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RESUMEN

Siete ejemplares de Sciurus granatensis (ardilla colombiana) de diferentes fenotipos
segun color, rescatadas del trafico ilegal de fauna silvestre de Colombia fueron estu-
diadas. Mediante cecnicas convencionales de band eo cromos6mico G, C, Q, R Y NOR
se estableci6 su carionpo 2n=42. Se encontraron tres cariomorfos de acuerdo al Nu-
mere Fundamental (NF) y caracterfsticas propias de cada uno de los complementos
ocasionadas por distintos rearreglos cromos6micos, 10 cual sugiere que S. granatensis
es un complejo de especies. No se observ6 relaci6n entre cariotipo y fenotipo. La va-
riacion en el color del pelaje se debe probablemente a las condiciones ambienrales.

Palabras clave: S. granatensis, ardillas, cariologfa, Colombia, trafico ilegal.

ABSTRACT

Seven specimens of Sciurus granatensis (red-tailed squirrel) rescued from illegal fa.una
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.

Key word: Sciurus, karyotype, red-tailed squirrel, Colombia, illegal traffic.
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INTRODUCCI6N

S. granatensis (Humboldt, 1811) es una especie comun en Centro America y norte de
Sur America. Se distribuye desde Costa Rica basta Ecuador, pasando por Venezuela y
Colombia (Wilson y Reeder, 2005). Presenta una gran variacion fenotlpica segun la
coloracion de su pelaje, por 10 cual Emmons (1990), ha propuesto tres fenoripos: el
fenotipo 1, localizado en el norte de Colombia el cual se caracreriza por tener el dorso
y cola naraoja-rojiao brillante y vientre blanco; el fenotipo 2, presente en el oriente de
pais que tiene el dorso y cola cafe-olivaceo y vientre rojizo oscuro a naranja; el
fenotipo 3, de la costa occidental de Ecuador y Colombia, con ejemplares de dorso
negro oliveceo, extremidades y pies rojos a naranja y cola con punta negra.

La mayona de los estudios cariologicos en ardillas se han centrado en las especies de
Europa, Asia, Africa y Norteamerica (Liapunova y Vorontsov, 1970; Nadler et 01., 1970;
Liet 01., 2004; Liet 01., 2006). Los estudios en ardillas suramericanas son escasos y se li-
rnitan a las ardilfas brasilenas S. alphonsei de la mata Atlantica y la ardilla de bosque ama-
zonico 5. spadiceus (Lima y Langguth, 2002). Todas las especies del genero 5ciurus repor-
radas presencan un cariotipo de 2n=40 a excepci6n de 5. granatensis, 2n=42 (Nadler y
Hoffmann, 1970). EI Numero Fundamental (NF) segun Matthey (1945), se establece
por el conteo de los brazos cromos6micos en el cariotipo (cromosomas meracentricos
los cuales cuentan por dos y los acrocentricos por uno). Fusiones centricas e inversiones
pericentricas, pueden modificar el NF. En el primer caso existe reduccion en el nurnero
de crornosomas, mienrras que en el segundo se mod inca el NF sin alterar el conteo cro-
mosorn.co. La fusion centrica es uno de los mecanismos comunmente encontrado en la
evoluci6n cromcsomica en roedores (Elder, 1980; King, 1987). Cuando dos especies
relacionadas tienen el mismo numero de brazos crornosornicos (NF) pero difieren en su
nurnero cromosomico (2n), las diferencias pueden ser originadas por la fusion de dos
cromosomas acrocentricos y/o la fision de un cromosoma rnetacentrico (Nadler, 1969).

Debido a [a poca informacion ecolcgica, raxonornica y genetica sobre las ardillas co-
lombianas, existen problemas sistematicos aun no resuelros (Emmons, 1990) desde la
revision de Allen (1914), 10 cual dificulra la reubicacion ylo liberaci6n de ejemplares sin
procedencia conocida, provenientes del trafico i1egalde fauna silvestre. Para el correcro
estudio y seguimiento de ejemplares deccmisados a partir de trafico ilegal, es necesario
hacer uso de herramientas apropiadas, tales como la caracterizacion citogenetica y es-
tudios moleculares, 10 cual permite Ja identincacion y soporte citotaxonomico para po-
der estabJecer los lugares correctos de liberaci6n, evitando as! hibridizaciones por la
introducci6n inadecuada de especies 0 subespecies que puedan tener efectos nocivos
sobre el genotipo de la fauna residente, ocasio nan do rearreglos cromosomicos que pue-
den dar origen a individuos infertiles tal como ha sido documenrado en la inrroducci6n
de 5 carolinensis, especie de Norteamerica, a Europa mediante marcadores de microsa-
telites. (Hale y Lurz, 2003; Hale etal., 2004).

