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RESUMEN

Siete ejemplares de Sciurus granatensis (ardilla colombiana) de diferentes fenotipos
seguin color, rescatadas del trafico ilegal de fauna silvestre de Colombia fueron estu-
diadas. Mediante técnicas convencionales de bandeo cromosémico G, C, Q, Ry NOR
se establecié su cariotipo 2n=42. Se encontraron tres cariomorfos de acuerdo al Nu-
mero Fundamental (NF) y caracteristicas propias de cada uno de los complementos
ocasionadas por distintos rearreglos cromosdmicos, lo cual sugiere que S. granatensis
es un complejo de especies. No se observd relacién entre cariotipo y fenotipo. La va-
riacién en el color del pelaje se debe probablemerte a las condiciones ambientales.

Palabras clave: S. granatensis, ardillas, cariologia, Colombia, trafico ilegal.
ABSTRACT

Seven specimens of Sciurus granatensis (red-tailed squirrel) rescued from illegal fauna
traffic in Colombia were studied; they had different phenotypes according to colour.
G, C, Q, R and NOR chromosome banding was used, being found a 2n=42 diploid
number for the Sciurus granatensis Colombian squirrels. There were 3 karyomorphs
according to fundamental number (FN) and different chromosomal characteristics
caused by rearregement, suggesting that S. granatensis represents a complex of species.
Relationships between karyotype and phenotype were not observed. The variation in
the colour of sqirrels’ fur was probably due to environmental conditions.
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INTRODUCCION

S. granatensis (Humboldt, 1811) es una especie comtn en Centro América y norte de
Sur América. Se distribuye desde Costa Rica hasta Ecuador, pasando por Venezuela y
Colombia (Wilson y Reeder, 2005). Presenta una gran variacién fenotipica segun la
coloracién de su pelaje, por lo cual Emmons (1990), ha propuesto tres fenotipos: el
fenotipo 1, localizado en el norte de Colombia el cual se caracteriza por tener el dorso
y cola naranja-rojizo brillante y vientre blanco; el fenotipo 2, presente en el oriente de
pais que tiene el dorso y cola café-oliviceo y vientre rojizo oscuro a naranja; el
fenotipo 3, de la costa occidental de Ecuador y Colombia, con ejemplares de dorso
negro olividceo, extremidades y pies rojos a naranja y cola con punta negra.

La mayoria de los estudios cariolégicos en ardillas se han centrado en las especies de
Europa, Asia, Africa y Norteamérica (Liapunova y Vorontsov, 1970; Nadler et al., 1970;
Li et al., 2004; Li et al., 2006). Los estudios en ardillas suramericanas son escasos y se li-
mitan a las ardillas brasilefias S. alphonsei de la mata Atlantica y la ardilla de bosque ama-
zénico S. spadiceus (Lima y Langguth, 2002). Todas las especies del género Sciurus repor-
tadas presentan un cariotipo de 2n=40 a excepcion de S. granatensis, 2n=42 (Nadler y
Hoffmann, 1970). El Numero Fundamental (NF) segtin Matthey (1945), se establece
por el conteo de los brazos cromosémicos en el cariotipo (cromosomas metacéntricos
los cuales cuentan por dos y los acrocéntricos por uno). Fusiones céntricas e inversiones
pericéntricas, pueden modificar el NF. En el primer caso existe reduccién en el nimero
de cromosomas, mientras que en el segundo se modifica el NF sin alterar el conteo cro-
mosoémico. La fusién céntrica es uno de los mecanismos comunmente encontrado en la
evolucién cromosdmica en roedores (Elder, 1980; King, 1987). Cuando dos especies
relacionadas tienen el mismo nimero de brazos cromosémicos (NF) pero difieren en su
numero cromosémico (2n), las diferencias pueden ser originadas por la fusién de dos
cromosomas acrocéntricos y/o la fisién de un cromosoma metacéntrico (Nadler, 1969).

Debido a la poca informacién ecoldgica, taxonémica y genética sobre las ardillas co-
lombianas, existen problemas sistemdticos aun no resueltos (Emmons, 1990) desde la
revision de Allen (1914), lo cual dificulta la reubicacion y/o liberacién de ejemplares sin
procedencia conocida, provenientes del trafico ilegal de fauna silvestre. Para el correcto
estudio y seguimiento de ejemplares decomisados a partir de tréfico ilegal, es necesario
hacer uso de herramientas apropiadas, tales como la caracterizacién citogenética y es-
tudios moleculares, lo cual permite la identificacién y soporte citotaxonémico para po-
der establecer los lugares correctos de liberacién, evitando asf hibridizaciones por la
introduccidn inadecuada de especies o subespecies que puedan tener efectos nocivos
sobre el genotipo de la fauna residente, ocasionando rearreglos cromosémicos que pue-
den dar origen a individuos infértiles tal como ha sido documentado en la introduccién
de S carolinensis, especie de Norteamérica, a Europa mediante marcadores de microsa-
télites. (Hale y Lurz, 2003; Hale et al., 2004).

