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RESUMEN

Las ardillas colombianas muestran una gran variabilidad citogenética lo que ha desper-
tado el interés en ahondar aspectos evolutivos en el grupo. Para esto, varias herramien-
tas de bandeo cromosémico convencional como bandas diferenciales Q y Ry bandas
no diferenciales Cy NOR fueron analizadas permitiendo, por primera vez en las ardillas
colombianas, detectar sefiales de cromosdémicas inusuales de replicacién e inactivacién
de heterocromatina y cromosomas marcadores especificos. Se explica la utilidad de
cada uno de estos complementos en el andlisis citogenético de especies y las observa-
ciones para los citotipos de las ardillas colombianas.
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ABSTRACT

Colombian Squirrels cytogenetics showed a great variability which has renewed the
interest in evolutionary aspects within the group. Many chromosome banding tools
must be analyzed carefully in addition to the classical G-banding G technique. These
techniques include other differential bands like Q and R banding and nondifferential
banding (C and NOR). In this article the use of each of these supplements in the
cytogenetic analysis of species and cytotypes observations for the Colombian squirrels
is explained.

Key words: Cytogenetics, Sciurus, squirrel, chromosome, heterocromatin.
INTRODUCCION

El orden Rodentia, perteneciente a los mamiferos, se caracteriza por su gran diversidad
e importancia en la investigacién clinica, en especial los roedores mdridos. Aunque son
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numerosos los estudios genéticos en este grupo, los estudios evolutivos en estas especies
no son concluyentes debido al gran niimero de rearreglos cromosémicos y polimorfismos
encontrados, generando relaciones filogenéticas inciertas entre los diferentes grupos. Los
roedores no muridos (Sciuridae) muestran un genoma mds conservado (Graphodatsky
etal., 2008), por lo cual representan un modelo ideal para el andlisis genético y en espe-
cifico para el estudio genémico comparativo cuyo fin es la bisqueda del genoma ancestral
de los roedores (Stanyon et al., 2003; Li et al., 2006a; Li et al., 2006b, Beklemisheva,
VR et al., 2011). Estas investigaciones encuentran su apogeo en especies europeas
(Beklemisheva et al., 2011) y norteamericanas (Stanyon et al., 2003) que mediante
estudios de citogenética molecular o ZooFish han logrado aproximaciones relevantes al
estudio del genoma ancestral de los roedores. Sin embargo, son escasos los reportes de
familias de roedores no muridos en latinoamérica, limitdndose a estudios citogenéticos
clasicos (Banda C, Banda NOR) en especies brasilefias como Sciurus alphonsei y Sciurus
spadiceus (Lima y Langguth, 2002; Fagundes et al., 2003). Aunque las especies del género
Sciurus hasta el momento reportadas presentan un cariotipo de 2n = 40, en Colombia se
encuentra un cariotipo de 2n = 42 (Nadler y Hoffmann, 1970; Arango et al., 2007)
generando una curiosidad creciente sobre las caracteristicas citogenéticas de la especie
colombiana. Para la correcta evaluacién cromosémica de una especie, no solamente
es necesario establecer el nimero cromosémico (2n) y Niumero Fundamental (NF); tam-
bién es indispensable la caracterizacién del cariotipo mediante bandas diferenciales que
permitan la clasificacién inequivoca del cariotipo de una especie y genere las bases para
la argumentacién de andlisis comparativos a nivel citogenético. Existen tres tipos de ban-
das cromosémicas diferenciables: Bandas Q, Bandas Gy Bandas R. Dentro de las técnicas
de bandeo Gy Q, las bandas oscuras o fluorescentes son indicativas de un alto contenido
en Adenina-Timina, mientras que las claras contienen Citocina-Guanina (Schreck et al.,
1973; Drets, 2002). La importancia de esta observacién radica en la densidad génica de
cada banda. A mediados de la década de los 60 se establecié el término de isocoros para
definir regiones de ADN seguin su densidad génica. Se nombraron entonces los isocoros
de baja densidad (L1 y L2) como aquellas regiones de ADN con 1 gen cada 150 kb y
los isocoros de alta densidad (H1, H2 y H3) como secciones de ADN con 1 gen cada 9
kb (Costantini et al., 2006). Cuando se establece una comparacién de las bandas cro-
mosdmicas con respecto a la ubicacién de los isocoros se observa que los isocoros de baja
densidad muestran correspondencia con la ubicacién de bandas oscuras o fluorescentes
provenientes del bandeo G y/o Q respectivamente, en cualquier par cromosémico. De
igual manera los isocoros de alta densidad se ubicaron en las bandas claras u opacas.
Estas observaciones confirmaron que las regiones oscuras o fluorescentes a nivel cromo-
sémico, ricas en Adenina-Timina, son entonces regiones de baja densidad génica. Por
otro lado, la técnica de bandeo R, que recibe su nombre al generar una coloracién reversa
a la observada en la banda G, exhibe en los cromosomas bandas claras que determinan
regiones ricas en Adenina-Timina y oscuras ricas en Citocina-Guanina. De este modo, la
técnica de bandeo R permite visualizar las regiones ricas en actividad génica en cada uno
de los cromosomas de la especie analizada, mediante la visualizacién de regién como
bandas oscuras a lo largo del cromosoma. Una de las caracteristicas mds relevantes en
esta técnica de bandeo radica en la facilidad de observacién del cromosoma X inactivo
en las hembras de los mamiferos al presentarse este de coloracién clara en una mayor
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proporcién con respecto a su homdlogo. La inactivacién de este cromosoma se origi-
na por procesos complejos a nivel molecular que tienen como objetivo generar un RNA
de funcién silenciadora denominado RNAXist encargado de cubrir el cromosoma X
inactivo génicamente (Plath, 2002). Citogenéticamente este hecho se observa como un
cromosoma X sin coloracién positiva u oscura en bandeamiento R (Schmidtetal., 1982),
lo que confirma su baja actividad génica.

