 4n
2 33 (66) 9.75+0.54 2.45 2.40 1.5n
12 (24) 11.3+0.21 2.84 2.84 2n
5 (10) 21.6+1.73 5.44 5.32 4n
39 (78) 9.77+0.71 2.46 2.40 1.5n
3 8 (16) 11.6+0.50 2.91 2.93 2n
3(6) 21.4+1.64 5.40 5.28 4n
15 (30) 10.3+0.69 2.59 2.53 1.5n
4 33 (66) 12.1+0.59 3.04 2.99 2n
2(4) 19.5+0.41 4.90 4.79 4n
18 (36) 9.49+0.58 2.39 2.33 1.5n
5 31 (62) 12.3+0.63 3.09 3.03 2n
1(2) 21.5+0.00 5.42 5.30 4n
22 (44) 10.0+0.54 2.52 2.46 1.5n
6 28 (56) 11.9+0.63 3.00 2.93 2n
39 (78) 9.27+0.43 2.33 2.28 1.5n
7 9 (18) 11.9+0.47 2.99 2.97 2n
24 20.2+1.31 5.08 4.97 4n
7 (14) 10.4+0.56 2.62 2.56 1.5n
8 42 (84) 11.7+0.30 2.94 2.88 2n
1(2) 19.4+0.00 4.89 4.78 4n
19 (38) 10.1+0.70 2.55 2.49 1.5n
9 31 (62) 12.0+0.68 3.02 2.95 2n
25 (50) 10.2+0.62 2.57 2.51 1.5n
10 25 (50) 11.7+0.72 2.94 2.87 2n
Total 228 (46) 9.85+0.68 2.48 24.6 1.5n
254 (51) 11.8+0.59 2.98 29.1 2n
18 (3) 21.2+1.74 5.33 35.9 4n

%=Porcentaje, pm=Micrometros, D.E=Desviacidon estandar, Pg=Picogramos, bp=pares de

bases.
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Figura 9.- Paisaje de las células hematologicas del P. punctatus, donde es posible observar células
con nucleos pequefios (1.5n — % ), mediano (2n, normales - » )y grandes (4n, —» ), (A, B),
panorama de campos mitoticos con nimero cromosomicos 2n=36 (C), 2n=48 (D). Foto tomada a 40X,
100X, con ayuda de un microscopio 6ptico Axio Scope. Al (Carl Zeizz®), equipado con una camara
digital AxioCam ERc5s (Carl Zeizz) y en conjunto con el programa SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy
GmbH, 2011).
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VIII. DISCUSION

El cariotipo para el P. punctatus en mitosis esta formado por 48 cromosomas, tres
pares de cromosomas (birrAmeos) metacéntricos-submetacéntricos y 21 par de
cromosomas (monorrameos) telocéntricos. Comparando los resultados encontrados,
con los obtenidos en (2008) por Arias-Rodriguez, dada la apariencia se observé que
el numero de cromosomas de ambas especies son idénticos, presentando el mismo

namero y clasificacion de los tipos de cromosomas.

Estudios anteriores reportan que los cariotipos de este grupo son de
caracteristicas citotaxonémicas, ya que la mayoria de los peces pertenecientes a la
familia ciprinodontidae cuentan con 2n = 48 cromosomas (Chen y Ruddle, 1970; Chen,

1971) como es el caso para la especie en estudio.

El nimero cromosémico haploide para la especie P. punctatus es de 1n=24
cromosomas, aungque se encontraron células en meiosis | de 2n = 48 con cromosomas
bivalentes y metafases en meiosis Il con 1n = 24 cromosomas monovalentes,
caracteristicas propias del organismo, aunque es poco probable encontrar estos
estadios en meiosis, ninguno reportado anteriormente para esta especie. En este caso
la presencia de estos estadios fue relacionado al minucioso analisis, los resultados
obtenidos coinciden con los reportados por (Chen y Ruddle, 1970; Chen, 1971), el cual
realizo un estudio cromosomico en especies del genero Killifish Fundulus
pertenecientes al orden cyprinodontidae. Sin embargo, no podemos decir que
pertenecen al mismo clan, ya que estudios morfométricos y osteoldgicos detallados
realizados anteriormente, colocan ambas especies en subgéneros diferentes

pertenecientes a la misma familia (GUnther, 1866 y Hubbs, 1924).

Los analisis efectuados en los frotis sanguineos para determinar el area total
del nucleo de las células del P. punctatus, en el cual 500 células fueron medidas,

mismas que se separaron en células chicas, células grandes y células tetraploides.

