Acta biol. Colomb., Vol. 16 N.° 2, 2011 99 - 108

CARACTERIZACION CITOGENETICA EN INDIVIDUOS
DEL GENERO Lagothrix EN COLOMBIA (PRIMATES: ATELIDAE)

Cytogenetic Characterization in Individuals of the Genus Lagothrix
in Colombia (Primates: Atelidae)

LAURA YISSEL RENGIFO', Bidloga; MARTA LUCIA BUENO', M.Sc.
"Departamento de Biologia, Universidad Nacional de Colombia, Sede
Bogotd, Grupo de Citogenética. Instituto de Genética, EM:
lyrengifoco@unal.edu.co mlbuenoa@unal.edu.co

Correspondencia: Instituto de Genética, Universidad Nacional de
Colombia. Calle 53 # 37-13. Teléfono: 316 50 00, ext. 11628.

Presentado 19 de agosto de 2010, aceptado 2 de junio de 2011, correcciones 24 de junio de 2011.
RESUMEN

El género Lagothrix se encuentra representado en Colombia por Lagothrix lagothricha
lagothricha y Lagothrix lagothricha lugens y siendo un género llamativo para el tréfico y caza,
se han realizado varios trabajos encaminados a conocer sobre su ecologia y ciclo de
vida mostrando la importancia de este género en el ecosistema aunque sus carac-
teristicas citogenéticas no han sido bien estudiadas. En este trabajo se analizaron 18
individuos (seis, L. [. lugensy 12 L. L. lagothricha) en cautiverio provenientes de zoolégicos
y centros de rescate, en los que por medio de técnicas de cultivo de sangre periférica y
bandaje cromosémico G, C, R, Q y NOR se determind un cariotipo estindar de 2n=62
para todos los individuos con dos variantes de éste también conocidos como cario-
morfos que se originan por la diferencia en su ndmero fundamental (NF), debido a una
inversién pericéntrica en el par cromosémico 24. Dentro de estos cariomorfos se encon-
traron polimorfismos en varios pares cromosémicos que no fueron determinantes para
diferenciar subespecies en los individuos trabajados, por lo que se recomienda revisar
la taxonomia del género.

Palabras clave: Lagothrix lagothricha lagothricha, Lagothrix lagothricha lugens, inversién peri-
céntrica, polimorfismo.

ABSTRACT

The genus Lagothrix is represented in Colombia by Lagothrix lagothricha lagothricha and
Lagothrix lagothricha lugens but their cytogenetic features have not been well characterized.
We studied 18 captive individuals (6 L. I. lugens and 12 L. I. lagothricha) from zoos and
rescue centers, using techniques of peripheral blood culture and G, C, R, Q and NOR
chromosome banding. We determined the standard karyotype 2n = 62 for all analyzed
individuals with two karyotype variants (also known as karyomorphs) that showed
different fundamental numbers due to a pericentric inversion on chromosome pair 24.
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Within these karyomorphs other polymorphisms were found in several pairs that were
not crucial to distinguishing subspecies. We recommend reviewing the taxonomy of the
genus especially at the subspecies level.

Key words: Lagothrix lagothricha lagothricha, Lagothrix lagothricha lugens, pericentric inversion,
polymorphisms.

