Cariotipo del Titi Gris (Saguinus leucopus) Mediante Bandas R-Replicativas

Karyotype of Titi Grey (Saguinus leucopus) Through R-Replicative Bands
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Resumen. Colombia es considerado un pais megabiodiverso,
ostentando varias especies endémicas como Saguinus
leucopus. El Titi gris, como es vulgarmente llamado, habita
bosques tropicales, es omnivoro y de habitos diurnos, y se
destaca como dispersor de semillas. Morfolégicamente se
caracteriza por su reducido tamaiio, pelaje café y dorso plateado.
Se organiza en grupos familiares formados por la pareja y su
descendencia, con una hembra dominante, la cual es la Unica que
cria. Debido a factores fundamentalmente de origen antropico,
se encuentra catalogada como especies en peligro de extincion
por la UICN y esta registrado en el apéndice I del CITES. Aun
cuando se han realizados estudios sobre su biologia basica, son
pocos los reporte sobre la evaluacion citogenética y ninguno
sobre cariotipo con bandas R—-Replicativa. En esta investigacion
se realizo el cariotipo y €l idiograma, con bandas R-Replicativas,
mediante la incorporacion de 5-bromo-2"-deoxiuridina (BrdU)
en sangre periférica estimulada con fitohemaglutinina de S.
leucopus. Los resultados mostraron un cariotipo 2n = 46,
con un numero fundamental (NF) de 76. Los cromosomas se
organizaron en cinco grupos de acuerdo con su forma y tamario.
El grupo A, es conformado por 3 pares de cromosomas grandes
submetacéntricos; el grupo B, por 5 pares de cromosomas de
tamario medio metacéntricos o submetacéntricos; el grupo C, por
6 pares acrocéntricos y el grupo D, por 8 pares subtelocéntricos
y el par sexual XX/XY. El cromosoma "X” es de tamafo medio
submetacéntrico y el "Y” es metacéntrico, y de los mas pequefios
del genoma. Finalmente, se propone un idiograma con bandas
R- Replicativa con base en mitosis en estadio III de replicacion.

Palabras clave: Tamarino, idiograma, nimero fundamental,
polimorfismo.

Abstract. Colombia is considered a mega-biodiverse country,
boasting several endemic species such as Saguinus leucopus.
The Marmoset gray, as is commonly called, inhabits tropical
forests, is omnivorous and diurnal, and stands as seed
dispersers. Morphologically characterized by small size, brown
fur and silver back. It is organized in family groups formed by
the couple and their offspring, with a dominant female, which is
the only breeding. Due mainly to anthropogenic factors, is listed
as endangered species by IUCN and is registered in Appendix I
of CITES. Although studies have been conducted on the basic
biology of S. leucopus, there are few reports on the cytogenetic
evaluation and none on banded karyotype R - Replicative. In
this research was performed the karyotype and ideogram with
replicating R-bands by incorporating 5-bromo-2*-deoxyuridine
(BrdU) in peripheral blood stimulated with phytohemaglutinine
of 8. leucopus. The results showed a karyotype 2n = 46, with a
fundamental number (NF) of 76. Chromosomes are organized into
five groups according to their shape and size. Group A, is made
up of three pairs of large submetacentric chromosomes; group
B for 5 pairs of chromosomes metacentric or submetacentric
average size; group C for 6 acrocentric pairs; and group D by 8
pairs subtelocentric and sexual pair XX/XY. The "X” chromosome
is medium submetacentric, and the "Y” is metacentric and the
smallest genome. Finally, we propose an R-banded ideogram
based Replicative mitosis stage III replication.

Key words: Tamarin, idiogram, fundamental number,
polymorphism.

