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An analysis of chromosomal sequences of G- bands of Phyllotis species expressed through
phenograms shows great similariti in P. darwini, P. magister and P. osgoodi, beeing P.
micropus the least similar but having eight or nine similar chromosomes. This agrees with the taxo-
nomic distinctions and present geographic distribution. Most chromosomal changes detected
involves whole arms, suggesting they are functional units specially when the fundamental number

is constant or even when is not.

CHROMOSOMAL SIMILARITY PHYLLOTIS PHENOGRAMS FUNDAMENTAL NUMBER G-BANDS

Uno de los objetivos permanentes de la citoge-
nética comparada es establecer las posibles co-
rrelaciones y nexos entre la diferenciacion
cariotipica de un grupo y los patrones de evolucién
de las especies que portan esos cariotipos. El
alcance de un anilisis cariotipico aplicado al
problema evolutivo dependera, en gran medida,
de la magnitud de la informacién recogida y de
los procedimientos de sistematizacién y compa-
racion de los datos.

La diversidad cromosémica detectada en la
mayoria de los grupos de mamiferos ha sido
descrita fundamentalmente a través de dos va-
riables principales: el niimero diploide (2n) y el
numero fundamental de brazos (NF) que usual-
mente es igual al namero de brazos visibles
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(NA) (1). Ocasionalmente es posible utilizar
la morfologia de ciertos cromosomas marcado-
res, t.e., aquellos particularmente identificables
ya sea por tamafo, posicidn del centrémero
(2), presencia de constricciones secundarias
y/o regiones heterocromaticas, como también
aquellos ligados a mecanismos genéticos, como
es el caso de los cromosomas sexuales y de los
cromosomas B (3). Asi el analisis cariotipico
se realiza con no mas de un centenar de unidades
de informacién por cariotipo y frecuentemente
con menos de la mitad de esta cifra.

La nueva y reciente informaciéon obtenida a
través de las distintas técnicas de bandeo cro-
mosomico aumenta las cifras anteriores en casi
un orden de magnitud. Por ejemplo, el cariotipo
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humano presenta entre 300 y 3.000 bandas G
constantes y repetibles de celula en célula y de
individuo en individuo, obtenidas a través de
una sola técnica de bandeo (4).

Al efectuar comparaciones entre cariotipos
bandeados G de especies relacionadas, es posi-
ble confrontar los datos obtenidos con el objeto
de detectar las similitudes y, por contraste, las
diferencias atribuibles al proceso de divergen-
cla cromosdmica que interesa inferir. En tra-
bajos previos hemos realizado tal confrontacion
(5), utilizando procedimientos que permiten
comparar en forma ordenada patrones cromo-
somicos de bandas G (6). Presentaremos ahora
el desarrollo de un analisis de similitud de ban-
das G en cuatro especies emparentadas de roedo-
res chilenos pertenecientes al género Phyllotis.
Ctilizaremos para ello: a) datos provenientes
de los trabajos anteriormente mencionados, en
los que se describen y comparan los patrones
de bandas G de P. darwini (2n = 38, NF = 76);
P. magister 2n = 38, NF = 76); P. osgood:
(2n = 40, NF 76); b) datos recientes provenientes
del analisis de los patrones de bandas G de P.
Presentaremos, ademas, una nueva
forma grafica de sintetizar tales comparaciones.
Se trata de un fenograma. definido como un
diagrama que expresa afinidades segin el grado
de similitud observado, en nuestro caso espe-
cifico en las secuencias de bandas G de distin-
tos cromosomas, y que no contiene ningun otro
tipo de informacion (7). Tal diagrama nos per-
mitird apreciar la magnitud de la estabilidad
v la divergencia cromosémica, detectada a tra-
ves de la aplicacion de estos nuevos métodos.

micropus.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Parte del material utilizado esta documenta-
do extensamente en otras publicaciones (8. 6). El material
de P. micropus fue colectado por personal de la Universidad
Austral en el fundo Rucapangui (cerca de la ciudad de Valdi-
via) y facilitado gentilmente por el Sr. Milton Gallardo.
Aparece temporalmente con los niimeros 414 (macho) y 425
(hembra) en nuestra coleccién y seran depositados en forma
definitiva en la coleccion de la Universidad Austral.