INTRODUCCION

El género Lagothrix se distribuye geogréficamente a lo largo de los bosques hiimedos del
occidente de la Amazonia, cuenca del Orinoco y regién nororiental de la cordillera de los
Andes encontrandose en Colombia, Brasil, Bolivia, Pert, Ecuadory Venezuela (Stevenson
etal., 1994). Este género pertenece a los primates del Nuevo Mundo (Platyrrhini), familia
Atelidae, subfamilia Atelinae (Stanyonetal., 2001). Para la determinacién de las especies
del género se ha presentado una gran discusién. La primera revisién del género se llevé a
cabo por Fooden, 1963, quien determina que hay dos especies L. flavicauda y L. lagothricha
en donde L. lagothricha presenta cuatro subespecies (L. lagothricha lagotricha, L. lagothricha
lugens, L. lagothricha cana, L. lagothricha poeppigii). La revision del género Lagothrix realizada por
Fooden fue ampliamente aceptada hasta la publicacién de Groves, 2001, quien sostiene
que los taxa se diferencian abruptamente por sus fenotipos y eleva a nivel de especie todas
las subespecies en este género. Sin embargo, se ha visto que L. /. lugens no es claramente
diferenciable de L. L. lagothricha porque Lagothrix I. lugens es un taxén pobremente definido
con tres fenotipos diferentes, uno de los cuales es muy similar a L. L. lagothricha, lo que
permite poner en duda la hipétesis expuesta por Groves. Los individuos de L. L. lagothricha
se caracterizan por tener una coloracién castafio olivaceo con tendencia a los tonos ma-
rrones, a veces muy claros y a veces muy oscuros, aproximandose al negro. Mientras que
los individuos de L. /. lugens tienen un pelaje gris plateado y usualmente mds largo que L.
L. lagothricha, Humboldt, 1812 (Defler, 2003). Dada la posibilidad de confusién toma-
remos como referencia la descripcién generada por Fooden para el presente articulo.
Por ser individuos de porte robusto (6 a 10 kilos) han sido blanco de la caza indiscri-
minada para ser consumidos como carne de monte en la alimentacién bdsica de
algunas culturas indigenas, donde su carne es muy apreciada, reportandose varios
estudios en los que se evidencia caza de gran cantidad de individuos como el realizado
por Redford en 1992, que registré la caza de 562 individuos en menos de un afio en la
regién amazénica (Redford, 1992; Ruiz-Garcia et al., 2007). La caza de individuos adul-
tos lleva consigo introduccién de juveniles en el comercio de mascotas que, sumado a
la rdpida pérdida del hébitat, hacen que L. L. lagothricha esté incluida en el apéndice Il
de CITES, y la subespecie L. I. lugens sea considerada “en peligro” (EN) en Colombia y
en la clasificacién de UICN como criticamente amenazada (Stevensonetal., 2008). Por
lo que es imperioso un conocimiento a fondo de la biologia de la especie para imple-
mentar programas de conservacion efectivos.

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que en Lagothrix habria pocas variaciones
en cuanto a su nimero cromosémico. Todos los cariotipos hasta ahora publicados,
presentan un ndmero diploide de 2n=62 (Koiffmann y Saldanha, 1974; Koiffmann y
Saldafia, 1982; De Boer, 1974; Dutrillaux et al., 1980). Por su gran ndimero cromo-
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sémico el género Lagothrix ha sido empleado para estudios filogenéticos y para compa-
raciones con el cariotipo humano (Stanyon et al., 2001) lo que ha permitido generar
hipdtesis sobre los rearreglos cromosémicos que se han dado en la evolucién, haciendo
de Lagothrix un género apto para estudios de este tipo.

Al llevar a cabo varias investigaciones con individuos decomisados por las autoridades y
determinados indiscriminadamente como L. L. lagothricha y/o L. I. lugens, se observé una
inversion en el par 24, el cual pasa de ser acrocéntrico a ser submetacéntrico, sugiriendo
que hay diferencias cromosémicas entre algunos individuos o polimorfismos cromo-
sémicos intraespecificos que deben ser aclarados (Buenoetal., 2003). Estudios recientes
han detectado diferencias cariolégicas y moleculares (Botero et al., 2010) posiblemente
originadas por la amplia distribucién del género a lo largo de nuestro pais, incluyendo la
gama de habitats que ademds podrian llegar a explicar las diferencias en la coloracién del
pelaje observable en distintos individuos. El objetivo del presente trabajo fue el andlisis
cariotipico de varios individuos del género Lagothrix en cautiverio para determinar dife-
rencias cromosémicas presentes en las dos subespecies que habitan en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de sangre periférica fueron tomadas a 18 ejemplares en cautiverio provenien-
tes tanto de zooldgicos como de centros de rescate de fauna silvestre a nivel nacional.
Cada uno de los ejemplares fue etiquetado con el céddigo consecutivo correspondiente
a la base de datos del laboratorio de citogenética, Universidad Nacional de Colombia
y en un formato adjunto se recogieron datos correspondientes a fenotipo, origen,
historia clinica o nimero de microchip (si lo presentaban) para cada individuo.