Colombia es privilegiada por su ubicacion geografica
y variedad de climas y es uno de los paises mas ricos
del mundo en biodiversidad, llegando a ser reconocido
como el cuarto en el mundo con mayor riqueza en
términos de diversidad de primates. Tal es el caso de
los primates de la subfamilia Callitrichinae, de los que
se han encontrado dos géneros con siete especies en
el territorio colombiano, dentro de las cuales se halla
Saguinus leucopus (Umana, 2003) o titi gris, como
es llamado vulgarmente. Esta especie es endémica
de Colombia, y su area de distribucién es la mas

reducida de todas las especies del género. Los limites
de su disposicién geografica se encuentran en la orilla
oriental del bajo rio Cauca, la orilla occidental del rio
Magdalena, incluyendo todas las grandes islas, y el
pie de monte de la Cordillera Central, registrandose
hasta los 1.500 m de altura. Se encuentra en el
noroeste de Antioquia, en los municipios de Caceres,
Valdivia, Porce y en el valle medio del rio Nenchi, sur
de Bolivar, oriente del departamento de Caldas y en
el norte de Tolima, hasta las cercanias de Mariquita
(Defler, 2003).
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La especie Saguinus leucopus fue registrada por
Guinther en 1877, quién describié a Medellin como su
localidad tipo; sin embargo, los ultimos grupos fueron
observados en la ciudad en la década del treinta
(Cuartas, 2001). Dentro del reino animal, el mono titi
gris pertenece al filo Chordata, clase Mammalia, orden
de los Primates, familia Callitrichidae y al género
Saguinus (Chiarelli, 1972). En el 2003, Defler indicd
la posible existencia de dos subespecies, tal como
habia sido mencionado anteriormente por Hernandez
y Cooper (1976); estas hipdtesis se fundamentan
en el hallazgo de dos especimenes, colectados en
Mariquita, que se diferencian levemente en el tono
de su pelaje.

Diversos estudios sobre su habitat y comportamiento
muestran que suelen ubicarse en bosques secos
u himedos tropicales, con vegetacion primaria y
secundaria (Carvajal y Galvis, 2007). Normalmente
habitan cerca de alguna corriente de agua,
preferencialmente en el borde forestal (Emmons y
Feer, 1999). Su pequeiio tamafo es una caracteristica
que ha distinguido los tamarinos o titis de otros monos
del nuevo mundo; pero a su vez, se diferencian por
presentar garras modificadas, por la presencia de
dos dientes molares en uno u otro lado de cada
mandibula, y por la incidencia de partos mdltiples,
siendo el gemelar el mas frecuente (Kinzey, 1997).
Para S. leucopus se ha encontrado que la longitud del
cuerpo alcanza de 22,0 a 29,0 cm con un promedio
de longitud de la cola de 38,0 cm y un peso de
alrededor de 440 a 490 g (Morales et al., 2006). El
pelaje del dorso es color café y con una apariencia
plateada, pues el pelo es café en su base y se aclara
casi completamente hacia la punta, esta mezcla va
siendo dominada por el blanco a medida que se va
hacia los flancos y las extremidades, las cuales son
casi blancas, como la cola, no prensil, que es café con
el extremo blanco. La cara tiene escaso pelo y esta
enmarcada por una franja delgada de pelo blanco.
Por su morfologia también recibe el nombre vulgar de
tamarino manos blancas (Defler, 2003).

El titi gris es un primate de habitos diurnos
y arboricolas. Siendo omnivoro, su dieta es
fundamentalmente frugivora (Arias y Jaramillo, 2006)
y se destaca como dispersor de semillas; hay reportes
que indican que S. leucopus es un primate con alta
flexibilidad de comportamiento en cuanto a la dieta,
reflejandose en la capacidad de estos primates para
probar nuevos alimentos y utilizar herramientas
para conseguirlos; ademas, tienen la capacidad de
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trasmitir esta informacion a los otros individuos del
grupo (Poveda, 2000). Estos primates, suelen vivir en
grupos de 2 a 15 individuos, aunque se han observado
ocasionalmente animales solitarios. Normalmente, los
grupos familiares son integrados por una pareja y
sus hijos; la madre, hembra dominante, es la Unica
que cria a pesar que en el grupo pueden haber varias
hijas con madurez sexual. La gestacion dura de cinco
a seis meses, con partos coincidentes con la época de
abundancia de alimentos (Defler, 2003). Su conducta
sexual es monogamica y puede presentar longevidad
de hasta 18 afios (Poveda, 2000).

