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RESUMEN: Batrachordes pacificc poses un cariotipo 2n=46, NF =64 constituido por 3 pares metacéntricos (M), 4 pares
submetacéntricos (SM), 2 pares subtelocéntricos (ST) y 14 pares acrocéntricos (A). Las Regiones Organizadoras del Nucleolo (RON)
fueron detectadas en el extremo terminal de los brazos conos de un par acrocéntrico de tamasio mediano. La tincién secuencial
permiti6 identificar a estos elementos coma el par 21. El bandeo C reveld bloques de heterocromatina constitutiva en las regiones
centroméricas y pericentroméricas de casi todos los cromosomas. En algunos cromosomas también fueron observadas regiones
intersticiales banda-C positivas. Los datos presentados y su comparacién con los de otras especies de la familia indican que el estudio

del cariotipo tiene un potencial ctotaxondmico de gran valor que pueden contribuir a dilucidar las relaciones filogenéticas en los
Batrachoididae.
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Abstract: Batrachoides pacifici has a karyotype 2n =46, NF = 64 comprising 3 metacentric pairs (M), 4 submetacentric pairs (SM),
2 subtelocentric pairs (ST), and 14 acrocentric pairs (A). The Nucleolus Organizer Regions (NOR) were detected at the terminal
short arm of 2 medium-size acrocentric pair. Sequential staining allowed for identification of these elements as pair 21, C-banding
revealed clusters of constitutive heterochromatin located on the centromeric and pericentromeric regions of almost all chromosomes,
Interstitial C-band positive regions were also observed in some chromosomes. The data presented and their comparison with those

of the other species of the family indicate that the study of the karyotype has a valuable cytotaxonomic potential, a proposition which
could prove very useful in contributing to elucidate the phylogenetic relationships of Batrachoididae.
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INTRODUCCION

Los peces sapo pertenecientes a la familia Batrachoididae
son principalmente marinos, aunque existen algunos
dulceacuicolas enlos océanos Atlintico, Pacifico e Indico.
Y estan agrupados en 3 subfamulias: Batrachoidinae con 15
géneros; Porichthyinae con 2 géneros y Thalassophryninae
con 2 géneros (Froese & Paury, 2004). Entre las
aproximadamente 70 especies contenidas en la familia, sélo
se conocen detalles del cariotipo para Amphychthys
cryptocentrus, Batrachoides manglae, y Thalassophryne

maculosa de Venezuela (NRcHIO ef 4l. 2002, 2004a), B.
pacifici de Panama (NircHIO et al. 2001), Porichthys
porosissimus de Brasil (BRum et al. 2001), P. plectrodon de

Venezuela (Nmcmo et al. 2004b) y Halobatrachus didactylus
de Espafia (PALazon et al. 2003).

B. pacifici es una de las 8 especies de peces sapo
reconocidas en Panama (A1LEN & ROBERTSON, 1994) y la
informacion citogenética disponible para ella se limita al
ntmero diploide y férmula cromosémica (NReHIO et al.
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En este trabajo, se redescribe el cariotipo de B.
pacifici, aportando nuevos datos que incluyen la
distribucion de heterocromatina constitutiva (Bandas-
C) v localizacion de las Regiones Organizadoras del
Nucleolo y, tomando en cuenta los datos citogenéticos
existentes, se discute la evolucion del cariotipo en la
familia Batrachoididae

