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Resumen

Eltitl gris (Saguinus leucopus) es un primate endémico de Colombia cuyo cariotipo se describe en el presente
estudio a partir de una pareja de individuos ubicados en el Centro de Rehabilitacién de Fauna Silvestre del Oriente
de Caldas, Colombia. Las muestras de sangre fueron recolectadas de la vena femoral y anticoaguladas con
heparina de sodio. Los cromosomas se obtuvieron por el método clasico de cultivo de linfocitos y bandeamiento
Qy G Los individuos presentan 46 cromosomas (2n = 46: 30Bi, |4A); cromosomas sexuales XX en la hembra
y XY en el macho (quimerismo 46,XX/46,XY en este Ultimo). Se propone un ideograma para el cariotipo del
Titi Gris. Se observan amplias semejanzas en los cromosomas X'y 5 de S. leucopus con los cromosomas X'y
|9 humanos, respectivamente. Otras similitudes parciales se evidenciaron entre los cromosomas | de ambas
especies, 2y 14 de S. leucopus con el 7 humano. La comparacién del tamafo de regiones exdnicas de dos
genes de S. leucopus y Homo sapiens no arrojé diferencia.
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Abstract

White-footed Tamarin (Saguinus leucopus) is a primate endemic to Colombia whose karyotype is described in
this study from a pair of individuals located in the East of Caldas Wild Fauna Rehabilitation Center in Colombia.
The blood samples were collected from the femoral vein and anti-coagulated with heparin sodium. The
chromosomes obtained by the classic method of culture of lymphocytes as well as Q and G banding. The
individuals display 46 chromosomes (2n = 46: 30Bi, 14A); sexual chromosomes XX in female and XY in the
male (chimerism 46, XX/46, XY in this last one). An ideogram for the White-footed Tamarin karyotype is
proposed. Ample similarities in S. leucopus chromosomes Xy 5 are observed and with human chromosomes
Xy 19, respectively. Other partial similarities were demonstrated between chromosomes | of both species,
S. leucopus 2 and 14 with human 7. The comparison of the size of exonic regions of two genes of S. leucopus
and Homo sapiens did not show any difference.
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Introduccion

El titf gris (Saguinus leucopus) es un primate endémico
de Colombia, Figura 1; se encuentra en el nordeste de
Antioquia, sur de Bolivar, Caldas y norte del Tolima;
su drea de distribucion es la més reducida de todas las
especies de Saguinus. Su hébitat es el bosque seco tropical,
himedo tropical, muy himedo tropical y muy himedo
premontano. Sus grupos estin compuestos generalmente
de 2 a 12 individuos y tienen una longevidad en vida
salvaje de 18 anos (1). Esta especie se ha visto afectada
por la presién de caza, trifico ilegal y reduccién de su
hdbitat por actividad humana, siendo clasificada por la
International Union for Conservation of Nature (IUCN)
como especie en peligro de extincién (2). Leguizamén y
colaboradores encontraron evidencia de un posible cuello
de botella poblacional en 44 individuos de S. leucopus
provenientes de diferentes centros de rehabilitacién y de
vida silvestre (3).

Los miembros de la familia Callithrichidae, a la cual
pertenece S. leucopus, descienden de especies de mayor
talla, que durante un periodo de varios millones de

afios han adquirido unas tipo garra, perdiendo el pulgar

Figura 1. Individuo de la especie S. leucopus.

Figura 2. Procedimiento de toma de la muestra.

oponible en las manos y el tercer molar; ademds, tienen
la caracteristica de presentar partos mdltiples, siendo el
gemelar el mds comtn (4). Los reportes moleculares de
Schneider y su equipo (5) demostraron que Saguinus es
el género base de los Callithrichidae; también los estudios
citogenéticos han llevado a esta conclusién (6).

Nagamachi y Pieczarka presentaron el cariotipo de S. mzidias
niger, estudiado por bandas G, Cy NOR (7). En este aspecto,
se destaca el estudio de Mendes y de Souza, que establecieron
los cariotipos de ocho especies brasilefas de Saguinus (S.
Suscicollis fuscicollis, S. fuscicollis weddelli, S. bicolor bicolor, S.
bicolor martinsi, S. mystax mystax, S. imperator imperator, S.
midas midas'y S. midas niger) (8). El objetivo de este estudio
fue analizar el cariotipo del titi gris (Saguinus leucopus) y
compararlo con el cariotipo humano.

Materiales y métodos

Métodos citogenéticos. Los animales fueron
sedados con ketamina y se tomaron muestras de sangre
de la vena femoral, las cuales fueron anticoaguladas
con heparina sédica, Figura 2. Los cromosomas
se obtuvieron por el método cldsico de cultivo de
linfocitos (9), variando la cantidad de muestra
empleada a solo un 50% de la que se utiliza en los
cultivos para citogenética humana. Se emplearon las
técnicas desarrolladas por Caspersson y colaboradores
(10) y por Seabright (11) para obtener los patrones de
bandeamiento Q y G, respectivamente, Figura 2.