En la actualidad muchas de sus poblaciones se
han adaptado a sobrevivir en habitats altamente
fragmentados y degradados (Fajardo, 2000), con intensa
colonizacién humana y deforestacion (Poveda y Sanchez,
2004). En 2001, Cuartas concluye que el futuro de esta
especie es preocupante, fundamentalmente por accion
de actividades antrdpicas. Asimismo, se han registrado
casos de caza y comercializacién ilegal del titi gris
(Defler, 2003). Para su conservacién se destacan varias
acciones: se encuentra incluida en el apéndice I de la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES, 2011),
lo que quiere decir que su comercio esta restringido a
casos excepcionales, como la investigacion cientifica.
Ademas, bajo los criterios de la Union Internacional
para la Conservacién de la Naturaleza (International
Union for Conservation of Nature, UICN, 2001; se le
considera como una especie en peligro de extincién;
lo que se justifica en la reduccién critica de la
poblacion silvestre (>50%) en los Ultimos 18 afios
(Morales et al, 2008), su marcado endemismo vy la
severa destruccion y reduccion de su habitat (Chiarelli,
1972). Para el 2003, S. leucopus se conservaba en
algunas reservas, como en la Sierra de San Lucas y
en el Cafidon del Rio Alicante, sin la existencia de un
plan oficial de areas de reserva para la proteccion y
conservacion de ésta especie (Defler et al,, 2003). Sin
embargo, para el afio 2006 el Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial en su Resolucion 684
dictamind especificaciones para el manejo, estudio
y conservacion de esta especie, como medida de
compensacion para la empresa privada que realiza
obras civiles en dareas habitadas por S. leucopus.
Para el mismo afio, se realizd un estudio en el cual
se encontraron mas poblaciones de monos Titi de las
esperadas en la reserva natural de la serrania de San
Lucas, indicando que la zona se ha convertido en un
buen refugio (Defler, Savage y Bueno, 2008). También
sobresale una campaiia en curso para la creaciéon de
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un area de proteccion para esta especie, en conjunto
con el mono Ateles hybridus; un programa regional
de conservacion, apoyado por EAZA Callitrichid Taxon
Advisory Group, la asociacion europea de zooldgicos
y otras organizaciones nacionales e internacionales
(Bairrdo et al., 2005), que ya registra frutos (Morales
y Vejarano, 2007); y el Centro de Rehabilitacion
de Fauna Silvestre del Oriente de Caldas (Ldpez,
2007). Actualmente, el titi gris se encuentra en siete
zooldgicos colombianos, presentando problemas en
reproduccidén y supervivencia, por lo que existe la
necesidad de obtener conocimientos sobre su manejo
en cautiverio (Bairrao et al., 2005).

En cuanto a la caracterizacion citogenética, las pocas
investigaciones realizadas, con tincion homogéneas,
bandas Gy Q, reportan que el titi gris tiene un nimero
cromosomico de 2n = 46 (Leal, 2004; Tabares et
al, 2008; Castafieda et al, 2010). Sin embargo,
no existen reportes sobre cariotipo con bandas R
replicativas de alta resolucién; por tal motivo, en el
presente trabajo se plated la realizacion del cariotipo,
con su respectivo idiograma, del titi gris (Saguinus
leucopus) usando Bandas R- Replicativas mediante la
incorporacion del BrduU.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién. El estudio se realizd en dos machos
y una hembra de la especie Saguinus leucopus,
ubicados en el Parque Zooldgico Santa Fe (Medellin,
Colombia). Los individuos, aparentemente sanos, en
buena condicién corporal y una actitud activa, no
presentaron sintomas y/o signos que sefialaran que
se estuviese presentando alguna patologia particular.

Toma de la muestra. Para la toma de muestra, se
rasurd y desinfectd la zona correspondiente a la vena
femoral de donde se recolecté de sangre periférica
(2 mL) usando como anticoagulante heparina sddica.
La muestra se llevd al Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, donde fue procesada.