MATERIALES Y METODOS

Fueron analizados diez especimenes sexualmente
maduros (2 machos, 8 hembras) colectados en Puerto
Caimito, Distrito de Las Chorreras, Panama. Las
preparaciones cromosomicas fueron obtenidas segin
NircHIO et al. (2001) pero reduciendo las dosis de
colchicina de 0,5% a 0,0125% y el tiempo de exposicién
de 6 h a 50 min. Para la tincién convencional las
preparaciones fueron tefiidas durante 20 minutos con
colorante de Giemsa 5%, diluido en tampon fosfato pH
6.88. La deteccion de las Regiones Organizadoras del
Nucleolo (RON) se realizé siguiendo el método de
impregnacion argéntica de HowerL & Brack (1980). Las
bandas C fueron visualizadas mediante tratamiento con
Hidréxido de Bario, empleando el método descrito por
SUMNER (1972). Las figuras metafisicas fueron
fotografiadas utilizando una camara digital Nikon
COOLPIX® 995. Las imagenes fueron procesadas con
el software ADOBE PHOTOSHOP v.7.0, para
determinar la longitud de brazo largo (L), del brazo
corto {8) v construir los cariogramas. La morfologia de
los cromosomas fue determinada con base en la relacién
del tamafio de los brazos cromosémicos LEVAN e al.
(1964).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromosomas de B. pacifici (2n = 46) dispuestos
en orden decreciente de tamaifio y posicion del
centrémero se presentan en la figura 1A. Los
cromosomas se distribuyeron en cuatro categorias: 6M,
8SM, 4ST, 28A (NF = 64) (Fig. 1A).

Estos datos discrepan respecto al reporte previo en
el que se indicd un complemento 2n =46 pero con &M,
65M, 34A y NF = 58 (NircHio e al. 2001). En ese
reporte, para la clasificacion de los cromosomas los
autores emplearon un vernier convencional (precision
= 0,05 mm), para medir la longitud de los brazos
cromosomicos, mientras que para este nuevo reporte
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esas longitudes fueron obtenidas con la herramienta de
medicién (precision = 0.01 mm) del software utilizado
para procesar las imagenes digitalizadas de las figuras
metafasicas, lo que permitio reducir sustancialmente el
error en la medicion. Ademis, gracias a la disminucion
de la concentracion de colchicina de 0,5% a 0.0125% y
del tiempo de exposicion al alcaloide, 6h a 50 minutos,
se obtuvieron preparaciones cromosomicas de mejor
calidad (cromosomas adecuadamente condensados), que
permitieron una determinacion mas precisa de la
longitud de los brazos cromosomicos y, por ende, una
clasificaciébn mds exacta de los cromosomas, lo que
explica las diferencias en el numero de elementos de dos
brazos (metacéntricos, subtelocéntricos) y
consecuentemente en el valor del nimero fundamental
(NF). La mejora en la calidad de las preparaciones
cromosémicas por la reduccion en el tiempo de
exposicidn y concentracion de colchicina ha permitido
obtener detalles cromosdmicos que no habian sido
detectados en la caracterizacion citogenética de
Thalassophryne maculosa debido a la excesiva
condensacion de los cromosomas por efecto de la sobre
exposicion a la colchicina (NIRCHIO ez al. 2004a)

La técnica de impregnacion argéntica reveld solo un
par de cromosomas portadores de RON que
corresponden a un par acrocéntrico de tamafo
mediano, con las marcas localizadas en el extremo
terminal de los brazos cortos. La tincién secuencial
permiti6 identificar estos elementos como el par 21 (Fig.
1 A v B). Al comparar la localizacién de las RON de B.
Pacifici con las de otras especies de Batrachoididae,
destaca que estas sefales se encontraron ubicadas en la
region telomérica del brazo corto del par
subtelocéntrico 21 en P. plectrodon (NIRCHIO er al.
2004b); Halobatrachus didactylus posee también un solo
par de RON ubicadas en el extremo terminal de los
brazos cortos de cromosomas submetacéntricos
(PALAZON et al. 2003), mientras que en 7. maculosa se
localizan en la regién telomérica del brazo corto del
par subtelocéntrico mediano N® 16 (NIRCHIO et al.
2004a). Estos datos ponen en evidencia que la
localizacion de las RONs en los Batrachoididae no
parece ser una caracteristica conservada y sugiere la
ocurrencia en el grupo de translocaciones que incluyen
las regiones que contienen los genes ribosomales.