Las muestras fueron tomadas por parte del veterinario de la institucién mediante
venopuncién con jeringa previamente heparinizada con anticoagulante Liquemine
Roche®, tomando aproximadamente 3 mL de sangre por cada individuo. La muestra
fue marcada y enviada a las instalaciones del laboratorio de citogenética, Instituto de
Genética, Universidad Nacional de Colombia, donde fue procesada através de un cul-
tivo de linfocitos en medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO), suero fetal bovino (GIBCO)
al 10%, penicilina 10.000 U/ml (GIBCO), lectina de Vicia faba (favina purificada por el
GRIP, Grupo de Investigacién en Proteinas, Universidad Nacional de Colombia) y
aproximadamente 500 pL de la muestra de sangre. Se incubé a aproximadamente 37
°C en donde para detener el crecimiento luego de 72 horas, se agregaron 100 plL de
colchicina 25 mg/mL (Winthrop). La cosecha se realizé siguiendo el procedimiento es-
tandar para obtencién de células en metafase empleado en el laboratorio de citoge-
nética, Instituto de Genética modificandolo para el propésito del trabajo en el tiempo
en el que el cultivo queda bajo la accién de la solucién hipoténica (25 min) y en la
cantidad de lavados realizados (de dos a tres dependiendo del crecimiento celular;
Moorhead et al., 1960; Verna y Babu, 1989).

De cada uno de los individuos estudiados, se evaluaron sus cromosomas empleando las
técnicas de bandas G (Solé y Woessner, 1992), C (Sumner, 1972; Arrighiy Hsu, 1971),
NOR (Goodpasture y Bloom, 1975), R (leshima et al., 1984) y Q (Caspersson et al.,
1968). Se analizaron 100 metafases para cada individuo y las mejores metafases en-
contradas (dos a cuatro por técnica) fueron digitalizadas mediante fotomicroscopio
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Sptico Zeiss-Axiophot en el software Lucia Karyotyping® que permitié la elaboracién de
los ideogramas. En cada uno de los individuos, sobre las microfotografias obtenidas,
se analizé su correspondencia con el cariotipo bdsico de la especie y la presencia o no
de heteromorfismos dentro y entre las especies estudiadas.

RESULTADOS

Los individuos del género Lagothrix estudiados se caracterizaron por su cariotipo de
2n=62 (NF = 88) invariable, lo que se mantuvo dentro de lo ya reportado para este gé-
nero por trabajos previos. (Bendery Chu, 1963; Egozcue y Perkins, 1970; Koiffmann y
Saldanha, 1974; Koiffmann y Saldafia, 1982; De Boer, 1974; Dutrillaux et al., 1980;
Stanyon et al., 2001). El cariotipo estandar estd compuesto por cuatro pares metacén-
tricos, diez pares submetacéntricos y 16 pares acrocéntricos que generaron un ndmero
fundamental (NF= cantidad de brazos de los autosomas en el cariotipo diploide) de 88
y en donde el cromosoma X presenté la morfologia submetacéntrica tipica para mami-
feros. El cromosomaY, se caracterizé por ser el mas pequefio dentro del complemento,
hecho que dificulta determinar inequivocamente su morfologfa. En un alto ndimero de
metafases se sugiere que se trataria de un cromosoma de morfologia acrocéntrica. El
cariotipo fue organizado de acuerdo con el presentado por Stanyonetal., 2001 (Fig. 1).
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Figura 1. Cariotipo estandar Lagothrix lagotrhicha 2N=62.