Los estudios carioldgicos son dtiles para detectar variaciones intra e inter especificas,
por lo cual este trabajo tiene como objetivo principal enriquecer el conocimiento acer-
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ca de la ardilla colombiana S. granatensis, ejemplar que hasta la fecha ha sido objeto
del trafico ilegal de fauna silvestre.

METODOLOGIA

Se estudiaron dos machos y cinco hembras de S. granatensis provenientes del trafico
ilegal, depositados en la Unidad de Rescate y Rehabilitacién de Animales Salvajes,
URRAS, de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd. Para la obtencién de
cromosomas metafasicos, 0,7 ml de sangre total fueron sembrados en 4 ml de medio
RPMI 1640, enriquecido con 1 ml suero fetal bovino, 100 pl de penicilina-estrepto-
micina y 150 pl de mitégeno. Los cultivos permanecieron a 37 °C por 72 horas. Para
la cosecha, se utilizaron 100 pl de colchicina (25 g/l), solucién hipoténica de KCI
0,075M y fijador de dcido acético glacial 96% y metanol (6:1).

Se realizaron técnicas modificadas para bandeamientos QFQ, (Caspersson et al.,
1968); RBG, (Verma, 1984); GTG, (Seabrigth, 1971); CBG, (Arrighi y Hsu, 1971) y
Ag NOR, (Goodpasture y Bloom, 1975). Adicionalmente, se realizaron Bandas G con
colorante Wright, segtn protocolos expuestos por (Sole y Woessner, 1992). La mo-
dificacién de las técnicas de bandeamiento dependieron de las caracteristicas propias
del material biolégico analizado y de las condiciones ambientales y de suministros del
laboratorio en donde se llevd a cabo la investigacién, sin abandonar en ninglin caso,
las bases originalmente expuestas por los autores mencionados. Las metafases obte-
nidas fueron observadas al microscopio y organizadas segin morfologia, en el pro-
grama Lucia Karyotyping ®. Para la comparacion y establecimiento de homeologias
se empled como base el cariotipo de S. carolinensis (Stanyon et al., 2003; Lietal., 2004).

RESULTADOS

Todos los individuos S. granatensis estudiados, que incluyeron los tres fenotipos re-
portados en Emmons (1990), presentaron un cariotipo de 2n=42. De cada individuo
se analizaron al menos diez metafases con bandas G, R, C, Q y solo de un ejemplar
se obtuvieron bandas NOR informativas. Los cromosomas se clasificaron en tres
grupos segtin morfologia: Grupo A (pares 1-6) de cromosomas grandes metacéntri-
cos o submetacéntricos; Grupo B (pares 7-16) de cromosomas medianos, metacén-
tricos, submetacéntricos o acrocéntricos y Grupo C (pares 17-20) de cromosomas
pequefios, metacéntricos, submetacéntricos y acrocéntricos (Fig. 1). El cromosoma
sexual X y el cromosoma Y, son submetacéntrico grande y acrocéntrico mediano,
respectivamente. Se detectaron algunas diferencias entre los cariotipos que nos
permitieron establecer que en la muestra estudiada existian 3 cariomorfos a partir de
diferencias en el NF que fue de 76 en el cariomorfo A (Fig. 2A) y de 78 en los
cariomorfos B y C (Fig. 2By 2C).

Estas diferencias se relacionan con la morfologia del par 16, siendo acrocéntrico en
el cariomorfo A (tres de siete ejemplares) y metacéntrico en los cariomorfos B y C.
Adicionalmente, en un ejemplar se encontré un rearreglo cromosémico en el 100% de
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Figura 1. Presentacién de los grupos cromosémicos definidos para el cariotipo del cariomorfo A de §
granatensis con bandas G.