Otras técnicas adicionales de bandeo permiten la deteccién de caracteristicas puntuales
a nivel cromosémico recibiendo el nombre de Bandeo No Diferencial, porque no hace
distincién entre los cromosomas de una célula y por lo tanto no permite la organizacién
de un cariotipo. Este tipo de bandeo permite una sencilla visualizacién de segmentos de
heterocromatina la cual tiene una caracteristica basica sugerida y es el silenciamiento
de los genes que alli se encuentren. Aunque la funcionabilidad de la heterocromatina atin
se encuentra en discusién, Jackson, 1971, durante su disertacién en “The Karyotype in
Systematics”, enfatiza numerosos ejemplos biolégicos en donde se sugiere a la heterocro-
matizacién como un mecanismo de defensa para el silenciamiento de genes mutados
que en caso de permanecer activos acarrearian serios problemas en el desarrollo biolé-
gico del individuo y en su fertilidad. Las técnicas cldsicas de bandeo cromosémico des-
critas para la visualizacién de heterocromatina son las Bandas Cy para la visualizacién
de RNA ribosomal, las Bandas NOR (Verma y Babu, 1995; Drets, 2002). Estas sefiales
pueden ser distintivas en cada especie, encontrdndose aumentadas en una o dismi-
nuidas en ndimero y/o tamafio en otras, e incluso con cambio en posicién cromosé-
mica, lo que permite la identificacién de cromosomas marcadores (portadores de la
sefial), utiles para la diferenciacién entre especies.

Para las ardillas colombianas los patrones de bandeo G han sido descritos con anterio-
ridad (Arango et al., 2007). Sin embargo, las observaciones acerca del comportamiento
de otros tipos de bandeamiento cromosémico sobre las ardillas colombianas es inci-
piente, encontrandose solo una referencia (Arango, et al., 2007).

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra y procesamiento para obtencién de cromosomas metafésicos a partir
de sangre periférica. Se obtuvo la colaboracién de la Unidad de rehabilitacién y rescate
de animales silvestres de la Universidad Nacional de Colombia (URRAS) y del Centro de
recepcién de fauna de la Secretaria de Ambiente (CRRF), en Engativd4, Bogotd. Para cada
unidad se realizé un documento explicativo del trabajo a realizary se llevé a cabo una reu-
nién formal y presencial para exponer la problemadtica de la investigacién. Una vez acepta-
dos los términos entre las entidades se comenzé con el muestreo con fines puramente
académicos.