Los estudios cariol6gicos son utiles para detectar variaciones intra e inter espedficas,
por 10 cual este trabajo tiene como objetivo principal enriquecer el conocimienro acer-
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ca de la ardil!a colombiana S. granatensis, ejemplar que hasta la fecha ha sido objeto
del trafico ilegal de fauna silvestre.

METODOLOGIA

Se esrudiaron dos machos y cinco hem bras de s. granatensis provenientes del trafico
ilegal, depositados en la Unidad de Rescate y Rehabilitaci6n de Animales Salvajes.
URRAS, de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. Para la obtenci6n de
cromosomas rnetafasicos, 0,7 ml de sangre total fueron sembrados en 4 ml de medio
RPMI 1640, enriquecido con 1 ml suero fetal bovino, 100 ~I de penicilina-estrepro-
micina y 150 ~I de mit6geno. Los cultivos permanecieron a 37°C por 72 horas. Para
la cosecha, se utilizaron 100 lJl de colchicine (25 gil), soluci6n hipot6nica de KCI
O,07SM Yfijador de acido acetico glacial 96% y metanol (6:1).

Se realizaron tecnicas modiftcadas para bandeamientos QFQ, (Caspersson et aI.,
1968); RBG, (Verma, 1984); GTG, (Seabrigth, 1971); CBG, (Arrighi y Hsu, 1971) Y
Ag NOR, (Goodpasture y Bloom, 1975). Adicionatrnente, se realizaron Bandas G con
colorante Wright, segun protocolos expuestos por (Sole y Woessner, 1992). La mo-
dificaci6n de las tecnicas de bandeamiento dependieron de las caracterfsticas propias
del material biologico analizado y de las condiciones ambienrales y de suministros de!
laboratorio en donde se lIev6 a cabo la investigaci6n, sin abandonar en ningun caso,
las bases original mente expuestas por los autores mencionados. Las merafases obte-
nidas fueron observadas al microscopio y organizadas segun morfologia, en el pro-
grama Lucia Karyotyping ®. Para la comparaci6n y establecimiento de homeologfas
se emple6 como base el cariotipo de S. carolinensis (Stanyon et aI., 2003; Liet aI., 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 cad a individuo
se analizaron al menos diez rnetafases con band as G, R, C, Q Y solo de un ejemplar
se obtuvieron bandas NOR informativas. Los cromosomas se clasiftcaron en tres
grupos segun morfologfa: Grupo A (pares 1-6) de cromosomas grandes rneracentri-
cos 0 submetacentricos: Grupo B (pares 7-16) de cromosomas medianos, metacen-
trices, subrnetacentricos 0 acrocencricos y Grupo C (pares 17-20) de cromosomas
pequenos, metacentricos, submetacentricos y acrocentricos (Fig. 1). EI cromosoma
sexual X y el cromosoma Y, son submecacentrico grande y acrocentrico mediano,
respeetivamente. Se detectaron algunas diferencias entre los cariotipos que nos
permitieron esrablecer que en la muestra estudiada existfan 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. 2B Y2C).

Estas diferencias se relacionan can la morfologfa del par 16, siendo acrocentrico en
el cariomorfo A (tres de siete ejemplares) y metacenrrico en los cariomorfos By C.
Adicionalmente, en un ejemplar se enconrr6 un rearreglo cromos6mico en el 100% de
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Figura 1. Presentaci6n de los grupos cromos6micos definidos para el cariotipo del cariomorfo A de 5
granatensis con band as G.