las metafases analizadas. Este reordenamiento se caracterizd por presentar un par
cromosémico heterocigoto, originado por una translocacién reciproca t(5;17), lo cual
caracterizé al cariomorfo C (Fig. 2C). Con la técnica de bandas R con adicién de
bromodeoxiuridina (BrdU) en la fase terminal del ciclo celular, se evidenciaron grandes
bloques de replicacién tardia en los autosomas del grupo A de los tres cariomorfos. En
las hembras se esperaba encontrar un patrén de replicacién tardia para uno de los
cromosomas X, pero en la totalidad de las metafases analizadas de las hembras los X
fueron isomérficos (Fig. 3A), con patrén muy similar al X humano de los cromosomas
X de los machos (Fig. 3B). El patrén de bandas C fue estrictamente centromérico y no
se detectaron polimorfismos heterocromaticos en este grupo de ejemplares de S
granatensis (Fig. 3C). Las regiones organizadoras nucleorales (NOR) se localizaron en
tres pares de autosomas, dos del grupo A y uno del grupo C. En el grupo A los pares
involucrados son el par 3, en el brazo largo regién proximal al centrémero, y el par 4,
en la region terminal del brazo largo. En el grupo C el par involucrado se caracteriza
por ser acrocéntrico, siendo posiblemente el par 19. En este dltimo caso, la ubicacion
de los NOR se observa en la parte distal de los brazos largos. (Fig. 3D). No se encontré
una relacién clara entre fenotipos y cariomorfos. Ejemplares que exhiben patrones de
coloracién distintos presentaron cariotipos similares. Dado que no se conoce la proce-
dencia de estos ejemplares, por ser producto de decomiso, no es posible correlacionar
biogeograficamente las variaciones cariolégicas encontradas.

DISCUSION

El cariotipo encontrado en este trabajo para los ejemplares de S. granatensis, 2n=42,
corresponde, al descrito por Nadler y Hoffmann (1970), para otros ejemplares de la
misma especie. El numero diploide reportado para otros individuos del género Sciurus,
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Figura 2. A. Cariotipo de hembra del carioformo A de S granatensis con bandas G. B. Cariotipo de macho de
carioformo B de S granatensis con bandas G. C. Cariotipo de macho de carioformo B de § granatensis con
bandas G; las flechas indican la translocacién t (5; 17) y la presencia de un cromosoma 16 metacéntrico con
igual patrén de bandeo al observado en el carioformo B, hechos presentes en el 100% de las metafases
analizadas.

en particular para S. carolinensis es de 2n=40 (Stanyon et al., 2003). Aunque en el pre-
sente estudio no se realizaron pruebas adicionales en individuos de S. carolinensis,
investigaciones anteriores nos permiten suponer que la reduccién en el 2n entre S.
granatensis y S. carolinensis se deba a una posible fusién céntrica de dos de los pares
cromosémicos de S. granatensis o una fisién de uno de los pares submetacéntricos o
metacéntricos de S. carolinensis, condiciones que pueden originar el par acrocéntrico
adicional en la especie colombiana. Sin embargo, ninguna de las dos hipétesis pudie-
ron ser analizadas a fondo en este estudio, debido a que no se obtuvieron muestras
de S. carolinensis, al reducido nimero de ejemplares de S. granatensis, a las variaciones
cromosémicas encontradas en los individuos evaluados de la misma y a la baja reso-
lucién en el patrén de bandas, en especial en los cromosomas del grupo C. Dado que
ya se han desarrollado sondas para todos los cromosomas de S. carolinensis, (Stanyon
etal., 2003), las técnicas de hibridizacién in situ (FISH) serfan las mas indicadas para
esclarecer estos rearreglos.

Los estudios realizados en S. carolinensis han sido extensos, comprendiendo desde citoge-
nética cldsica hasta estudios exhaustivos de genémica comparativa (ZooFISH) con
hibridizacién in situ (Stanyon et al., 2003). Li et al. en el 2004 realizaron estudios de com-
paracién gendmica con sondas especificas de cromosomas humanos arrojando impor-
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Figura 3. A. Cariotipo de hembra del cariomorfo A de S .granatensis con bandas R. Se observan amplios bloques
de replicacion tardia en los brazos largos de los cromosomas del grupo A y los X con patrén de replicacion
isomérfico. B. Cariotipo de macho del cariomorfo A de §.granatensis con bandas R. Se observa la gran similitud
del patrén de bandas del cromosoma X del ejemplar con respecto al cromosoma X de los humanos y el gran
tamadio de Y acrocéntrico. C. Cariotipo de hembra del cariomorfo A de S .granatensis con bandas C. Se observa
heterocromatina constitutiva Unicamente en la regién pericentromérica. D. Metafase de S .granatensis con Ag-
NOR. Se observan NOR en constricciones secundarias intersticiales de tres pares autosémicos.