Identificacién, registro fotografico de ejemplares de ardillas colombianas alojadas y
establecimiento de morfotipos. El registro fotografico se realizé junto con la toma de
datos provenientes de la historia clinica de cada ejemplar al momento de tomar la
muestra, registrando nimero de identificacién, posible procedencia, género, edad,
tamafio corporal y patrén de coloracién del pelo en la zona ventral, dorsal y cola.
Toma de una muestra de sangre periférica de ejemplares de ardillas colombianas para
andlisis citogenético. El médico veterinario de cada centro de rescate animal (CRRF -
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URRAS) realizé una sedacién con ketamina a cada ejemplar para minimizar el estrés
producido por el procedimiento y luego realizé una venopuncién por ejemplar para
extraer 1 ml de sangre periférica heparinizada. La muestra de cada ejemplar recibié un
c6digo numérico Unico para ser procesada dentro de las instalaciones del Laboratorio
de Citogenética, Instituto de Genética, Universidad Nacional de Colombia, con el fin de
obtener cromosomas metafasicos. Adicionalmente, se registré el ndimero de la historia
clinica, tatuaje, y/o microship subcutdneo, con el fin de remitir los informes pertinentes
a los centros que participaron en el estudio.

Procesamiento de la muestra sanguinea heparinizada para la obtencién de cromosomas
metafésicos. Se realizaron dos medios de cultivo para el crecimiento de linfocitos. Cada
medio de cultivo se procesé en un frasco estéril marcado con el cédigo de la muestra 'y
consté de 4 mL de medio RPMI 1640, 1T mL de suero fetal bovino, 100 ul penicilina, 100
pL del agente mitogénico (favina - lectina extraida de Vicia faba) y 0,5 mL de la muestra
del ejemplar. No se utilizé como agente mitogénico fitohemaglutinina M al no propor-
cionar un indice mitdtico éptimo para el andlisis de metafases. Ambos cultivos fueron
incubados a 37 °C por 72 h. Uno de los cultivos recibié un pulso terminal con 40 pL
de bromodeoxiuridina de 5 mg/mL (Sigma®) por 7 horas para obtener bandeo diferen-
cial R. Completo el tiempo de incubacién de ambos cultivos se procedié a la extraccién
de cromosomas metafasicos, afiadiendo 100 pL de colchicina (25 g/mL) a cada cultivo
por un tiempo de 25 minutos, 9 ml de solucién hipoténica KCL 0,075 M por un tiempo
de 20 minutos y fijando el contenido celular con fijador Carnoy (metanol: acido acético
Merck® en proporcién 3 a 1). La muestra procesada del cultivo con pulso terminal de
bromodeoxiuridina se extendié en ldminas portaobjetos limpias para posteriores téc-
nicas de bandeo cromosémico con banda R mientras que la muestra procesada del
cultivo sin pulso terminal se extendié para las técnicas de bandeo G, Q, C, NOR. Se
extendié una lamina por técnica de bandeo.

TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO

Bandeo R. Para esta técnica se siguié el protocolo propuesto por leshima et al., 1984,
con modificaciones. Las laminas extendidas fueron expuestas a una solucién de flouro-
cromo Hoescht 33258 (0,2 mg/mL) por 25 minutos. Las ldminas lavadas y secadas se
cubrieron con una solucién de 2XSSC y se incubaron en una cdmara cerrada con lam-
para de mercurio por 8 minutos. Se procedié a la tincién con colorante Giemsa a 4 %
en agua destilada y metanol, por 7 minutos. Finalmente, las [dminas se lavaron con agua
y se secaron al aire para su observacién al microscopio éptico.

Bandeo Q. Para esta técnica se siguié el protocolo propuesto por Caspersson et al.,
1970, con modificaciones. Las ldminas extendidas fueron expuestas a una solucién de
Quinacrina al 0,05 % por 15 minutos. Las [dminas lavadas y secadas al aire se cubrieron
con buffer fosfato pH 6,8 para ser observadas en el microscopio de fluorescencia.
Bandeo C. Las |ldminas trabajadas en esta técnica fueron previamente analizadas en
Bandeo Q para la correcta identificacién de cromosomas. Se siguié el protocolo
propuesto por Sumner, 1972, con modificaciones. Las laminas extendidas fueron
expuestas a una solucién de HCl 0,4 N por 50 minutos. Las ldminas lavadas y secadas
se expusieron luego a una solucién de BaOH a 3 % por 24 minutos, para luego ser
deshidratadas en alcohola 70 %y a 96 % por 5 minutos. Cada ldmina fue incubada en
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2xSSCa 59 °Cpor 16 horas, para luego realizar una nueva deshidratacién en alcohol
a70%ya 96 % por 5 minutos y colorear con colorante Giemsa a 5 % en buffer fosfato
pH 6,8 por 15 minutos. Finalmente, las |[dminas se lavaron y secaron al aire para su
observacién en el microscopio éptico.

