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Resumen: El patrén de bandas cromosémicas C de especies representantes de | os tres géneros
delepdridos (conejosy liebres) que existen en México fue comparado, con el finde analizar la
variacién en lacantidad de heterocromatinaconstitutivay evaluar su papel enladiversificacion
de los leporidos. Se observd que existen diferencias en la cantidad de heterocromatina
constitutiva entre ellos. Sylvilagus present6 una mayor cantidad de este material mientras que
Lepus se caracterizé por mostrar cantidades reducidas. EI género Romerolagus se colocd enun
lugar intermedio entre Sylvilagus y Lepus al presentar cantidades moderadas de
heterocromatina. En todas |as especies estudiadas |a heterocromatina constitutiva se encontré
alrededor del centrémero, de manera que las diferencias observadas se deben ala cantidad de
heterocromatina constitutiva que presentan |os géneros de lepéridos mexicanos.

Abstract: The C-banded pattern of selected species representing the three Mexican leporid
genera were compared. It was shown that there are noticeable differences in the amount of
constitutive heterochromatin among them. Sylvilagus was characterized by large quantities,
while Lepus showed small amounts of this material. Romerolagus was placed in aintermediate
position by holding moderate quantities of heterochromatin. The distribution of the constitu-
tive heterocromatin was pericentromeric in al the species examined. This suggests that the
differences observed among the genera, are due to the distinct amounts of constitutive
heterochromatin. Romerolagus and Sylvilagus are the most similar to each other asthey share
similar amounts of constitutive heterochromatin distributed in the same pattern.
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Lepus, México.
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INTRODUCCION

El Orden Lagomorpha cuenta con dos familias, la familia Ochotonidae representada
por un sdlo género Ochotona (pikas) que se distribuye en Estados Unidosde América,
Canada y Eurasia (Hall, 1981), y la familia Leporidae, con una distribucion
préacticamente cosmopolitay que comprende a 11 géneros (Angermann et al., 1990;
Hoffmann, 1993). Entre estos Ultimos se incluye al género monotipico Romerolagus
(conejo zacatuche) de distribucion restringiday alos géneros Lepus (liebres) con una
amplia distribucién en parte del Nuevo Mundo y Viejo Mundo, incluyendo el
continente africano, y Sylvilagus (conegjos cola de algoddn), el cual se distribuye
exclusivamente en €l continente americano exceptuando la mitad sur de Suramérica
(Chapmany Ceballos, 1990; Fay Bell, 1990; Flux y Angermann, 1990).

En México existe gran diversidad de especies de lepdridos, ya que en € se
encuentran cinco especies de liebres y nueve de conejos (Leopold, 1977; Ramirez-
Pulido et al., 1996). El niUmero total de especies mexicanasrepresentael 27% del total
deconejosy liebres de todo el mundo (Smith, 1995). Ademéas, ocho de estas especies
son endémicas (de México) y muchas se distribuyen en areas de pronunciado
endemismo. Igualmente, siete de estas especies son consideradas amenazadas y
cuatro, incluyendo laliebretropical (L. flavigularis) y €l zacatuche (R. diaz), se cree
queestan en peligro de extincién (Smith, 1995).

Aungue se conocen | os cariotipos de al gunos lagomorfos mexicanos (Cervan-
tesetal., 1997; Gonzalez y Cervantes, 1996; Glerefiaet al., 1983; Uribe-Alcocer et al.,
1975; Uribe-Alcocer etal., 1989; Vander Looetal., 1979), lassimilitudesy diferencias
cromosomicas entre taxa han sido poco estudiadas. No obstante, existen datos
cariotipicos aislados que sugieren similitudes filogenéticas entre algunas especies
(Diersingy Wilson, 1980; Gonzélez y Cervantes, 1996; L orenzo et al., 1993; Robinson,
1980; Robinson et al., 1981; Stock, 1976; Van der Loo et al., 1979). Dentro de los
métodos que pueden ser utilizados para evaluar las relaciones de parentesco entre
diferentes taxa se encuentran el andlisis de las bandas cromosomicas C. Este método
permite observar regiones de heterocromatina constitutiva, la cual usualmente
contiene secuenciasrepetidasde ADN (Sessions, 1990). No existe, sin embargo, algin
estudio comparativo del patrén de bandas cromosémicas C entre los tres géneros de
|lepdridos Romerolagus, Sylvilagusy Lepus que ocurren en México.