Siembra. Los cultivos se realizaron siguiendo el
método descrito por Moorhead et al. (1960); donde,
cada cultivo se llevé a cabo en condiciones asépticas
con 1 mL de sangre periférica heparinizada en 8 mL de
medio RPMI 1640 (SIGMA® R6504), suplementado al
10% con SFB (BioWhittaker-Lonza 14-501F), 100 pg/
mL de estreptomicina, 100UI de penicilina y 0,1 mL
de fitohemaglutinina, PHA, (SIGMA®). Los cultivos
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se incubaron a 37 °C durante 72 h. Seis horas antes
de la cosecha, se agregd 100 pL de BrdU (2ug/mL)
(SIGMA®). 30 min previo a la cosecha los cultivos
fueron sometidos a un bloque mitético con 100 pL de
colcemid (10 pg/mL) (SIGMA®),

Cosecha. Los cultivos en suspension se transfirieron
a tubos conicos, se centrifugaron a 800 g durante 10
min, y luego se descartd el sobrenadante. Después
de homogenizar el pellet, las células se trataron con
una solucion hipotoénica de KCI (0,075 M) durante 10
min. Seguidamente, se centrifugd en las condiciones
anteriormente descritas y se procedid con la fijacion.

Para fijar las muestras se utilizd fijador fresco
preparado con metanol (MERCK®): &cido acético
(MERK®), en proporcion 3:1. La fijacién de la
muestra se llevd a cabo agregando gota a gota el
fijador, mediante agitacion fuerte, y maniobrando
rapidamente la muestra. Los tubos se dejaron reposar
por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizaron centrifugaciones sucesivas bajo las
mismas condiciones, retirando en cada caso el
sobrenadante y re-suspendiendo el pellet en fijador.
Por dltimo, el botdn celular se re-suspendié en un
pequefio volumen de fijador para el goteo.

Goteo. El goteo se realizd sobre portaobjetos
previamente frotados con etanol (MERK®). Una
fraccion de la suspension obtenida se goted a una
altura de 45-55 cm en portaobjetos pre-goteados
con fijador. Una vez goteadas las placas, se flamed
cuidadosamente controlando la temperatura, usando
como indicador el dorso de la mano.

Coloracion diferencial para bandas cromosémicas
R-replicativas. Las laminas fueron coloreada
usando el método de Camargo y Cervenka (1982),
modificado en el Laboratorio de Biotecnologia Animal
de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, tal como se describe a continuacion:
las laminas envejecidas durante 3 a 5 dias fueron
sumergidas en solucién de bisbenzimida (0,3 pg/
mL) (SIGMA®) (Hoechst 33258) durante 10 min.
Posteriormente, se lavaron con agua destilada y
se secaron suavemente para remover el exceso
de agua. Cada lamina, en posicién horizontal, se
impregnd homogéneamente con 2xSSC y fueron
cubiertas con una laminilla cubreobjeto (60 x 22
mm). Cada ldmina se expuso a iluminacién con
una lampara Sylvania Capsylite 75w, 120w PAR 30,
durante 45 min. Pasado este tiempo, se removio la
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laminilla y se lavo con agua destilada. Luego, se le
agregd Giemsa al 4% durante 3 min y se retiro el
exceso de colorante lavando con agua destilada.
La muestra se secd con un mechero, controlando
la temperatura. Para conservar los extendidos
cromosomicos, los portaobjetos se cubrieron con
Entellan (MERCK®), protegidos con cubreobjetos
60 x 22 mm.

Posada, S.; Maturana, D.M.; Bautista Lopez, J.B.

Elaboracion Cariotipo. Los extendidos cromosomicos
se analizaron en un microscopio ZAISS® Primo Star con
objetivo de inmersion 100X. Para la determinacion del
numero cromosdmico se evaluaron 50 mitos de cada
ejemplar muestreado; se seleccionaron 10 mitosis en
estadio III replicativo para la elaboracion del cariotipo
y del idiograma propuesto, asi como también para las
mediciones respectivas (Figura 1).
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Figura 1. Mitosis 46, XY en estadio III replicativo de un macho S. leucopus la cual sirvié de base para la
elaboracién del cariotipo y una de las usadas como referente para la construccion del idiograma.

Seguido a este paso, se localizd el centrémero
y se determind la longitud de los brazos (p y
g) con lo cual se determind la longitud de cada
cromosoma. Una vez realizada estas valoraciones
se procedié al calculo de longitud del genoma,
indice centromérico (IC) (Ecuacién 1) e indice
braquial (IB) (Ecuacion 2).