Bandeo NOR. Las |[dminas trabajadas en esta técnica fueron previamente analizadas en
Bandeo Q para la correcta identificacién de cromosomas. Se siguié el protocolo pro-
puesto por Goodpasture y Bloom, 1975, con modificaciones. Las |dminas extendidas
fueron cubiertas con una solucién de AgNOs a 50 % p/v en agua destilada. Cada pre-
paracién se incubd en cdmara himeda a 37 °C durante 48 horas. Las |dminas fueron
tefiidas con colorante Giemsa a 2 % en agua destilada por 15 segundos para su obser-
vacién en el microscopio éptico.

REGISTRO FOTOGRAFICO DE METAFASES Y ORGANIZACION DE CARIOTIPO

Se tomaron microfotografias digitales a las metafases analizadas en cada técnica cito-
genética, mediante el uso de un microscopio 6ptico y el software para obtencién y andlisis
de imdgenes Lucia Karyotyping®. Cada imagen fue organizada para la obtencién del
cariotipo del ejemplar, tomando como base el cariotipo publicado para Sciurus granatensis
(Arango etal., 2007)

ANALISIS DE RESULTADOS

Los cariotipos de cada ejemplar en cada una de las técnicas de bandeo cromosémico
fueron comparados para establecer diferencias cromosémicas, en cuanto rearreglos o
polimorfismos. Se establecieron citotipos y se analizaron las variaciones cromosémicas
entre citotipos y morfotipos.

RESULTADOS

Morfolégicamente y a través de la observacién de la coloracién del manto, se lograron
establecer dos morfotipos principales (morfotipo Ay B; Fig. 1) diferenciables por la
presencia o ausencia de una banda gruesa de coloracién negra en el dorso del animal,
adicional a la gran variedad de tonalidades presentes en los ejemplares de ardillas co-
lombianas y que fueron descritas con anterioridad por Emmons, 1990.

Luego del bandeamiento cromosdémico utilizando técnicas diferenciales Q y R, se esta-
blecié para todos los ejemplares un ndmero cromosémico de 2n=42 con grupos cromo-
sémicos seglin las caracteristicas descritas por Arango et al., 2007. Para cada uno de los
dos morfotipos (Ay B) se detecté una morfologia acrocéntrica o metacéntrica del cro-
mosoma 16 registradas mediante microfotografia digital con ayuda del software Lucia
Karyotyping® (Fig. 2; Fig. 3). Lo anterior permitié observar que tinicamente los ejem-
plares del morfotipo B, presentaban un par cromosémico 16 de morfologia submeta-
céntrica, mientras que en los individuos del morfotipo A, la morfologfa del cromosoma
16 era acrocéntrica, confirmando asi la presencia de dos citotipos en Colombia (Arango
etal., 2007). Otra caracteristica citogenética detectada en los ejemplares del morfotipo
A fue una variacién en la morfologia y el patrén de bandeo de un par cromosémico
que luego de la organizacién del cariotipo fue localizado en la posicién 17. Esta obser-
vacién sugiere la presencia de varios citotipos en el grupo.
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Figura 1. Morfotipos presentes en las ardillas colom-bianas del género Sciurus. Obsérvese la gran variacién
en coloracién del manto con tonalidades rojizas, amarillas o negras. A1y A2: Morfotipo A con manto sin
banda negra en el dorso. B: Morfotipo B, ejem-plar con banda negra en el dorso. Ver versién online.

Figura 2. Metafases en Bandeo Q de dos ejemplares de |a ardilla colombiana. A. Metafase del morfo-
tipo A mostrando el par cromosémico 16 acrocéntrico que lo caracteriza. B. Metafase del morfotipo
B mostrando el par cromosémico 16 submetacéntrico que lo caracteriza y el cromosoma Y.