De las muestras analizadas, siete ejemplares correspondieron con el cariotipo estdndary
a partir de esto se encontraron dos variantes del mismo: el cariomorfo 1 (7/18) y el ca-
riomorfo 2 (3/18) (Figs. 2Ay B) los cuales, a pesar de poseer el mismo ntimero cromo-
sémico, mostraron un NF que varia siendo NF=89 para el cariomorfo 1y NF=90 para el
cariomorfo 2. Esta diferencia se explica considerando que el par 24 en el cariomorfo 1
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Figura 2A. Cariomorfo 1 con inversién heterocigota en el par cromosémico 24. B. cariomorfo 2 con
inversién homocigota en el par cromosémico 24.

presenta una inversién en uno de los homdlogos, que pasa de presentar una morfologia
acrocéntrica a presentar una morfologia submetacéntrica, incrementando el NFen 1, es
decir de 88 a 89. En el cariomorfo 2, el par 24 presenta esta variacién en ambos ho-
mologos del par incrementando el NF en 2 es decir se corresponde con un NF=90.

De igual forma se observaron polimorfismos heterocromdticos en varios pares de auto-
somas, con diferencias en el tamafio de la banda heterocromdtica terminal del brazo
corto en el par 4, que disminuye considerablemente en varios individuos, presentdndose
tanto en forma homocigota como heterocigota. Una situacién similar se vio en el par
7 en donde la banda terminal del brazo corto mostré el mismo comportamiento visto
en el par 4 (Fig. 3). Para comprobar esta situacién se realizé la técnica de banda C la
cual confirmé la diferencia en las bandas heterocromadticas terminales de los brazos
cortos de estos pares cromosémicos (imagenes no presentadas).

Se evalué la posible asociacién de estos polimorfismos cromosémicos por medio del pro-
grama PERMUTE (Brookes et al., 1997) al correrlos con el fin de evaluar la probabilidad
de que las diferencias heterocromdticas encontradas estuvieran asociadas a las subes-
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Figura 3. Ideogramas e imdgenes de los cromosomas polimérficos en banda G.

pecies. Para esto a las variaciones encontradas se las representé con un simbolo para
determinar si generaban algtin tipo de diferenciacién entre las dos subespecies siendo
0 el estado estandar del cromosoma, 1 la pérdida de banda G en el par 4y 7 e inversién
en el par 24y 2 la pérdida de la banda terminal del par 4. Estos datos fueron recogidos
en una tabla y se encontré que la probabilidad de que vinieran de la misma poblacién,
con el nimero de permutaciones realizadas, es de 1 (100% misma poblacién).

DISCUSION

La realizacién de las técnicas de bandas cromosémicas en las dos subespecies de
Lagothrix presentes en Colombia permitié ver que el cariotipo general de L. L. lagothricha
y L. . lugens es similar, en donde todos los individuos muestreados tuvieron un cariotipo
con 2n=62, el cual es el ndimero cromosémico mds elevado para los primates del nuevo
mundo y para los integrantes de la familia Atelidae. Esto reviste una gran importancia
porque el nimero cromosémico alto estd mostrando que desde el punto de vista cito-
genético, el género es muy ancestral y que por numerosos cambios (fusiones, inversio-
nes, translocaciones) ha llegado a ndmeros cromosémicos menores dentro de esta
familia (De Boer, 1974; Dutrillaux et al., 1986). La condicién de ancestralidad del género
Lagothrix ha hecho que el género sea utilizado para trabajos filogenéticos comparativos
como los realizados por Stanyon et al., 2008, en el cual se dilucidaron las homologias
entre Lagothrix y humanos y otros primates, esclareciendo los diferentes rearreglos cro-
mosémicos ocurridos en la radiacién adaptativa de estos primates en el nuevo mundo.
A pesar de estos estudios, no se ha llevado a cabo un trabajo en el cual se diferencien a
fondo las caracteristicas cromosémicas del género Lagothrix porque lo que se ha
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reportado son los resultados obtenidos para pocos ejemplares. Bender y Chu, 1963,
describen el nimero cromosémico en un ejemplar de L. L. lagothricha, mientras que
Egozcue y Perkins, 1970, describen el cariotipo en una hembra. De Boer, 1974, en su
trabajo reporta haber estudiado un individuo de L. L. lagothricha y dos individuos de L.
I. lugens por lo que se puede ver una tendencia notable a trabajar con muy pocos
individuos para la produc-cién de dichos trabajos, motivo por el cual sea muy probable
que los polimorfismos encontrados en el presente trabajo no hayan sido observados en
las publicaciones anteriores que describieron el cariotipo de L. L. lagothricha 'y L. I. lugens.
Stanyon (revisado por O’Brien et al., 2006) reporta un cariotipo con bandas G orga-
nizado por tamafio en un solo individuo, este cariotipo fue tomado como base para la
organizacién de los cariotipos obtenidos, en donde observé que los cromosomas 21y
22 no concuerdan con lo presentado por Stanyon y colaboradores porque por tamarfio
el par 21 reportado en el presente trabajo corresponderia al 22 de Stanyon y el par 22
al 21 de Stanyon. Estos pares fueron ubicados de esta manera porque el tamafio
observado en el 100% de metafases analizadas fue mayor en el par 21 que en el 22 dato
determinado gracias al programa Lucia Karyotyping®.