10i=(£}*100
1

t,1

Ecuacion 1. Calculo del indice centromérico. Siendo Lp,i
la longitud del brazo corto o brazo p y Lt,/la longitud total
del cromosoma correspondiente.

1Bi— [ij
Lp,i
Ecuacion 2. Calculo del indice braquial. Siendo Lp,i la
longitud del brazo p y Lg,/la longitud del brazo g.

Se procedio a la clasificacion de los cromosomas, segun los
criterios expuestos en la Tabla 1 (Lépez y Marquez, 2002),
con lo cual se relacionaron los presuntos homdlogos,
confirmandolo con el indice de homologia (Ecuacién 3).

_Lp,i*Lq,i
Lt.i
Ecuacion 3. Calculo del indice de homologia.

IHi

Tabla 1. Parametro para la clasificacién de cromosomas de S. leucopus, segun la posicion del centrémero.

IC 1B Clasificacion
50-46 1-1,7 Metacéntrico
45-26 1,7-3 Submetacéntrico
26-15 3-7 Acrocéntrico

<15 >7 Subtelocéntrico
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Una vez se establecid la homologia, se estimo el orden
descendente de longitud cromosdmica de acuerdo con
la longitud total del genoma haploide femenino (Ltfh),
(Ecuacién 4), y la longitud relativa de cada cromosoma
(Ecuacion 5).

Z;% cromosoma i

Ltfth =
& 2

Ecuacién 4. Calculo para la longitud haploide del
genoma femenino.

Lri=Lbl 4100
Lihf

Ecuacion 5. Calculo para la longitud relativa. Siendo
Lt la longitud de cada cromosoma.

Es importante realizar la determinacion sexual
genética con anterioridad, debido a que el caso del

macho debe sumarse dos veces la longitud de su X e
ignorarse la longitud del cromosoma Y.

El numero fundamental (NF) se calculé con base
a lo planteado por George y Weir (1974) quienes
determinan que cada cromosomas metacéntrico,
submetacéntrico y acrocéntrico equivale a dos brazos
y los cromosomas subtelocéntricos contabilizan para
un brazo; ademas, el cromosoma X debe evaluarse
segun su clasificacion, pero en el caso del macho XY
se toma en cuenta dos veces el cromosoma X y se
desconoce el cromosoma Y. Finalmente, se construyd
un idiograma con base a 10 metafases de estadio III
replicativo.

RESULTADOS Y DISCUSION
El conteo cromosémico mostré un numero diploide

de 46 cromosomas (2n=46), lo cual coincide con el
numero diploide reportado para Saguinus leucopus

Tabla 2. Clasificacion de los cromosomas de S. leucopus, segun el tamaio y posicion del centromero.

Grupo Cromosoma
A 3 pares submetacéntricos grandes
B 4 pares submetacéntricos de tamafio medio y un par
metacéntrico pequefio
C 6 pares acrocéntricos mediano
D 8 pares subtelocéntricos de tamafio medio
E X submetacéntrico y Y metacéntrico

Ridvis
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Figura 2. Cariotipo 46, XY de un macho Saguinus leucopus.
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(Leal, 2004; Tabares et al, 2008; Castafeda et al,
2010); el nimero fundamental calculado resulta ser
de 76 productos de 56 brazos contenidos en los 14
pares cromosomicos metacéntrico, submetacéntrico
y acrocéntrico, y los 16 brazos producto de los 8
cromosomas subtelocéntricos mas los 4 brazos aportados
por los dos cromosomas X (Nagamachi et al,, 2003).

De acuerdo a la longitud relativa, y a su clasificaciéon
segun la posicion del centrémero, las 23 pares de
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cromosomas fueron clasificados en seis grupos
(Tabla 2) (ISNCN, 2009). Para cada grupo se siguio
un orden decreciente segun el tamafio y posicion
del centromero conformandose de esta manera
el cariotipo (Figura 2) y el idiograma (Figura 3). Es
de anotar que en el idiograma la gama de grises es
utilizada para indicar las intensidades de las bandas
oscuras que en el sistema de bandas R- Replicativos
representan material genético eucromatica (Camargo
y Cervenka, 1982).

a3

X

t 21

Y

[0 Heterocromatina
m Eucromatina

B Polimorfismos

Figura 3. Idiograma del cariotipo de Saguinus leucopus.