Para cada uno de los morfotipos se establecieron las caracteristicas del patrén de ban-
deo C (Fig. 4; Fig. 5; Fig. 6) y NOR, con el fin de localizar heterocromatina centromérica



Vol17-2J_Maquetacion 1 21/11/12 6:13 Péagina 329 %

Acta biol. Colomb., Vol. 17 n.°2,2012 329

m nnn frennn
((HH?SH Hnn“ "

0
C2 U0 00 %0 00 BE wd a i N8 g
1 12 13 14 15 | B | 1 1 13 194 15 H

Age P! At g e Blﬁlllllllu'

1§ 4 1 18 k] % 4 8 1 ki ¥

[ _ 2

Figura 3. Metafases en Bandeo R de la ardilla colombiana. A. Metafase de una hembra del morfotipo A.
B. Metafase de un macho del morfotipo B. Né6tese en ambos casos el patrén de inactivacién de uno de
los cromosomas sexuales y de los brazos largos de los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5y 9 en ambos morfotipos
y del cromosoma 17 en el morfotipo A. *Nota: La adjudicacién de posicién del cromosoma 16 en ambos
casos es determinada segtn la disposicién de los demds pares cromosémicos. En el momento y a nivel
de citogenética convencional no es posible asegurar similitud génica del par cromosémico 16 y17 de
ambos morfotipos.
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Figura 4. A. Metafase en bandeo C de una hembra del morfotipo A. B. Metafase en bandeo C de un
macho del morfotipo B. Se destacan los cromosomas 16 que definen los cariotipos de ambos morfo-
tipos y la ausencia de bandeo C positivo en el cromosoma sexual Y.

y regiones organizadoras nucleolares (Fig. 7). Adicionalmente se encontraron diferen-
cias en el patrén de bandeo C de los citotipos del morfotipo A, segtin morfologia del
cromosoma 17 (Fig. 5).

DISCUSION

Las técnicas de bandeo diferenciales tienen como fin el reconocimiento y la organizacién
del cariotipo de una especie. En algunos mamiferos, especificamente en los humanos
y en algunos primates, el cromosoma Y tiene en su porcién terminal una regién bastante
rica en contenido de Adenina y Timina, evidencidndose como una porcién de fluo-
rescencia intensa mediante la técnica de Bandeo Q (Schmid et al., 1992). En el caso de
las ardillas colombianas, el tamafio del cromosoma Y supondria una gran repeticién de
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Figura 5. Metafases en Bandeo Q y su corres-pondiente imagen en Bandeo C para dos cito- tipos del
morfotipo A. A. Bandeo Q y C de un citotipo con cromosoma 17 tipo a Se detallan los cromosomas
14,16 y 17. Se observa una sefial positiva centromérica en el cromosoma 14, indicando una inversién
pericentromérica. B. Bandeo Q y C, se detallan los cromosomas 16, 17 y Y.
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Figura 6. Sefiales positivas en Bandeo C de los ejemplares de la ardilla colombiana. Sin importar el
citotipo, se ob-serva una sefial de heterocromatina centromérica aumen- tada del brazo largo de los
cromosomas 3 e inversién pericentromérica en los cromosomas 14. La sefial inters-ticial de
heterocromatina centromérica del cromosoma 5 Unicamente se encuentra en los citotipos del
morfotipo A. En los individuos del morfotipo B, el cromosoma 5 solo presenté sefal positiva para
centrémero

Adenina y Timina que, debido a la afinidad con la quinacrina, proporcionaria una lu-
minosidad fuerte en la metafase mediante bandeo Q. Sin embargo, esta suposicién no
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Figura 7. Sefiales positivas en Bandeo NOR de los ejemplares de la ardilla colombiana. Sin importar el
citotipos, se observan sefiales positivas para regiones organizadoras nucleolares (NOR) en los
cromosomas 1, 3, 4y 20.

se detectd en ninguno de los ejemplares macho estudiados. De hecho ningtin otro cro-
mosoma presenté fluorescencia aumentada (Fig. 2).