las metafases analizadas. Este reordenamiento se caracterizo por presentar un par
cromoscmico hererocigoto, originado par una translocacion reciproca t( 5; 17), 10 cua!
caracterizo al cariomorfo C (Fig. 2C). Con fa tecnica de bandas R con adicion de
bromodeoxiuridina (BrdU) en la fase terminal del cic!o celular, se evidenciaron grandes
bloques de repiicacion tardfa en los autosomas del grupa A de los tres cariornorfos. En
las hem bras se esperaba encontrar un patron de replicacion cardia para uno de los
cromosomas X, pero en la toralidad de las metafases analizadas de las hem bras los X
fueron isomcrficos (Fig. 3A), con patron muy similar al X humano de los cromosomas
X de los machos (Fig. 3B). EI patron de band as C fue estrictamente centromerico y no
se derectaron polimorfismos heterocrornaticos en este grupo de ejemplares de s.
granatensis (Fig. 3C). Las regiones organizadoras nucleorales (NOR) se localizaron en
tres pares de aurosomas, dos del grupo A y uno del grupo C. En el grupo A los pares
involucrados son el par 3, en el brazo largo region proximal al centromere, y el par 4,
en fa region terminal del brazo largo. En el grupo C el par involucrado se caracteriza
por ser acrocentrico, siendo posiblemente el par 19. En este ultimo caso, la ubicacion
de los NOR se observa en la parte distal de los brazos largos. (Fig. 3D). No se encontro
una relacion clara entre fenotipos y cariomorfos. Ejemplares que exhiben patrones de
coloracion distintos presentaron cariotipos simitares. Dado que no se conoce fa proce-
dencia de estos ejemplares, por ser producro de decomiso, no es posible correlacionar
biogeograficarnenre las variaciones cariol6gicas encontradas.

DISCUS/ON

El cariotipo enconrrado en este trabajo para los ejemplares de S. granatensis, 2n=42,
corresponde, al descrito par Nadler y Hoffmann (1970), para otros ejemplares de la
misma especie. EI numero diploide reportado para otras individuos del genero Sciurus,
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Figura 2. A. Cariotipo de hembra del carioformo A de 5granatensis con bandas G. B. Cariotipo de macho de
carioformo B de 5 granatensis con bandas G. C. Cariotipo de macho de cariofcrmo B de 5 granatensis con
bandas G; las flechas indican la translocaci6n t (5; 17) Yla presencia de un cromosoma 16 rnetacentrico con
igual patron de bandeo al observado en e! carioformo B, hechos presentes en el 100% de las rnetafases
analizadas.

en particular para S. carolinensis es de 2n=40 (5tanyon et al., 2003). Aunque en el pre-
sente estudio no se realizaron pruebas adicionales en individuos de 5. carolinensis,
investigaciones anteriores nos permiten suponer que la reducci6n en el 2n entre 5.
granatensis y S. carolinensis se deba a una posible fusion cenrrica de dos de los pares
cromos6micos de 5. granatensis 0 una fision de uno de los pares submetacentricos 0

metacentricos de S. carolinensis) condiciones que pueden originar el par acrocenrrico
adicional en la especie colombiana. Sin embargo, ninguna de las dos hiporesis pudie-
ron ser analizadas a fondo en este esrudio, debido a que no se obtuvieron muestras
de S. carolinensis) al reducido numero de ejemplares de 5. granatensis, a las variaciones
cromosomicas enconrradas en los individuos evaluados de la misma y a la baja reso-
luci6n en el patron 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 tecnicas de hibridizaci6n in situ (FISH) sedan las mas indicadas para
esclarecer estos rearreglos.

Los estudios realizados en S. carolinensis han sido extensos, comprendiendo desde citoge-
netica c1asica hasta estudios exhaustivos de genomica comparativa (ZooFISH) con
hibridizaci6n in situ (5ranyon eta/., 2003). Lieta/. en el2004 realizaron esrudios de com-
paracion gen6mica con sondas especfficas de cromosomas humanos arrojando impor-
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Figura 3. A. Cariotipo de hembra del cariomorfo A de 5 .granatensis con bandas R. Se observan amplios bloques
de recticacicn cardfa en los brazos largos de los cromosomas del grupo A y los X can patron de replicacion
isomorfico. B. Cariotipo de macho del cariomorfo A de 5 .granatensis con band as R. Se observa la gran similitud
del patron de bandas del cromosoma X del ejemplar can respecto al cromosoma X de los humanos y e! gran
tamano de Yacrocentrico. C. Carioripo de hem bra del cariomorfo A de 5 .granatensis can bandas C. Se observa
heterocromatina constitutiva unicarnente en la region pericentromerica. D. Metafase de 5 .granatensis con Ag-
NOR. Se observan NOR en ccnstricciones secundarias intersticiales de tres pares autosomicos.