Técnicas citogenéticas. Los cromosomas se obtuvieron
de meédula 6sea segun técnicas convencionales. Se some-
tieron posteriormente a la técnica para obtencion de bandas
G descrita por Chiarelli (9) y modificada en nuestro labora-
torio: las preparaciones fueron sumergidas en solucién
de Hank, libre de Ca** y Mg**, ph 6.0, durante 15 minutos
y luego en una solucién de tripsina (.5%, pH 5.5, a tempera-

tura ambiente por 15 a 20 segundos. Despueés de lavarlas en
agua, se tifieron en Giemsa 2% durante 15 minutos.

La adjudicaciéon de un determinado patron de bandas
G a cada par cromosémico fue posible mediante el montaje
de numerosos cariotipos. Cabe senalar que factores tales
como la contraccion de los cromosomas y la accion de la trip-
sina, producen diferencias en el numero de bandas en las
distintas metafases. Esto uliimo es especialmente notorio
en los cromosomas medianos y pequerios, lo que dificulta
la construccion de idiogramas bandeados y las comparacio-
nes interespecificas (10). Los resultados que se muestran
en las microfotografias son cariotipos bandeados escogidos
y que, sin embargo, no contienen toda la informacion obte-
nida; comparense, por ejemplo, los cromosomas bandeados
de la misma especie, identificados como iguales en las figu-
ras Ly 2.

Nomenclatura cromosémica. l.os cromosomas de cada
especie se designan segun la nomenclatura de la Conferen-
cia de Paris de 1971, (Suplemento 1975) (11), es decir, pre-
cedidos por un trio de letras: la primera, en mayuscula, es
la inicial del género v las otras dos, en minusculas, las pri-
meras letras del nombre de Ia especie, siguiendo la sugeren-
cia hecha por Hsu (12). Los brazos cromosomicos se desig-
nan segun la Conferencia de Chicago de 1966 (13), p para
brazo corto y ¢ para brazo largo.

Nomenclatura analitica. El analisis de similitud cro-
mosémica se realizo utilizando una versidén revisada de los
conceptes  operacionales  propuestos  inicialmente  por
Spotorno  (14) para especificar correspondencias Jde ban-
das G en distintos cromosomas de distintas especies: a) Cro-
mosomas de correspondencia total son aquellos del mismo
tamanio que presentan las mismas bandas G en numero y
grosor. Pueden ser cromosomas iguales si tienen la mis-
ma secuencia de bandas o cromosomas similares si las mis-
mas bandas estan en alguna otra secuencia. b) Cromosomas
de correspondencia parcial son aquellos que tienen algin
sector en comdin, caracterizado por presentar las mismas
bandas en la misma secuencia. c¢) Cromosomas unicos (o
de correspondencia nula) son aquellos en que no se detecta
ninguna correspondencia de bandas.

RESULTADOS

Phyllotis  (Loxodontomys) micropus tiene un
2n = 34 y predominio de cromosomas telocén-
tricos, excepto un par de metacéntricos peque-
ros (Fig. 1). El nimero de brazos cromosomi-
cos es de 36 en las hembras y 37 en los machos, ya
que el cromosoma Y aparece como submeta-
céntrico. Estos resultados concuerdan parcial-
mente con los publicados por Venegas (15). Este
autor describe en individuos colectados en Ma-
lleco y Aysén, un cariotipo 2n =34y NF =36 para
machos y hembras, identificando el cromosoma
Y como un telocéntrico pequedo. Creemos
que. nuestra identificacion de los cromosomas
sexuales mediante morfologia y patrén de ban-
das G es inequivoca (Fig. 1).
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Fig. 1. Cariotipo bandeado G de P. micropus. Los cromo
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somas estan ordenados y numerados segun tamarno y mor-

fologia. En recuadro, los cromosomas sexuales teriidos con Giemsa corriente.

Comparacion y andlisis de correspondencia
de bandas G. Al comparar morfologia y especial-
mente patrones de bandas G de los cromosomas
de P. micropus con los de P. osgood:, P. dar-
wini y P. magister, aparecen corresponden-
cias entre las secuencias de bandas de ocho
cromosomas de P. micropus y las de diversos

cromosomas o brazos cromosomicos de algunas
o todas las otras especies senaladas. Estas co-
rrespondencias se ilustran en la figura 2. A partir
de tales comparaciones se construy6 una tabla
de correspondencias por cromosomas o brazos
cromosomicos, utilizando la numeracién res-
pectiva del cariotipo de cada especie (Tabla I).
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Fig.
P. darwini (Pda)}y P. magister (Pma).