Por otro lado, la banda R permitié detectar no solo la inactivacién de uno de los cro-
mosomas X en las hembras (Fig. 3A), sino también un patrén de inactivacién en el
cromosoma Y (Fig. 3B), patrones de inactivacién no esperados en los brazos largos de los
cromosomas 1, 2, 3,4, 5y 9 (Fig. 3B) en ambos morfotipos y patrén de inactivacién en
brazos largos de los cromosomas 17 de algunos ejemplares del morfotipo A (Fig. 3A). Los
patrones de inactivacién en uno de los cromosomas sexuales, son patrones esperados
que demuestran los mecanismos de compensacién génica, por medio de silenciamiento
(Plath, 2002). Sin embargo, no es comtin encontrar una gran variedad de autosomas con
estos patrones de inactivacién en mamiferos. Generalmente se tiende a relacionar una
banda C positiva con un patrén de inactivacién claro en bandas R, debido a la baja
expresion génica en esas zonas. Sin embargo, las regiones de inactivacién en autosomas
observadas en estas ardillas no corresponden a bandas C positivas (Fig. 4; Fig. 5; Fig. 6),
por lo que una explicacién a este hecho puede deberse no solo a la cantidad de hete-
rocromatina presente en estas zonas sino también a la baja densidad y expresién de los
genes que alli se encuentran. Llama la atencién que en todos los citotipos del morfotipo
A en donde el par cromosémico 17 presenta un alto heteromorfismo, este se encuentre
siempre inactivo en banda R. En este caso se podria sugerir que el genoma utiliza me-
canismos de silenciamiento a este nivel para proteger a la especie de estos cambios cro-
mosémicos que pueden llegar a traducirse en cambios génicos posiblemente deletéreos
(Jackson, 1971). Siguiendo este planteamiento, al momento de observar la gran varia-
bilidad citogenética intraespecifica en ardillas colombianas, es de suponer que estas de-
ban poseer un mecanismo de proteccién a cambios negativos para la perpetuidad de su
especie, por lo que los mecanismos de silenciamiento podrian ser la clave.

En los cromosomas existen regiones que de hecho, no tienen o poseen una muy baja
expresion génica. Estas regiones reciben el nombre de heterocromatina y es definida
como el material cromosémico de mayor condensacidn, rico en Adenina y Timina en
bastantes repeticiones, que se observa al microscopio por medio de la técnica de Banda
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C (Drets, 2002). La distribucién de la heterocromatina en el genoma puede variar entre
las especies (Jackson, 1971). De hecho, las diferencias en la cantidad, posiciény propie-
dades de la heterocromatina entre especies relacionadas son muy comunes y pueden ser
utilizadas como marcadores especificos para la identificacién. La observacién de la
pérdida o ganancia de heterocromatina en los cromosomas puede sugerir la accién de
un mecanismo cromosémico involucrado durante la diferenciacién de una especie base
a otra relacionada. Un ejemplo es la pérdida de heterocromatina causada por una fu-
sidon centromeérica. En este caso la formaciéon de un cromosoma metacéntrico o subme-
tacéntrico por medio de una fusién centromérica origina la pérdida de cierta cantidad
de heterocromatina de alguno o de ambos cromosomas acrocéntricos involucrados en
el rearreglo. En las ardillas colombianas se pudieron observar caracteristicas relevantes
a nivel de bandeo C. En primer lugar, el cromosoma Y no presentd sefial positiva evi-
dente para esta técnica de bandeo (Fig. 4), hecho que generalmente se observa en los
cromosomas Y de los mamiferos debido a su alto contenido de Adenina y Timina. Todos
los cromosomas presentaron sefiales positivas en las constricciones primarias, confir-
mando la presencia de centrémero. Unicamente el cromosoma 16 del morfotipo A no
evidencié de forma clara una tincién C positiva a nivel de centrémero (Fig. 4), lo que
sugiere que el origen de este cromosoma pudo darse por posible fisién centromérica
previa en un cromosoma submetacéntrio o metacéntrico del cariotipo ancestral, oca-
sionando una pérdida parcial a nivel de centrémero (Jackson, 1971), confirmando asf
la sugerencia de Arango y Bueno, en prensa, en donde se supone que uno de los pri-
meros rearreglos cromosémicos estructurales que permitieron la especiacién de la ar-
dilla colombiana fue la fisién céntrica de un cromosoma metacéntrico de una especie
relacionada. Una observacién interesante en este tipo de técnica, concierne a la asocia-
cién entre el tipo de bandeo C presente en el cromosoma 17 y su morfologfa cromo-
sémica. Seglin documentos anteriores (Arango y Bueno, en prensa), las ardillas colom-
bianas presentan varios citotipos diferenciados por la morfologfa y patrén de bandas
de los cromosomas 16 y 17. En el caso especifico del cromosoma 17, la banda C
muestra distintos patrones de bandeo dependiendo de la variacién morfolégica que
este tenga. Por tal motivo, en algunos citotipos especificamente con cromosomas 17
tipo a o d, se pueden encontrar cromosomas 17 con banda C positiva tinicamente en la
constriccién primaria (centrémero; Fig. 5A), mientras que en otros se pueden detectar
sefiales positivas tanto para centrémero como para regiones intersticiales de brazo largo
(Fig. 5B). Sin embargo, sin importar la variacién citogenética del cromosoma 17, se
encontraron en todos los ejemplares sefiales de bandeo C positivas relevantes, como por
ejemplo, una sefal de heterocromatina centromérica aumentada en el brazo largo de los
cromosomas 3 e inversién pericentromérica en los cromosomas 14 (Fig. 6). Solamente
para los ejemplares del morfotipo A se encontraron sefales intersticiales en el brazo largo
de los cromosomas 5 (Fig. 6). Estos hallazgos tienen interés en aspectos evolutivos porque
pueden estar indicando procesos cromosémicos involucrados en fenémenos de especia-
cién. Por ejemplo, la sefial intersticial en el brazo largo del par 5 de |a ardilla colombiana,
supondria un rearreglo cromosémico tipo fusién en eventos previos, posiblemente luego
de la primera fisién céntrica comentada ya, en relacién con el origen posible del cromo-
soma 16 acrocéntrico del morfotipo A de la ardilla colombiana. De igual manera, las
inversiones pericentroméricas juegan un papel relevante para la generacién de nuevas
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morfologias cromosémicas en el cariotipo de la especie que incluso pueden afectar el nu-
mero fundamental de la misma (Jackson, 1971; Sumner, 2003). En este caso, una inver-
sién pericentromérica cambia el tamafio tanto del brazo largo como del corto del cro-
mosoma, pudiendo generar un cromosoma submetacéntrico a partir de un metacéntrico
y viceversa. En el caso de las ardillas colombianas, el cromosoma 14 presenta una inver-
sién pericentromérica originando un cromosoma metacéntrico con brazo corto posible-
mente de mayor tamafio que el de la especie parental. Debido a que todos los citotipos
evaluados tienen esta misma caracteristica, es probable que estos rearreglos que invo-
lucran la cantidad y disposicién de la heterocromatina centromérica sean predecesores
de los rearreglos tipo fisién o fusién cromosémica ya explicados.