El grupo A, es conformado por 3 pares de
cromosomas submetacéntricos grandes. El grupo B,
lo integran 4 pares cromosémicos, clasificados como
submetacéntricos y el par 8 metacéntrico. El grupo C,
es conformado por 6 pares acrocéntricos y el grupo
E por 8 pares subtelocéntricos. Ademas, el par sexual
estd conformado por un cromosoma “X” de tamano
medio submetacéntrico y un cromosoma “Y” que
se caracteriza por ser uno de los mas pequefios del
genoma y de caracter metacéntrico.

Aun cuando el cariotipo reportado en este trabajo
coinciden en ndmero (2n = 46) con los reportes de
Tabares et al. (2008), al analizar el cariotipo se pueden
observar algunas diferencias cromosdmicamente
significativas en la medida, en que el cariotipo
reportado por Tabares muestran dos pares de
cromosomas pequeios metacéntrico (cromosomas 4
y 5); mientras que en este reporte, solo existe un
par pequefio metacéntrico (cromosoma 8). Ademas,
el cromosoma Y claramente metacéntrico de este
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cariotipo difiere del presentado en el reporte anteriores
donde se muestra un Y acrocéntrico.

De otra parte, el cariotipo reportado por Tabares y
col, presenta 7 pares de cromosomas considerados
como subtelocéntricos en comparacion de 8 exhibido
en este reporte. Todas estas diferencias detectadas
entre este reporte y las publicaciones previas permite
plantear varias alternativas: la primera, es que en
este reporte se esté dando a conocer un nuevo
cariomorfismo presente en las poblaciones de donde
proceden las ejemplares muestreados. En este caso,
se tendria que confirmar este hallazgo realizando un
muestreo con ejemplares procedente de la regién de
Antioquia, de donde posiblemente provienen estos
individuos. La segunda posibilidad, es que los reportes
previos en Colombia no sean realmente Saguinus
leucopus sino otra especie relacionada como Saguinus
oedipus, entre otras, donde se observan 2 pares de
cromosomas pequefios metacéntrico y el cromosoma
Y acrocéntrico (Barros et al,, 1990; Mendes y Barrios,
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1997; Bedard et al, 1978). De esta manera, este
reporte se constituiria en el primer reporte del
cariotipo de saguinus leucopus en Colombia. Con
relacion al cromosoma “X”, se destacan dos bandas
de alta intensidad en la region pericentromérica lo
cual es caracteristico de muchos cromosomas X de
mamifero (Lopez y Marquez, 2002).

En el idiograma se muestran 3 cromosomas, el 3,
18 y el 21, que presentan regiones centroméricas
polimorficas, entendiendo por polimorfismo las
formas alternativas de mostrarse los cromosomas
homadlogos en un individuo o en un individuo de una
poblaciéon determinada. Estos cromosomas podrian
servir en un futuro de cromosomas marcadores para
evaluar el grado de homocigocidad o heterocigocidad
en una determinada poblacion de organismo, ya sea
en cautiverio o en vida silvestre.

Es de resaltar la gran utilidad de la técnica de bandas
R- Replicativa en la identificacién de los cromosomas
sexuales donde el cromosoma X inactivo de toda
hembra de mamifero se muestra con coloracion palida
debido a su comportamiento de duplicacion tardia en
la fase S.

CONCLUSIONES

Se reporta por primera ves el cariotipo y el idiograma
con bandas R- Replicativa de Saguinus leucopus, o cual
se constituye en un aporte mas en la caracterizacion
citogenética de las especies en particular y de la de
vida silvestre en general.

Se muestran una vez mas las bondades de la técnica
de Bandas R- Replicativa en la identificacion de los
cromosomas sexuales fundamentalmente en aquellas
especies donde aln no se han determinado.

Se reporta un nuevo cariomorfismo para organismos
considerado saguinus leucopus que podria significar
una nueva especie. En este caso, se deberian
realizar nuevos muestreos en mayor nimero de
ejemplares y realizar caracterizacion citogenética
con mayor numero de bandas tales como G, C, RON
entre otras.
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