tantes conclusiones a tener en cuenta en posteriores estudios en ardillas, como por
ejempJo la alta homologfa de los aU(Qsomas humanos (cromosomas 1-22) sobre los
cromosomas de S. carolinensis (mostrando 38 regiones homologas), y la alta homologfa
del cromosoma X entre las especies. Otro hecho de importancia resaltado por los au-
tores fue la fabricaci6n de sondas espedficas para eJ genoma de S. carolinensis, esta-
bleciendo homologfas entre la especie y otras de diferente genera, corroborando asf
que las homologfas encontradas por genomica comparada eran congruentes con la
conservaci6n del patron de bandas G entre especies. Los anteriores resultados per~
miten establecer la existencia de un alto nivel de conservacion en la organizacion del
genoma de las ardillas. Basados en 10 anterior, se decidieron establecer homologfas
entre s. carolinensis y S. granatensis, mediante el patr6n de bandas G reportado por
Stan yon en el 2003 y Li en el 2004_ Seis de los pares cromos6micos (5, 8, 13, 16, 17
Y 18) de los cariomorfos A y B se diferenciaban en morfologfa y patron de band as
entre las dos especies, mientras que con el cariomorfo C, no se encontr6 homologfa
para seis de los pares cromos6micos (3, 4, 5, 13, 14, 16, X), 10 cual sugiere un nivel
alto de rearreglos entre estas dos especies de ardillas arboreas, S. carolinensis y S.
granatensis. Dentro de los mismos cariomorfos, especial mente hem bras, se presenraron
dificuJtades en la identificacion de los cromosomas X, ya que el patron de bandas G
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no result6 suficientemente informativo en muchos de los casos analizados. Para
confirmar el patron de bandas de los cromosomas X, se realize la recnica de bandeo
R con adicion terminal de BrdU, esperando encontrar un cromosoma X de replicacion
tardta y su homologo de replicaci6n temprana. Sin embargo, ninguno de los ejempla-
res arro]o 10 esperado ya que en todas las metafases analizadas con la tecnica de
bandas R se encontraron amplios patrones de replicacion tardfa en todos los brazos
largos de los cromosomas del Grupo A y B, impidiendo una inequrvoca identificacion
del cromosoma X. Solo uno de los ejemplares macho analizado mosrro un patron
similar al presente en los cromosomas X humanos (Fig. 3B). Partiendo de la existencia
de homclogfa entre los cromosomas X de los rnamfferos (Ohno, 1969), confirmada
mediante hibridizacion in situ con sondas humanas y de S. carolinensis es importante la
realizaci6n de estudios de FISH sobre el genoma de las ardillas colombianas, que per-
mitiran esclarecer las dudas ace rca de la morfologfa y patron de bandeo de los cromo-
somas sexuales y confirmar la bornologra 0 no homologfa con 5. carolinensis en los auto-
somas, propuestas con base en los patrones de bandas. En S. granatensis, la tincion para
Bandas C no evidenci6 regiones de heterocromatina constitutiva diferenres a las pre-
sentes en la zona pericentromerica (Fig. 3C). Unicamente el cromosoma 6 del cario-
morfo A posee una banda mas conspicua, que puede ser vista como una banda
intersticial en brazos largos muy proximal al centromere. No se encontraron band as
C-positivas en regiones intersticiales a telomericas en ninguno de los cariomorfos, que
han sido observadas en 5. vulgaris y 5. vulgaris coreae (Petit et al., 198,4; revisado por
Lima y Langguth, 2002). Es importance rener 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 homeologfa para sondas de 5. carolinensis especificas para el cromosoma Yy al-
gunos autasomas, 10 cual supondrfa la existencia de regiones con ADN repetitive
diferente al encontrado en la region centromerica (Li et al., 2004).

Uno de los rnetodos mas usados en citogenetica animal es la rincion de las regiones
organizadoras de los nucleolos mediante nitrato de plata (AgN03), la cual tine
regiones con alto contenido de RNA ribosomal (Verma y Babu, 1995). Esta tecnica se
ha utilizado para detectar marcadores especfficos y as! realizar estudios comparatives
de la actividad de los NOR entre especies (Cross et al., 2002). Los puntas de tincion
encontrados en una celula analizada son el retlejo de los NOR actives que participa-
ron en la formaci6n del nucleolo en la interfase anterior dentro de la celula en cues-
ti6n (Verma y Babu, 1995), de modo que es posible encontrar diferencias en el nurne-
ro de pares activos (NOR positivos) entre celulas de un mismo individuo, conservando
NOR positivos en los pares cromos6micos dominantes. Mas aun tales diferencias
pueden incrementarse al estudiar varias especies. En el presence estudio. solo se obru-
vieron NOR para uno de los ejemplares del cariomorfo A. Lamenrablemente, la baja
cantidad de rnetafases analizables para esta tecnica dentro de este individuo no per-
mitio obtener el numero concreto de pares dominantes que tinen con NOR, de aliI que
unicamente se logre ubicar NOR en tres pares cromos6micos: dos del grupo A (par 3
y 4) con bandas intersticiales en brazos largos (uno subterminal y otro pericentro-
merico); y un acrocentrico pequeno del grupo C (par 19) con banda NOR terminal en