Cromosomas y brazos cromosémicos correspondientes de P. micropus (Pmi), numerados, P. osgoodi (Post),



86

SPOTORNO y WALKER

TABLA I
Correspondencia segin secuencia de bandas G entre cromosomas y brazos cromosémicos de P. micropus (Pmi),
P. osgoodi (Pos), P. darwini (Pda)y P. magister (Pma)

A) Cromosomas y brazos cromosdmicos correspondientes, ubicados en la misma columna

Pmi ? 11 6 ? ? ?
Pos 1 19 18 ? 2q 3p |
Pda 1 2p 2q 3p | 3q 4p |
Pma 1 2p [ 2q 3p ' 3q 4p |
Pmi ? 10 ? ? ? ?
Pos 6p | 6q 7p  10q ? 9
Pda P | 7q 8p | 8q 9 10
Pma > Tq 8p | 8q 9 ?

B) Cromosomas y brazos cromosomicos dnicos
Pmi 1 2 3 4 5 12

Pos 2p 5q 8 12
Pda
Pma Tp

7 132 9 14 ? ? ? 8
3q 4p | 4q 5p ? ? ? ?
4q ? ? > 5p | 5q 6p | 6q
4q ? ? ? 5p | 5q 6p | 6q

? »? ? ? ? > 16 ?
10p  7q 1 P23 14 P16 17

t1p |
1p | 11q 12

11q 12 13 14 15i 16 17 18
13 14 15 16 17 18

15 X Y
15 X Y

X Y
10 X Y

Se utiliz6 la numeracion propia de cada cariotipo. p = brazo corto; q = brazo largo; i =

= centréomero; ? = correspondencia no detectada.

En ella aparecen otras correspondencias ya pu-
blicadas (5, 6). La morfologia y secuencia de ban-
das G aparece igual solo para un cromosoma en
las cuatro especies: N° 16 de micropus y osgoodi,
N® 17 de darwini y magister. Para otros cromoso-
mas de Pmi se encontré correspondencia total
con cromosomas de osgoodi y correspondencia
parcial con brazos cromosémicos de darwini y
magister: Pmi 6 y Pmi 11 corresponden a Pos 18
y Pos 19, respectivamente, y a los brazos g y p de
Pda 2 y Pma 2. Correspondencias parciales se
establecen entre los cromosomas telocéntricos
de micropus y brazos de los cromosomas meta-
céntricos de las otras especies: a) Pmi 7 y Pmi
10 encuentran correspondencia con brazos lar-

gos de cromosomas de osgoodt, darwini y magister.

Pmi 7 corresponde a Pos 3q, Pda 4q y Pma 4q;
Pmi 10 corresponde a Pos 6q, Pda 7q y Pma
7q. b) Pmi 8 encuentra sus correspondientes
en brazos largos de cromosomas presentes en
darwint y magister: Pda 6q y Pma 6q. c¢) Otros
cromosomas se corresponden con brazos q o p
de cromosomas presentes sdlo en osggodi: Pmi 14
se corresponde con Pos 5p; Pmi 9 con Pos 4q.
La correspondencia de Pm: 13 con el brazo
corto de Pos 4 aparece probable aunque el mate-
rial de que disponemos y el escaso numero. de ban-
das presentes en este pequerio cromosoma, no
nos permite asegurarlo.

inversién; q = delecién en brazo g;

No hemos detectado ninguna corresponden-
cia para las secuencias de bandas de varios cro-
mosomas de P. micropus: pares N° 1, 2, 3, 4,5,
12,15,XeY.

Construccion de fenogramas. La extension
y magnitud de las correspondencias de bandas
G detectadas entre los cromosomas de las espe-
cies analizadas pueden servir para el diserio de
fenogramas que presenten tales correspon-
dencias de manera parsimoniosa, es decir, con la
menor cantidad posible de repeticiones. La figu-
ra 3 muestra dicho fenograma para todos los
cromosomas de tres especies: darwini, magister
y osgoodi. Fue construido sobre la base de las
correspondencias anotadas en la tabla I. Los seis
cromosomas correspondientes iguales en las
tres especies se anotaron en la primera linea
inicial comin de la izquierda. El primer nodo
separa a Pos porque Pda y Pma poseen ademis
otro ocho cromosomas correspondientes igua-
les; en cambio Pos y Pda tienen sblo dos cromo-
somas correspondientes iguales adicionales,
unidos por linea interrumpida, y uno similar
(Pda 15). La restante dupla, Pos y Pma presenta
s6lo un cromosoma correspondiente igual adi-
cional (Pos 14), ademas de los ya anotados al
comienzo. En resumen, en el internodo estin
anotados los comunes iguales en Pda y Pma con
sus correspondientes parciales en la linea de
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Fig. 3. Fenograma dec cariotipos bandeados G de tres especies de Phyllotis. Los cromosomas de correspondecia total
o parcial estin anotados a la izquierda de la vertical. Tales cromosomas se denominan con nomenclatura refirida a Pda,
exceptuando la linea especifica de Pos. Los tnicos se denominan con la nomenclatura de la especie (véase tabla 1 y