El bandeo C reveld bloques de heterocromatina
constitutiva en las regiones centroméricas y
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Fig. 1. Cariotipo de Batrachoides pacifici. Los cromosomas portadores de las Regiones Organizadoras del Nucleolo aparecen en el recuadro (A).
Tincién secuencial de los cromosomas para identificar correspondencia entre los cromosomas portadores de las RON tefiidos con AgNO,, con
los mismos cromosomas tefiidos con Giemsa (sefialados con las flechas). Merafase tratada para revelar la heterocromatina constitutiva ©).

pericentroméricas de casi todos los cromosomas.
También fueron observadas regiones intersticiales
banda-C positivas en algunos cromosomas del
complemento (Fig. 1C). En T. maculosa la
heterocromatina se encuentra restringida a las regiones
centroméricas (NIRCHIO et «/. 2004a), mientras que en P.
plectrodon y P. porosissimus ocupa una amplia regié‘n
pericentromérica en los pares 1 y 2, ademis de existir
otras bandas pericentroméricas menos conspicuas en
la mayoria de los cromosomas (NIRCHIO er al. 2004b,
Brum et al. 2001). Estos bloques de heterocromarina
constitutiva pericentromerica en un par de cromosomas
metacéntricos en P. plectrodon y P. Porosissimus, ha sido
explicado como evidencia de la fusién Robertsoniana

de dos pares de cromosomas acrocéntricos grandes, a
partir del complemento ancestral en esas {ltimas dos
especies (INIRCHIO et al. 2004b, BruM et al. 2001).

Los peces constituyen el grupo mas diverso, entre
los vertebrados, conformado por 57 Ordenes que
agrupan un estimado de 24.618 especies reconocidas
(NELsoN, 1994), entre las cuales la Gltima revisidn
publicada indica que, hasta ahora, apenas unas 2700
especies han sido estudiadas citogenéticamente
(KimvgHARDT et 4l. 1995). Debido a que el complemento
constituido por 48 cromosomas acrocéntricos es el que
mis se repite en el grupo, se ha sugerido como el
cariotipo ancestral de los peces 6seos (GoLp, 1979;
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Onno, 1974). No obstante, Brum & Gatert (1997) han
argumentado que este rasgo no debe ser necesariamente
asumido como un caracter primitivo por cuanto en la
mayoria de los vertebrados basales como Agnatha,
Condrichthyes y Sarcopteygii, se observan los mas altos
NF y numeros diploides, al igual que en los
Chondrostei, Gynglimodi, Halecomorpha,
Osteoglossomorpha y Elopomorpha y con ese soporte
proponen que el nimero de cromosomas basico de los
teledsteos podria ser de aproximadamente 2n=60 con
unos pocos cromosomas metacéntricos y que el nimero
diploide 2n=48 a podria haber derivado de fusiones
centrales y supresiones a nivel macroestructural a partir
del cariotipo ancestral, extendiéndose como caricter
sinapomorfico en los Clupeomorpha y Euteleostei que
pudieron haber conservado este cariotipo
principalmente en las especies marinas pertenecientes a
los Atherinimorpha y Percomorpha (Brum & Gatert,
1997). Al comparar los cariotipos de grupos ubicados
en diferentes niveles de especializacién en la escala
evolutiva se observa que la tendencia en la evolucion
del cariotipo de los peces dseos, al parecer, es hacia la
reduccion del nimero de cromosomas por fusiones
centrales de elementos acrocéntricos para formar
cromosomas metacéntricos o submetacéntricos grandes.
Esta opinidn se encuentra sustentada por estudios
citogenéticos en 20 especies de Elopiformes vy
Clupeiformes (DoucerTe & Frrzsivions, 1988) y por la
comparacién de complementos cromosémicos de 24
especies de bagres (Ictaluridae) de Norte America, a
partir de las cuales se ha observado una relacion
inversamente proporcional, altamente significativa
(P<0.01; r*=0.745), entre el nimero de elementos meta-

submetacéntricos grandes y el nimero diploide
(LeGranDE, 1981).