Las regiones organizadoras del nucleélo (NOR) forman una constriccién secundaria
dentro del cromosoma que puede ser identificada mediante la utilizacién de nitrato de
plata (Drets, 2002). Son zonas altamente activas transcripcionalmente y su funcio-
nabilidad radica en la capacidad de producir ARN ribosomales necesarios para la
sintesis de proteinas en la célula durante un ciclo celular. Los genes de ARN ribosomales
se encuentran dentro de estas regiones organizadoras y pueden encontrarse en un solo
sitio en un par de cromosomas homdlogos dentro de la especie. Por ejemplo, los NOR
de los ratones han sido ubicados hasta en seis pares de cromosomas, mientras que en
los humanos se han encontrado NOR en 5 pares cromosémicos. La localizacién del
NOR dentro de un cromosoma puede ser generalmente cerca de las partes terminales
aunque también se han encontrado reportes de observaciones NOR en zonas inters-
ticiales (Sumner, 2003). Dentro de las ardillas colombianas se encontraron 4 pares
de cromosomas con tinciones NOR positivas: cromosomas 1, 3 y 4 con sitios NOR en
la regién subterminal del brazo largo y cromosoma 20 con tincién NOR positiva en la
region terminal del brazo largo (Fig. 7). Estas tinciones se mantuvieron en todos los
ejemplares analizados, permitiendo establecer estas regiones como marcadoras para la
ardilla colombiana en general. No se encontraron diferencias de posicién de NOR
dentro del grupo analizado. Sin embargo, existen cuestionamientos interesantes sobre
si las bandas NOR realmente concretan la visualizacién de la totalidad de las regiones
organizadoras nucleolares, porque en algunos casos, por efecto de la dominancia o re-
cesividad los sitios NOR inactivos pueden no expresar las proteinas argentofilicas
responsables de la presencia de la tincién caracteristica (Dobigny et al., 2002). Por lo
tanto serfa prudente confirmar la localizacién de los sitios NOR encontrados en las ar-
dillas colombianas y determinar si es posible la deteccién de otros sitios NOR no
activos, mediante técnicas de hibridizacién fluorescente utilizando sondas especificas
para marcadores de regiones organizadoras nucleolares (Phillips y Reed, 1996).

Con lo anterior es claro que a nivel citogenético son muchas las herramientas que pueden
ser utilizadas para la explicacién de las diferencias genéticas entre especies relacionadas
y que el correcto uso y la combinacién de las mismas pueden generar datos o respuestas
relevantes a inquietudes no solo sistematicas sino también evolutivas.
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