Los polimorfismos en las bandas heterocromaticas terminales de los pares 4 y 7 mues-
tran una amplia variacién dentro de las dos subespecies, indicando que las poblaciones
conservan adn un minimo de variacién intra-poblacional y el hecho de que se presenten
tanto en estado homocigoto como heterocigoto muestra la posibilidad de hibridacién,
dejando manifiesta la ausencia de aislamiento reproductivo. Es necesario que se lleve
a cabo un estudio a fondo de fertilidad en los hibridos para confirmar que aunque se
generen hibridos estos no presentan barreras para su reproduccién. A pesar de encon-
trar diferencias que generaron los cariomorfos 1y 2, estas no fueron determinantes
para lograr separar L. L. lagothricha de L. I. lugensy por lo tanto no se pueden tomar estos
polimorfismos como fijados a la hora de diferenciar a los individuos.

Lo observado en el par 24 permite hablar de un proceso en el cual se esta llevando a
cabo una inversién pericéntrica de un cromosoma acrocéntrico, evidenciado por la
disminucién en el tamafio del bloque pericentromérico y de la presencia de una banda
terminal en el brazo corto del cromosoma submetacéntrico invertido. Este proceso no
es raro en la evolucién cromosémica porque es un reordenamiento que puede ser fijado
como cualquier cambio genético, aunque se ha visto que en muchas especies esto no
es equivalente a un proceso de especiacién. Un caso muy importante en el que las in-
versiones pericéntricas han jugado un papel determinante en la especiacién, es el de
los géneros Pan, Homo, Gorilla y Pongo (King, 1995) y que se podria estar dando en
Lagothrix porque esta inversion se encuentra tanto en estado homocigoto como hete-
rocigoto, pudiendo llevarse a cabo un proceso de fijacién de esta variacién.

En general se vio que los individuos de L. L. lagothricha 'y de L. I. lugens no estdn diferen-
ciados citogenéticamente permitiendo encontrar “hibridos” entre ambos, condicién
que se refleja en los cariotipos de estas subespecies. Esta situacién lleva a replantear pu-
blicaciones como las realizadas por Grooves en donde el género Lagothrix es comple-
tamente reformado segtin datos morfométricos. A pesar de esto es necesario relacionar
lo encontrado en este trabajo de caracterizacién citogenética con estudios en campo
para determinar qué posibles procesos se estdn llevando a cabo dentro del género en
Colombia. Es necesario realizar en el menor tiempo posible estos estudios porque la
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pérdida del hdbitaty la extraccién del medio de estos individuos esta haciendo cada vez
mas urgente la aplicacién de medidas que permitan la recuperacién de estos organis-
mos en estado silvestre.
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