117



118

NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA EN CIENCIAS BIOMEDICAS - ISSN:1794-2470 VOL.6 No. 10 JULIO - DICIEMBRE DE 2008:101-236

21 22

Figura 3. Cariotipo 46, XX de una hembra S. leucopus.

Las imdgenes de bandas Q fueron tomadas en
microscopio de fluorescencia (Olympus BX50)
bajo aumento de 1000X y procesadas en el software
KaryoView (Elja Inc.); se invirtieron los tonos de las
metafases para facilitar el andlisis: las bandas oscuras
corresponden a las zonas mds fluorescentes. Las
imdgenes de bandas G se tomaron en microscopio de
luz blanca (Olympus BX50) a un aumento de 1000X

y se procesaron sin ninguna novedad en el software
KaryoView (Elja Inc.). En total se capturaron y
analizaron 50 metafases de la hembra y 50 del macho.
A partir de las metafases obtenidas se elaboré un
ideograma para el cariotipo de S. leucopus. El orden
de los cromosomas en el cariotipo se asigné teniendo
como referencia el trabajo de las investigadoras
brasilefias Mendes y de Souza (8). Se comparé el
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cariotipo del titf gris con el humano. Los cariotipos
humanos utilizados en la comparacién pertenecen a
individuos normales.

Métodos moleculares. EI ADN de S. leucopus al igual
que el de H. sapiens fue aislado mediante el kit Wizard
(Promega) y posteriormente amplificado para una regién
de 345 pb del gen de la protrombina humana (Factor II)
y una regién de 203 pb del gen Metilentetrahidrofolato

21
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|

Reductasa (MTHFR) (12). Posteriormente, se procedié
a realizar digestién enzimdtica con Mnl I y Hinf I,
respectivamente, para determinar la presencia de las
mutaciones G20210A para el Factor I y C677T para el
MTHEFR, las cuales se asocian en humanos a enfermedad
vascular y ateroesclerosis (13). La electroforesis de los
productos de digestién se realiz6 en gel de agarosa al 2%

y su visualizacién fue y con bromuro de etidio. El ADN

-
.

3

Figura 4. Cariotipo 46,XY de un macho S. leucopus. Las zonas altamente fluorescentes de 1qy 10q son el resultado de una sobreposicién de estos
cromosomas en la metafase, no representan bandas de los cromosomas.
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humano pertenece a controles

sanos, libres de las mutaciones.

Resultados
Se encontraron 46

cromosomas (2n = 46) en el
cariotipo de la hembra y el
macho examinados, de los cuales
30 poseen dos brazos (30Bi) y
14 son acrocéntricos (14A),
Figuras 3 y 4. Los cromosomas
sexuales de la hembra son XX;

el macho presenta cromosomas

sexuales XY, pero se observa
quimerismo 46,XX/46XY, un
hecho que se ha descrito en
otras especies de Saguinus (8).
El ideograma del cariotipo de S.
leucopus presenta una resolucion
promedio de 300-400 bandas,
Figura 5.

Se observé similitud com-

pleta entre los cromosomas X de

1
12

ambas especies, Figura 6, A,B,C;

n g
3

32

asimismo, entre el cromosoma
5 de S. leucopus y el 19 del ser
humano, Figura 6, D- E. El
brazo corto del cromosoma
7 humano presenta similitud
con 2p de S. leucopus; 7q de

H. sapiens tiene correspondencia N

12
13

con 12q del tamarino, Figura 7,
A-E. Los satélites de los cromo-

somas acrocéntricos del titi gris

presentan una configuracién

.« e 16 17 18 19 20
distinta a la de los cromosomas
acrocéntricos humanos, Figura

7, FyG.

2

21

x h

Figura 5. Ideograma del cariotipo de S. leucopus, resolucion 300-400 bandas.
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Figura 6. A. Cromosomas X de diferentes personas. B. Cromosomas X de S. leucopus. C. Comparacién del bandeamiento entre cromosomas
X de las dos especies. D. Comparacién del bandeamiento entre cromosomas 19 de H. sapiens y 5 de S. leucopus. E. Cromosomas 19 de
diferentes personas. F. Cromosomas 5 de S. leucopus.

El cromosoma 1 en ambas especies presenta gran ~ parece estar ausente en 1p de S. leucopus. No se
similitud. Si el cromosoma 1 de S. leucopus es rotado  puede afirmar con certeza la presencia de la banda
180°, se observa que todo el brazo q se asemejaa Ip  oscura 1q31 distintiva del cariotipo humano en
humano, con una posible inversién que involucrala  1p de S. leucopus siendo dificil la determinacién
regién central del brazo, Figura 8, A-C. No obstante, citogenética del origen del brazo corto del
la gran regién heterocromdtica de 1q12 humano cromosoma 1 del titf gris.
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Figura 7. A. Comparacién del bandeamiento entre el brazo corto del cromosoma 2 de S. leucopus y el brazo corfo del cromosoma 7 de H. sapiens. B.
Comparacién del bandeamiento entre el brazo largo del cromosoma 14 de S. leucopus y el brazo largo del cromosoma 7 de H. sapiens. C. Cromosomas
7 de diferentes personas. D. Cromosomas 2 de S. leucopus. E. Cromosomas 14 de S. leucopus. F. Cromosomas acrocéntricos humanos. G. Cromosomas
acrocéntricos de S. leucopus. Obsérvese la particular configuracién doble de satélites en S. leucopus, que no se observa en seres humanos.
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Cromosoma 1 de S. feucopus Cromosoma 1
D humano