tantes conclusiones a tener en cuenta en posteriores estudios en ardillas, como por
ejemplo la alta homologia de los autosomas humanos (cromosomas 1-22) sobre los
cromosomas de S. carolinensis (mostrando 38 regiones homélogas), y la alta homologia
del cromosoma X entre las especies. Otro hecho de importancia resaltado por los au-
tores fue la fabricacion de sondas especificas para el genoma de S. carolinensis, esta-
bleciendo homologias entre la especie y otras de diferente género, corroborando asi
que las homologias encontradas por gendmica comparada eran congruentes con la
conservacioén del patrén de bandas G entre especies. Los anteriores resultados per-
miten establecer la existencia de un alto nivel de conservacién en la organizacién del
genoma de las ardillas. Basados en lo anterior, se decidieron establecer homologias
entre S. carolinensis y S. granatensis, mediante el patrén de bandas G reportado por
Stanyon en el 2003 y Li en el 2004. Seis de los pares cromosdmicos (5, 8, 13, 16, 17
y 18) de los cariomorfos A y B se diferenciaban en morfologia y patrén de bandas
entre las dos especies, mientras que con el cariomorfo C, no se encontré homologia
para seis de los pares cromosémicos (3, 4, 5, 13, 14, 16, X), lo cual sugiere un nivel
alto de rearreglos entre estas dos especies de ardillas arbéreas, S. carolinensis y S.
granatensis. Dentro de los mismos cariomorfos, especialmente hembras, se presentaron
dificultades en la identificacion de los cromosomas X, ya que el patrén de bandas G
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no resulté suficientemente informativo en muchos de los casos analizados. Para
confirmar el patrén de bandas de los cromosomas X, se realizé la técnica de bandeo
R con adicién terminal de BrdU, esperando encontrar un cromosoma X de replicacién
tardia y su homélogo de replicacién temprana. Sin embargo, ninguno de los ejempla-
res arroj6 lo esperado ya que en todas las metafases analizadas con la técnica de
bandas R se encontraron amplios patrones de replicacién tardia en todos los brazos
largos de los cromosomas del Grupo Ay B, impidiendo una inequivoca identificacién
del cromosoma X. Solo uno de los ejemplares macho analizado mostré un patrén
similar al presente en los cromosomas X humanos (Fig. 3B). Partiendo de la existencia
de homologia entre los cromosomas X de los mamiferos (Ohno, 1969), confirmada
mediante hibridizacién in situ con sondas humanas y de S. carolinensis es importante la
realizacion de estudios de FISH sobre el genoma de las ardillas colombianas, que per-
mitirdn esclarecer las dudas acerca de la morfologia y patrén de bandeo de los cromo-
somas sexuales y confirmar la homologia o no homologia con S. carolinensis en los auto-
somas, propuestas con base en los patrones de bandas. En S. granatensis, 1a tincion para
Bandas C no evidenci6 regiones de heterocromatina constitutiva diferentes a las pre-
sentes en la zona pericentromérica (Fig. 3C). Unicamente el cromosoma 6 del cario-
morfo A posee una banda mds conspicua, que puede ser vista como una banda
intersticial en brazos largos muy proximal al centrémero. No se encontraron bandas
C-positivas en regiones intersticiales o teloméricas en ninguno de los cariomorfos, que
han sido observadas en S. vulgaris y S. vulgaris coreae (Petit et al., 1984; revisado por
Lima y Langguth, 2002). Es importante tener en cuenta que dentro de los genomas
de algunas ardillas pueden presentarse regiones de heterocromatina C-negativa, que
no hibridizan con ninguna de las sondas para genoma humano, pero que pueden
tener homeologia para sondas de S. carolinensis especificas para el cromosoma Yy al-
gunos autosomas, lo cual supondria la existencia de regiones con ADN repetitivo
diferente al encontrado en la regién centromérica (Li et al., 2004).