texto).

Pos, si se los detecta, relacionandose dichas
correspondencias en sentido vertical. El segundo
nodo origina las lineas especificas para ambas
especies, distinguiéndose los cromosomas que
presentan alguna correspondencia de aquellos
en que no se detecta ninguna (cromosomas lni-
€os).

El segundo fenograma (Fig. 4) contiene in-
formaciéon de las cuatro especies. Fue construi-
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Fig. 4. Fenograma de correspondencias cromosémicas en

cuatro especies de Phyllotis. Los nimeros designan cromo-

somas referidos a Pmu si aparecen solos, a Pos si se anteceden

por la letra O, y a Pda si se anteceden por D (véase tabla 1
y texto).

do a través del mismo método, aunque esta vez
utilizando solo las correspondencias encontra-
das al comparar los cromosomas de Pm: con los
de otros carietipos (Tabla I, figura 2). La nueva
informacién no altera el ordenamiento anterior,
puesto que Pda, Pma y Pos presentan un grado
de similitud cromosémica notoriamente mayor
entre ellos que el de cada uno comparado sepa-

radamente con Pmi. Por tanto, la configuracién
de lineas y nodos que representa la similitud
cromosomica entre Pda, Pma y Pos se mantiene
igual a la del primer fenograma. La ubicacién
de los cromosomas de Pmi, a lo largo de la linea
superior refleja las relaciones de corresponden-
cia de cada uno de ellos. Obsérvese como, en casi
la totalidad de los casos, las correspondencias
se establecen entre cromosomas telocéntricos
de micropus y brazos enteros de cromosomas
metacéntricos de las otras especies, t.e., los seis
cromosomas cuyos brazos aparecen separados
por una linea vertical. Creemos que la topogra-
fia de ambos fenogramas, determinada por la
ubicacion de los subconjuntos cromosémicos,
expresa con fidelidad los grados de similitud
de los cariotipos bandeados.

DISCUSION

La primera interpretacion que se desprende de
nuestros resultados es la evidente conservaciéon
de secuencias completas de bandas G, a pesar
de las diferencias cariotipicas especificas.

Este conservantismo de ciertas secuencias
de bandas cromosémicas, resistentes al cambio,
o que en las variantes tienen probablemente un
valor selectivo menor, ha sido extensamente
documentado en Drosophila (16) y reciente-
mente en varios grupos de mamiferos (17, 18).
Lo que se destaca en nuestros resultados es que
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tal conservantismo no sélo involucra simples
secuencias de bandas sino preponderantemente
brazos completos. Este hecho corrobora la hipo-
tesis acerca de la preponderancia de mecanismos
robertsonianos en la evolucion del grupo phyllo-
tino (19, 5, 6). Seriala, ademas, el importante rol
funcional de centrémeros y telémeros, explican-
do el indudable valor descriptivo del numero
fundamental (nGmero de telémeros) (1) y del
nimero diploide (nimero de centromeros),
asi como la utilidad de ambos como indicadores
de cambio cromosémico (20).

En conjunto, esto sugeriria que en grupos que
tienen NF constante el brazo cromosoémico se
comportaria como una unidad funcional; mas
aGn, esto podria extenderse a grupos de NF
variable como lo muestran nuestros resultados
en P. micropus.