10 Articulo - Variaci6n cariof6gica en diferentes fenotipos de Sciurus granatensis (Rodentia, Sciuridae]. Arango, et al.

el brazo largo. Sin embargo, las regiones NOR fueron frecuenremente visualizadas
como constricciones secundarias 0 discontinuidades en la coloracion, en otras recni-
cas de bandeo y con coloracion homogenea con Giemsa. El numero y la ubicacion de
estas reg-ones difiere de la reportada para Sciurus altuensis ingrami (Fagundes et ai.,
2003), ya que en esta especie, se observan NOR en cuatro pares de cromosomas:
inrersticialmente en los brazos largos de rres autosornas grandes y en uno de los cro-
mosomas pequencs en donde no es posible determinar la ubicacion de los NOR. La
falta de un cariotipo en banda G para Sciurus altuensis ingrami dificulta la comparacion
de cromosomas con S. granatensis. Sin embargo, se puede observar que los cromoso-
mas portadores de los NOR en am bas especies parecen ser los mismos, aunque la
exisrencia de diferencias en la ubicacion en cad a cromosoma puede sugerir la ocu-
rrencia de rearreglos como inversiones, 10 que modificarfa la ubicacion de los NOR.
No se lograron obcener bandas NOR en los cariomorfos B y C.

Dentro de los ejemplares estudiados, se encontraron individuos con diferentes carac-
teristieas fenonpicas, especial mente en el color del pelaje. Ridgway y Allen (1875)
observe que en las ardillas arboreas el color de la piel parece estar determinado mas
por los facrores arnbientales a los que estan sometidas las poblaciones, como tempe-
ratura, altitud y abundancia de vegetaci6n que por variaciones geneticas asociadas at
cariotipo. Wauters et: at. (2004) confirmaron que en zonas humedas, de baja altitud
y con altas temperaturas aumenra la intensidad del color y las ronalidades rajas de
las ardillas, mientras que en los ambientes opuestos la tendencia es encontrar tonali-
dades palidas 0 grises. Dentro de los ejemplares analizados en el presente trabajo se
observaron diferencias fenotfpicas en cuanto al color de pie! Sin embargo, y aunque se
esperaba encontrar variaciones genotfpicas que pudieran ser correlacionadas con el
fenotipo, tal hip6tesis no fue valida ya que ejemplares de diferenre morfotipo (disfmiles
en cuanto al color de piel) constituyeron un mismo cariomorfo 10 cual permite sugerir
que no existe una relaci6n entre fenotipo-cariotipo, y que asf como anteriores esrudios
10 han afirmado (Ridgway y Allen, 1875; Wauters et al., 2004), las variaeiones feno-
trpicas de color de piel son consecuencia de las condiciones ambientales del lugar de
procedencia del ejemplar en cuesti6n.

En estudios taxonomicos, es necesario tener en cuenta el mayor numero de caracteres
diagnosticos indispensables para la identificacion de las especies entre los cuales tie-
nen especial valor los patrones morfometricos del craneo y dentadura, la distribuci6n
geografica de los morfotipos y de las variantes citol6gicas, que constituyen una varia-
ble de peso para la diagnosis. Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que
en S. granatensis puede presenrarse una diferenciaci6n genetica mas que fenotfpica,
debido a los rearreglos cromos6micos encontrados dentra de los individuos anali-
zados y a la presencia de mas de un cariomorfo en la muestra estudiada. Se propone
tambien la existencia de por 10 menos dos poblaciones diferenciadas cariol6gica-
mente y una tercera explicada por la presencia del cariomorfo C como posible hibrido
homocigoro para la translocaci6n t( 5; 17). La presencia del cariomorfo C, puede ser
el resultado de la hibridizacion en cautividad de individuos del cariomorfo B con
ejempJares de otro cariotipo no detectado en este estudio que fueran homocigotos



Acto bioi. Colomb., Vol. 125, 2007 11

para la translccacion t(5;17). Es posible que este ocurriendo un proceso de deriva
genetica que Ileve a la separaci6n de las poblaciones portadoras de cada cariomorfo.
De alii que se proponga a S. granatensis como un complejo de especies, que requiere
un mayor numero de estudios tanto de taxonomfa clasica morfol6gica, y de distri-
bucion. como de ciroraxonomta en poblaciones naturales con localidades conocidas,
para lograr esclarecer la verdadera identidad espedfica en este grupo.
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