Se ha podido determinar que la funcion de la heterocromatina constitutiva
puede ser adaptativa en ciertas regiones cromosémicas al facilitar el que serealicen
cambios cariotipicos. Este podria ser el caso de los conejos del género Sylvilagus, en
los cuales la presencia de grandes cantidades de heterocromatina constitutiva pudo
haber dado origen a su diversidad cariotipica a facilitar rearreglos cromosdémicos
como lasfusiones Robertsonianas (Robinson et al ., 1983a; Robinson et al., 1983b). En
cambio, en las liebres del género Lepus, cuyas especies estan caracterizadas por
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poseer pequefias cantidades de heterocromatina, incluyendo el par cromosomico
sexual, ladiversidad cariotipica es escasa 0 nulay los rearreglos cromosdmicos mas
comunes son del tipo de inversiones pericéntricas (Robinson et al., 1983a; Robinson
et al., 1983b). En el caso de Romerolagus, solo se sabe que manifiesta pequefias
diferencias con la liebre africana L. crawshayi debidas al incremento de
heterocromatina constitutiva en los brazos cortos de los pares autosdomicos de R.
diaz, ya que posee mayor cantidad de este tipo de cromatina que L. crawshayi. Este
resultado apoya la hipétesis del patrdn cariotipico conservador de Lepus y de
Romerolagus (Robinson et al., 1981).

En cuanto a la distribucién de la cromatina en los cromosomas, se ha
demostrado que en los conejos Sylvilagus |a heterocromatina constitutiva se localiza
principa mente, mas no exclusivamente, en |as regiones centroméricas (Robinson et
al., 1983h). Asi, S floridanus presenta en todos sus cromosomas heterocromatina
cerca del centrémero; el cromosoma sexual X presenta pequefias cantidades de
heterocromatina cerca de esta region mientras que el cromosoma sexua Y es
enteramente heterocromatico (Robinson et al., 1983b). Similarmente, se haobservado
gue en muchas especiesdel género Lepuslaheterocromatinaconstitutivase encuentra
alrededor del centrémero. Asimismo, €l cromosoma sexual Y es completamente
heterocromético, pero no setifie tan fuertemente (Robinson et al., 1983a). En R. diazi
se asume que exi ste heterocromatina constitutiva peri centroméricaen sus cromosomas
(Robinsonetal., 1981).

Por lo anterior, €l objetivo de este estudio es comparar el patrén de bandas
cromosdmicas C de representantes de los tres géneros de lepdridos mexicanos: el
congjo zacatuche R. diazi, el conejo castellano S. floridanus, la liebre tropical L.
flavigularis y la liebre torda L. callotis. Conocer la cantidad y distribuciéon de
heterocromatinaconstitutivade estostaxa permitiriaentender mejor susrelacionesde
parentesco y evaluar su papel en ladiversificacién de los leporidos.

MATERIALESY METODOS

Las localidades de colectay nimero de g emplares analizados por especies son los
siguientes: R. diazi (4 machos y 3 hembras), Parres, Delegacion Tlalpan, Distrito
Federal; S floridanus (5 machosy 9 hembras); L. flavigularis (4 machosy 8 hembras),
SantaMariadel Mar, Municipio Juchitan, Oaxaca; L. callotis (5 machosy 3 hembras),
LaManzanilla, Municipio LaManzanilla, Jalisco, Mazamitla, Municipio Vallede Juarez,
Jalisco y San José de Gracia, Municipio Marcos Castellanos, Michoacéan.

L os cromosomas fueron obtenidos utilizando dos procedimientos: 1) cultivo
delinfocitos de sangre del corazén, utilizando el procedi miento de siembrade Arakaki
y Sparkes (1963) y el de cosechade Moorhead et al. (1960) con el uso de colchicina,
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cloruro depotasio (0.057M) y solucidn fijadorade metanol -&cido acético en proporcion
3:1y 2) extraccion de médula 6sea segiin modificacionesde Baker et al. (1987).

Las bandas cromosdmicas C se obtuvieron envejeciendo las preparaciones
durante 5 dias'y tratando |os cromosomas con HCI 0.2 N y con una solucién saturada
dehidréxido debario. Las preparaciones setifieron en Giemsaal 4% segln lastécnicas
deArrighiy Hsu (1971) y Summer et al. (1971). Los cromosomas se clasificaron por la
posiciéndel centrdmero deacuerdoal evanetal. (1964) y Naranjo et al. (1983). El par
sexual se determind en cada especie mediante el reconocimiento del par cromosémico
heteromorfico en los g emplares machos. Para cada especie se evalud laintensidad de
tincion y distribucién de la heterocromatina constitutiva, tanto en los autosomasy en
|os cromosomas sexual es. L os patrones resul tantes en cada especie, fueron finalmente
comparados anivel genérico.