Si se consideran lineas extremas la tendencia se
acentiia aun mas. Por ejemplo, en los peces mas
primitivos como los Agnatha, algunas lampreas poseen
2n=76-96 cromosomas, pero la mayoria posee
complementos diploides que oscilan entre 160 a 170
elementos (Atxin & Omuno, 1967)- En los
Tetraodontiformes, grupo de “Post-Perciformes”, que
son considerados como muy especializados y
constituyen un clado monofilético estrechamente
relacionado con los Perciformes, datos de 53 especies a
las que se les ha determinado el cariotipo, indican que
en los Triachantidae, una de las lineas mas basales, tanto
en la morfologiacomoenla osteologh (Lavper & LigM,
1983), dos especies poseen un cariotipo similar al
ancestral (2n=48a), mientras que en los grupos mas
especializados (Balistidae,, Tetraodontidae y
Diodontidae) se observan cariotipos derivados que
oscilan entre 28 y 46 en 43 especies y solo tres especies
poseen cariotipos entre 50y 52 (Brum & GaLLeT, 1997).

En B. Pacifici, el complemento cromosémico
(2n=46) se encuentra reducido en un par de elementos
respecto al nimero diploide extendido entre los
Euteleostet, evidenciando al menos la fusion central de
un par de cromosomas acrocéntricos, asi como también
varias inversiones pericéntricas para dar origen al resto
de los cromosomas de dos brazos. Aan asi
(considerando 2n=48 acrocéntricos como una
condicién sinapomérfica en los Euteleostei), el
cariotipo de los Batrachoidiformes, (también

TABLA 1. Nfimero de cromosomas, formula cromosdmica, nimero fundamental en seis especies de peces sapo. (M) metacéntrico, (SM}

mbmetaccmnco. (ST) subzeiocenmco (A) acrocentrico.

Especie 2n Férmula cromosémica “fF mrf_f_f”_“'““"_
Amphychthys cryptocentrus 46 4M + 2SM + 40A 52 NixcHIO et al. 2002
Barrachoides manglae 46 6M + 65SM + 34A 58 NircHiO et af. 2002
B. pacifici 46 6M + 6SM + 34A 58 NikCHIG et al; 2001
Thalassophryne maculosa 46 §M + 6SM + 32A 60 NircHiO et al. 2002
Thalassopbryne maculosa 46 12M + 6SM + 20 ST + 8A 84 NircHIO et al. 2004
Halobatrachus didactylus 46 8M + 12SM + 26 L Parazow et al. 2003
Porichthbys porosissim us 44  14M/SM:30ST/A 58 Bruwm ez al. 2001
p plectrodon 44 M + 1cSM- 2 GSE:bZGA 62 ; chmi_‘f_a{' 20?_4_%3
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pertenecientes a la Subdivision Euteleostei) variando
entre 44 y 46 con la existencia de algunos pares de
cromosomas meta-submetacéntricos (TABLA 1), podria
ser interpretado como una constitucion citogenética adn
mas avanzada, producto de reorganizaciones
estructurales que involucraria la fusién céntrica de
elementos acrocéntricos, resultando en una reduccion
del ntimero diploide respecto al supuesto complemento
ancestral (2n=48a), ademis de una serie de inversiones
pericéntricas que explicarian el incremento del ndmero
de brazos entre 52 y 84 respecto al NF=48 en el
cariotipo ancestral (TABLA 1) (NircHio et al. 2002).

Para concluir, los datos aqui presentados sugieren
que, entre los Euteleostei, los Batrachoididae
constituirian un grupo avanzado desde el punto de vista
citogenético cuyo cariotipo se ha diversificado mediante
eventos que incluyen fusiones Robertsonianas,
translocaciones de las RON e inversiones pericéntricas
en algunos cromosomas, poniendo en evidencia que el
analisis citogenético en la familia tiene un potencial
citotaxondmico de gran valor que puede contribuir a
dilucidar relaciones filogenéticas en el grupo.
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