El siguiente nivel de interpretacion se refiere
al hecho de que tales semejanzas permiten de-
tectar, por contraste y con bastante precision,
las diferencias ocurridas en el proceso de diver-
gencia. Aqui la dificultad reside en el tipo de su-
puestos que hay que adoptar para intentar se-
parar aquellas diferencias producidas en el
origen mismo de las especies (“splitting’’)
de aquellas producidas en la divergencia poste-
rior independiente de cada especie (21). En
cualquier caso, los resultados encontrados per-
miten afirmar que tales diferencias son de dis-
tinta magnitud que las detectadas por los méto-
dos anteriores al bandeo, lo que concuerda con lo
planteado en la introduccion respecto del nuevo
contenido informacional de las bandas. Al mismo
tiempo, revelan las limitaciones del 2n y el NF
como indicadores citogenéticos suficientes,
ya que sobreestiman o subestiman la magnitud
del cambio cromosémico producido.

Las implicaciones taxonémicas de estos he-
chos son importantes, porque amplian el nume-
ro y la cantidad de caracteres de valor diagnéstico
tal que permiten distinguir taxones (7).

Respecto del analisis especifico de relacio-
nes entre las especies aqui estudiadas, estima-
mos que las similitudes y diferencias encontra-
das en los distintos cariotipos deben reflejar de
alguna manera sus relaciones genealégicas por
zncestro. Sus posiciones en los fenogramas de-
ben ser consideradas como proposiciones
susceptibles de ser analizadas y/o modificadas
recurriendo a

supuestos taxonomicos adicio-

nales, y comprobadas mediante el examen de
otros caracteres. Sin embargo podemos adelan-
tar que la alejada posicion de P. micropus y la
unidad de las otras tres especies ya tienen reco-
nocimiento taxonémico previo a nivel de sub-
género (22). La distribuciéon geografica tam-
bién es compatible con la presente informacion
citogenética, ya que P. micropus presenta dis-
tribucion austral y las otras tres se distribuyen
en los Andes Centrales (8, 22).

Hemos centrado nuestra atencién en la des-
cripcion y el analisis de la mayor cantidad posi-
ble de correspondencias cromosomicas razona-
blemente detectables, porque que
tales conceptos operacionales tienen relacién
con conceptos tedricos como los de homologia
genetica, y ello es ciertamente un avance hacia

creemos

el desarrollo de indicadores mas confiables vy
de proposiciones mas rigurosas respecto del
origen y la evolucion de grupos animales.
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SUMMARY

Karyotype morphological features had exten-
sively been used for taxonomic analysis and to
infer  phylogenetic  relationships
carrier species. Nevertheless, the amount of
such information per karyotype is rather scarce.
The new banding techniques allows an une-

between

quivocal identification of each chromosome as
a unique, constant sequence of bands, increasing
the number of information bits and the relia-
bility of comparisons. Detection of chromosomal
similarities and differences is thus improved.
In this work, we show a complete similarity
analysis using chromosomal G- bands of four
species of chilean rodents, genus Phyllotis: P.
darwini, P. magister, P. osgoodi and Phyllo-
tis micropus. G-bands were obtained using

Chiarelli techniques and banded karyotypes
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were compared trying to detect chromosomal
correspondences between sequences of bands.
We distinguish equal chromosomes between
species with total correspondence of bands and
same morphology, chromosomes with partial
correspondence in a certain sequence of bands
and unique chromosomes for a given species.
There is a great similarity in band sequences
from chromosomes of -the first three species
named when correspondences are ordered as
in Table I, beeing P. micropus the least similar
(Fig. 1). Nevertheless, it is possible to find some
correspondences for eight or possible nine of
its chromosomes in all or some of other species
(Fig. 2). They can be represented through
phenograms (Fig. 3 and 4), diagrams express-
ing the amount of observed similarities through
its topology. Chromosome sub-sets were used
to built phyletic lines assuming parsimony.

A chromosomal phenogram, as in Fig. 3, is
a complete comparative description of karyo-
types from these species in terms of G-bands and
can be related with its real genealogy, but here
is considered only as a proposition which should
be further analysed with additional assumptions
and tested with other characters. Nevertheless
the present cytogenetic data agree with previous
sub-generic  distinctions and present geo-
graphical distribution of such taxa.

On the other hand, the described chromoso-
mal cerrespondences involves not only whole
sequences of bands but whole arms. confirming
and detailing the important role of robertsonian
mechanisms in the chromosomal evolution of
the group. This also suggest a functional role
for telomeres and centromeres which can help
to explain the descriptive and predictive power
of NF and 2n. Thus, in groups with constant
NF, the whole arm behaves as a functional unit;
moreover, this happens even when NF changes,
as suggested by our results in P. mucropus.
Anyway, an important chromosomal conservan-
tism of bands sequences from divergent taxa

is stressed, even when there is great karyotypic
change.
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