RESULTADOS

Los patrones de bandas cromosémicas C obtenidos, fueron observados
consistentemente en todos los individuos analizados de cada especie.

Romerolagus diaz

Todos los cromosomas que conforman su complemento autosdmico muestran una
region heterocrométicaarededor del centrdmero i ntensamente tefiida con excepcién de
dos pares subtelocéntricos grandes que no presentan heterocromatina constitutiva.
L os cromosomas sexual estambi én presentan heterocromatinapericentromérica(Fig. 1).

Sylvilagusfloridanus

Todos los pares cromosdmicos, inclusive los sexuales, presentan heterocromatina
constitutiva alrededor del centrémero. En todos |os autosomas se observa la region
heterocrométi cai ntensamente tefiida excepto por el cromosomasexual Y, €l cual noes
enteramente heterocromético (Fig. 2).

Lepusflavigularis

Se encuentra poca cantidad de material heterocromatico en todos sus cromosomas
|ocalizado en posicién pericentromérica. No obstante, es posible observar unatincién
muy intensa en dos pares metacéntricos grandes, dos pares submetacéntricos
pequerios, tres pares subtel océntricos medianos y 1os cromosomas sexuales (Fig. 3).

Lepus callotis

En esta especie los cromosomas presentan una mayor cantidad de heterocromatina
constitutiva que en L. flavigularis. Préacticamente, todos los autosomas muestran
material heterocromatico con la excepcion de dos pares submetacéntricos grandes y
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Figura 1. Bandas cromosdmicas C del conejo zacatuche Romerolagusdiaz de Parres, Delegacion
Tlalpan, Distrito Federal (m = cromosomas metacéntricos, sm = cromosomas submetacéntricos,
st = cromosomas subtel océntricos, t = cromosomastel océntricos, XY = cromosomas sexual es).
L as flechas muestran | os pares cromosémicos que no presentan heterocromatina constitutiva.

dos pares subtel océntricos medianos. Los cromosomas sexuales también presentan
heterocromatina constitutiva en sus centrémeros (Fig. 4).
En ningun caso se observaron bandas C intersticiales o teloméricas.

DISCUSION

Los patrones de bandas cromosomicas C de R. diazi y S. floridanus fueron muy
similares entre si, ya que presentan mayor cantidad de heterocromatina constitutiva
en sus cromosomas que las liebres Lepus. Sin embargo, al comparar Unicamente aS.
floridanus y R. diazi, se observé que el primero posee heterocromatina en una
proporcién mayor que €l segundo. Puesto que la presencia de mayor heterocromatina
constitutiva en los cromosomas esta asociada con mayor cambio cariotipico, como se
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Figura 2. Bandas cromosomicas C del conejo castellano Sylvilagus floridanus de Santa Maria
del Mar, Municipio Juchitan, Oaxaca (m = cromosomas metacéntricos, sm = cromosomas
submetacéntricos, XY = cromosomas sexuales).

ha observado en el género Sylvilagus (Robinson et al., 1983b), el hecho de que R.
diazi presente una menor cantidad de este tipo de cromatina que Sylvilagus sugiere
que durante la evolucién cromosdmica de R. diazi han existido pocos cambios
cariotipicos. Ademas, estacromati nase encuentraen laregién centroméricaen ambos
géneros. Es interesante sefialar que en R. diazi es notoria la ausencia de material
heterocromético en dos pares de cromosomas subtelocéntricos, aunque se ha
observado también que es slo un par cromosdmi co subtel océntrico el que no presenta
heterocromatina constitutivaen esta especie (F. X. Gonzal ez, com. pers.; Robinson et
al., 1981). En cambio, todos los pares cromosémicos de S. floridanus presentan
heterocromatina constitutiva, lo que concuerda con resultados previos en tres
especies de Sylvilagus y que incluye a S. floridanus (Robinson et al., 1983b).