Uno de los métodos mas usados en citogenética animal es la tincién de las regiones
organizadoras de los nucleolos mediante nitrato de plata (AgNO3), la cual tifie
regiones con alto contenido de RNA ribosomal (Verma y Babu, 1995). Esta técnica se
ha utilizado para detectar marcadores especificos y asi realizar estudios comparativos
de la actividad de los NOR entre especies (Cross et al., 2002). Los puntos de tincidn
encontrados en una célula analizada son el reflejo de los NOR activos que participa-
ron en la formacién del nucleolo en la interfase anterior dentro de la célula en cues-
tién (Verma y Babu, 1995), de modo que es posible encontrar diferencias en el nime-
ro de pares activos (NOR positivos) entre células de un mismo individuo, conservando
NOR positivos en los pares cromosémicos dominantes. Mds ain tales diferencias
pueden incrementarse al estudiar varias especies. En el presente estudio, solo se obtu-
vieron NOR para uno de los ejemplares del cariomorfo A. Lamentablemente, la baja
cantidad de metafases analizables para esta técnica dentro de este individuo no per-
mitié obtener el nimero concreto de pares dominantes que tifien con NOR, de alli que
Gnicamente se logre ubicar NOR en tres pares cromosomicos: dos del grupo A (par 3
y 4) con bandas intersticiales en brazos largos (uno subterminal y otro pericentro-
mérico); y un acrocéntrico pequefio del grupo C (par 19) con banda NOR terminal en
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el brazo largo. Sin embargo, las regiones NOR fueron frecuentemente visualizadas
como constricciones secundarias o discontinuidades en la coloracién, en otras técni-
cas de bandeo y con coloracién homogénea con Giemsa. El nimero y la ubicacién de
estas regiones difiere de la reportada para Sciurus altuensis ingrami (Fagundes et al.,
2003), ya que en esta especie, se observan NOR en cuatro pares de cromosomas:
intersticialmente en los brazos largos de tres autosomas grandes y en uno de los cro-
mosomas pequefios en donde no es posible determinar la ubicacién de los NOR. La
falta de un cariotipo en banda G para Sciurus altuensis ingrami dificulta la comparacién
de cromosomas con $. granatensis. Sin embargo, se puede observar que los cromoso-
mas portadores de los NOR en ambas especies parecen ser los mismos, aunque la
existencia de diferencias en la ubicacidn en cada cromosoma puede sugerir la ocu-
rrencia de rearreglos como inversiones, lo que modificaria la ubicacién de los NOR.
No se lograron obtener bandas NOR en los cariomorfos By C.

Dentro de los ejemplares estudiados, se encontraron individuos con diferentes carac-
teristicas fenotipicas, especialmente en el color del pelaje. Ridgway y Allen (1875)
observé que en las ardillas arboreas el color de la piel parece estar determinado maés
por los factores ambientales a los que estan sometidas las poblaciones, como tempe-
ratura, altitud y abundancia de vegetacién que por variaciones genéticas asociadas al
cariotipo. Wauters et al. (2004) confirmaron que en zonas hiimedas, de baja altitud
y con altas temperaturas aumenta la intensidad del color y las tonalidades rojas de
las ardillas, mientras que en los ambientes opuestos la tendencia es encontrar tonali-
dades pdlidas o grises. Dentro de los ejemplares analizados en el presente trabajo se
observaron diferencias fenotipicas en cuanto al color de piel. Sin embargo, y aunque se
esperaba encontrar variaciones genotipicas que pudieran ser correlacionadas con el
fenotipo, tal hipétesis no fue vilida ya que ejemplares de diferente morfotipo (disimiles
en cuanto al color de piel) constituyeron un mismo cariomorfo lo cual permite sugerir
que no existe una relacién entre fenotipo-cariotipo, y que asi como anteriores estudios
lo han afirmado (Ridgway y Allen, 1875; Wauters et al., 2004), las variaciones feno-
tipicas de color de piel son consecuencia de las condiciones ambientales del lugar de
procedencia del ejemplar en cuestion.

En estudios taxondmicos, es necesario tener en cuenta el mayor niimero de caracteres
diagndsticos indispensables para la identificacién de las especies entre los cuales tie-
nen especial valor los patrones morfométricos del crdneo y dentadura, la distribucién
geografica de los morfotipos y de las variantes citoldgicas, que constituyen una varia-
ble de peso para la diagnosis. Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que
en S. granatensis puede presentarse una diferenciacién genética mds que fenotipica,
debido a los rearreglos cromosémicos encontrados dentro de los individuos anali-
zados y a la presencia de mas de un cariomorfo en la muestra estudiada. Se propone
también la existencia de por lo menos dos poblaciones diferenciadas cariolégica-
mente y una tercera explicada por la presencia del cariomorfo C como posible hibrido
homocigoto para la translocacién t(5;17). La presencia del cariomorfo C, puede ser
el resultado de la hibridizacién en cautividad de individuos del cariomorfo B con
ejemplares de otro cariotipo no detectado en este estudio que fueran homocigotos
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para la translocacién t(5;17). Es posible que esté ocurriendo un proceso de deriva
genética que lleve a la separacién de las poblaciones portadoras de cada cariomorfo.
De alli que se proponga a S. granatensis como un complejo de especies, que requiere
un mayor nimero de estudios tanto de taxonomia clasica morfoldgica, y de distri-
bucién, como de citotaxonomia en poblaciones naturales con localidades conocidas,
para lograr esclarecer la verdadera identidad especifica en este grupo.
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