35



Las células medidas con presencia de nucleos relativamente chicos
representando el 46% del total de las células medidas. En este, el promedio total del
area es de 9.85+0.68 con un contenido de ADN total de 2.48 (Pg) y el tamafio del
genoma 24.6 (bp). El 51% pertenecieron a células de tamafio normal, mismo que
cuenta con un promedio total de 11.8+0.59 con un contenido de ADN total de 2.98 (Pg)
y el tamafio del genoma 29.1 (bp) y el 13% pertenecen a las células tetraploides con
ndcleos grandes con un promedio igual a 21.2+1.74, con un contenido de ADN total

de 5.33 (Pg) siendo el tamafio del genoma de 29.1 (bp).

En este caso, los organismos fueron silvestres y la presencia de ploidia en estos
organismos, es considerada una anormalidad presente en las células de los peces de
este grupo. Los estudios minuciosos realizados mostraron algunos organismos con
células tetraploides de gran tamafio, presentandose en baja proporcion en algunos
ejemplares. En este caso Gil (2012), realizo un trabajo donde determina que la calidad
del agua es factor influyente en alteraciones anormales en un organismo, reportando
gue los niveles altos de DDT, heptacloro y Atrazina pueden producir efectos adversos

en los organismos acuaticos.

Caso similar es el reportado para el Rio Sabinal donde fueron extraidos los
organismos para este estudio, ya que el agua presenta al alto nivel de contaminacién
debido a las descarga de drenajes, plagas, incendios y deforestacion debido al
crecimiento demografico (SEMAHN, 2013).

Sabemos que la poliploidia es un suceso anormal en peces, por naturaleza, su
presencia se da en plantas y algas, a excepcién de algunos organismos que son

expuestos a factores alterantes que deterioran o modifican su estructura celular.

Por otro lado, la ploidia también es considerada una estrategia factible en la
acuacultura, ya que en algunas especies presentan casos estériles. Debido a dicha
caracteristica, la triploidia ha sido atil en algunas especies para el control de
sobrepoblacion de los estanques, en adicion también se pueden emplear para
controlar el crecimiento de plantas acuaticas, principalmente mediante el uso de

carpas triploides (Alcantar, 2010). También se ha observado que los triploides tienen
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mejor supervivencia, ya que en muchas ocasiones se observan mortalidades
relacionadas con la maduracion gonédica en individuos diploides, como en el caso de
la trucha comun (Salmo trutta) y el turbot (Scophthalmus maximus) (Benfey, 1999;
FAO, 2005; Cal et al., 2005).

Se utilizé una técnica de medicion y determinacion de los nucleos de las células
eritrocitas distinta a la que mencionan Pierrez y Ronot (1991) en su trabajo., en el cual
ellos; mediante citométria de flujo pudieron determinar triploidia en la especie
estudiada, mientras que este estudio se realiz6 mediante microfotografias y llevando
acabo las mediciones manualmente empleada con herramientas del programa
Sen/2011. De esta manera también se calcul6 el contenido de ADN y nucledtidos
totales.

Las técnicas reportadas para el andlisis y determinacion de ADN total en una
especie encontramos que Hartel en el (2005), Identifico di- y triploidizacién mediante
un analisis multiparamétrico de imagenes. Nuevo método de cuantificacion de la tasa

de triploidizacién en trucha arcoiris (O. mykiss).

Debido a que no se encuentran trabajos realizados en este grupo podemos decir
que este es el primero de esta especie. Sin embargo, comparando el analisis realizado
con los antes mencionados la mayoria de estudios, toman como referencia y medida

estandar el 5.5 pg de las células de la trucha arcoiris (O. mykiss).
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IX. CONCLUSION

El P. punctatus, es una especie dentro del ecosistema que juega un papel muy
importante como toda especie. En los Ultimos afos, estos organismos se ha
visto afectados debido a contaminacion de cuerpos de agua a causa de
descargas de aguas residuales y al crecimiento demogréafico mismos. Esto ha

puesto a la especie en un indice de peligro de extincion.

El cariotipo tipico del P. punctatus, en mitosis quedo integrado de 2n = 48
cromosomas, mismos que fueron clasificados en tres pares de cromosomas
birrameos del tipo Subtelocéntricos-telocéntricos y 21 par de cromosomas

monorrameos del tipo acroceéntricos.

En meiosis, solo se constituy6 el numero modal cromosoémico quedando con 1n

= 24 cromosomas.

El contenido de ADN mostrado en el popoyote (P. punctatus) se establece y se
documenta una tendencia variable debido a la presencia de tres tamarfios de

células diferentes:

— 1.5n células pequenas igual a 9.85 um, con contenido de ADN de 2.48

pg y 24.6 pb el tamafio del genoma,

— 2n (medianas) con un area de 11.8 um las células, con contenido de

ADN de 2.98 pg y tamafo del genoma de 29.1 bp

— 4n (células grandes) tetraploides es de 21.2 um con un contenido de

ADN equivalente a 5.33 pg, y su tamafo del genoma de 35.9 bp.
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