En S floridanus y R. diazi, el cromosoma sexual X posee poca cantidad de
heterocromatina constitutiva y el cromosoma sexual Y no es enteramente
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Figura 3. Bandas cromosomicas C de laliebre tropical Lepus flavigularis de Santa Maria del
Mar, Municipio Juchitan, Oaxaca (m = cromosomas metacéntricos, sm = Cromosomas
submetacéntricos, st = cromosomas subtelocéntricos, t = cromosomas telocéntricos, XY =
cromosomas sexuales). Las flechas muestran los pares cromosomicos con mayor cantidad de
heterocromatina constitutiva.

heterocromati co; en ambas especies este tipo de cromatina se encuentra alrededor del
centrémero. Lo anterior coincide con la literatura existente sobre estudios
cromosomicos en leporidos (Stock, 1976), excepto que en ningunadelas dos especies
el cromosoma sexual Y es heterocromético en su totalidad. A pesar de este hecho, €l
cromosoma sexual Y de estas especies presentd mayor cantidad de heterocromatina
gue los cromosomas sexuales X correspondientes. Este mismo patron se observa en
los cromosomas sexuales delasliebres.

Engeneral, lasliebres presentaron pocacantidad de heterocromatinaconstitutiva
en la region centromérica de sus cromosomas, incluyendo los pares cromosomicos
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Figura4. Bandascromosomicas C delaliebretordal epuscallotisdeLaManzanilla, Municipio
LaManzanilla, Jalisco (m = cromosomas metacéntricos, sm = cromosomas submetacéntricos,
st = cromosomas subtel océntricos, t = cromosomastel océntricos, XY = cromosomas sexuales).
L as flechas muestran | os pares cromosdémicos que no presentan heterocromatina constitutiva.

sexuales. Sin embargo, a diferencia de L. flavigularis, en L. callotis se observa con
mayor claridad y en casi todos |os pares cromosomicos este tipo de cromatina, aunque
en poca cantidad. Por el contrario, lacantidad y distribucién de heterocromatinaen los
cromosomas sexual es de ambas especiesresultd casi igual. Puesto que estasliebres han
sido consideradas como especies hermanas, siendo L. flavigularis derivada de L.
callotis (Anderson y Gaunt, 1962), no debe sorprender que las diferencias en los
patrones de bandas C entre estas especies sean minimas. Destaca, sin embargo, el hecho
de que este patron es muy similar al observado en estudios cromosdmicos previos en
otras especies de liebres del mundo (Robinson et al., 1983a).

El patrén de bandas cromosomicas C en todas | as especi es estudiadas muestra
gue laheterocromatina constitutiva se encuentraalrededor del centrémero, aungque su
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cantidad es diferente como se aprecia por la intensidad diferencial de la tincion de
algunos pares autosémicos. En general se puede observar que estatincion diferencial
coloca a género Romerolagus en posicion intermedia entre Sylvilagus 'y Lepus. La
variacion cariotipica exhibida por los patrones de bandas C entre los tres géneros
Sylvilagus, Romerolagus y Lepus se debe, entonces, a la cantidad de la
heterocromatina constitutiva mas que a su distribucién. Estos hallazgos apoyan la
hipétesis de que la diversidad cariotipica del género Sylvilagus esta asociada a su
mayor contenido de heterocromatina, comparado con las bajas cantidades delamisma
gue distinguen al género Lepus, taxon caracterizado por su homogeneidad cariotipica
(Robinson, 1980, Stock, 1976).

Dado que este trabajo es el primero en su tipo con lagomorfos mexicanos, este
andlisis comparativo de bandas cromosdmicas C debe sustentarse con evaluaciones
adicionalesy con otras herramientas de labiologiacomparada. Esto esparticularmente
importante, considerando la naturaleza de los taxa involucrados, esto es, especies
endémicas (R. diaz, L. callotisy L. flavigularis) y en peligro de extincion (R. diazi, y
L. flavigularis).

CONCLUSIONES

El patrén de bandas cromosdmicas C observado en estas especies de leporidos es, en
general, similar al encontrado en estudios previos. En este trabajo las especies de
congjos (Romerolagus y Sylvilagus) fueron méas semejantes entre si por presentar
mayor cantidad de heterocromatina constitutiva, mientras que las liebres (Lepus) se
caracterizaron por poseer pocacantidad de material heterocromético. A nivel genérico
R. diazi se encuentraen posicion intermediaentre S. floridanusy el género Lepus en
relacion a la cantidad de heterocromatina constitutiva que presente cada taxa. Las
diferencias observadas se deben, entonces, a la cantidad de heterocromatina
encontrada en los cromosomas de | as especies estudiadas y no aladistribucion de la
misma, de tal manera que lavariacién en la cantidad de heterocromatina constitutiva
puede ser Gtil paraevaluar similitudesy diferenciasanivel cromosdémico en el grupo
de los lepdridos.
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