Figura 8. A. Cromosomas 1 de diferentes personas. B. Cromosomas 1 de S. leucopus. C. Comparacién del bandeamiento entre cromosomas 1 de
las dos especies. D. Gel del estudio molecular, carriles 1-6 Factor Il, carriles 7-12 MTHFR. Carril 1: escalera Pgem; carril 2: S. leucopus hembra (sin
Digestién); carril 3: S. leucopus hembra; carril 4: S. leucopus macho; carril 5: H. sapiens N°1; carril 6: H. sapiens N°2. Carril 7: escalera Pgem; carril
8: S. leucopus macho (sin Digestién) 9. S. leucopus hembra; carril10: S. leucopus macho; carril 11: H. sapiens N°1; carril 12: H. sapiens N°2.
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Figura 9. A. a. Microfilaria, b. Nicleos, c. Metafase. Aumento 400X. B.
Microfilaria, aumento 1000X

Los procedimientos moleculares dieron lugar a la
banda de amplificacién de 345 pb para el Factor II y
203 pb para el MTHEFR tanto en S. leucopus como en
H. sapiens, siendo evidente la similitud (al menos en
el tamano de la regién amplificada de los dos genes)
entre las dos especies. Los individuos estudiados tanto
de S. leucopus como de H. sapiens no presentaron las
mutaciones G20210A para el FII y C677T para el
MTHER, Figura 8D.

Se observé que la pareja de tamarinos presentaban
infeccién por un pardsito cuya morfologia encaja con
microfilaria, una fase larval de nemdtodos pardsitos que se
encuentran en la corriente sanguinea. Fox y colaboradores
(14) durante un estudio de la bioquimica hematoldgica
de S. leucopus cautivos, encontraron que 22 de sus 29
individuos tenfan microfilaremia, condicién que se vio en

los animales de la presente investigacién, Figura 9.

Discusiéon

Desde el dltimo ancestro comin de las dos especies,
hace 23 millones de afios (5), los cromosomas de los
antepasados de S. leucopus y H. sapiens pudieron sufrir
rearreglos tales como fisiones, fusiones, inversiones,
translocaciones, entre otros, las cuales hacen dificil
determinar « priori lalocalizacion de los genes homdélogos

del ser humano en la otra especie. Sin embargo, al
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realizar una inspeccién citogenética cuidadosa, se pueden
encontrar cromosomas o secciones cromosdmicas
comparables entre las dos especies, las cuales no parecen
haber alterado drdsticamente su estructura durante el
proceso evolutivo. Esto sucede con el cromosoma Xy el
cromosoma 5 del titi gris que tienen su contraparte en el
humano. El cromosoma 7 humano podria encontrarse en
dos cromosomas distintos de S. leucopus.

Segiin Murphy y su equipo el cromosoma 1 humano
parece haberse conservado muy bien respecto al
cromosoma ancestral del que se originé en el antepasado
de todos los mamiferos placentarios (15). El brazo q del
cromosoma 1 alberga dos grupos importantes de hozspots
para rupturas, lo que hace dificil encontrarlo intacto en
muchas especies; creemos que S. leucopus es una de ellas.

Por otra parte, para explicar el cariotipo quimérico del
titi gris macho estudiado, nos remitimos a lo observado
en seres humanos, donde el quimerismo congénito se
da gracias a la persistencia de transfusién de células
madre hematopoyéticas durante el desarrollo fetal, que
puede permanente o durar por muchos afios (16,17). En
consecuencia, el quimerismo observado en el tamarino
macho se puede explicar por una transfusién materno
fetal o feto fetal en el Gtero materno, siendo probable en
esta especie de primates donde los embarazos multiples
son frecuentes. En el trabajo de Mendes y de Souza (8) se
reportd quimerismo 46,XX/46,XY en todas las especies
de Saguinus analizadas.

Para nuestro conocimiento, esta es la primera
descripcién del cariotipo de S. leucopus, en la que
adicionalmente se ha hecho un andlisis objetivo de
los posibles cromosomas y bandas que no se han visto
modificadas durante la evolucién en ambas especies. Esto
arroja resultados interesantes, que nos conducen a afirmar
que si se emplean sondas fluorescentes para genes humanos
de los cromosomas 1p, 7, 19, y X, estamos en capacidad
de predecir el sitio blanco al cual hibridaran en el cariotipo
de S. leucopus, y por lo tanto, la ubicacién de los genes en
el genoma del tamarino.

Los resultados de este estudio ayudardn a la potencial
identificacién del origen geogrifico de los S. leucopus que
han llegado a los centros de rescate para su reincorporacién
al hébitat natural de los animales que aprueben los

procesos de rehabilitacién médico bioldgica. Para esto
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es necesario contrastar los resultados obtenidos en esta
investigacion con los andlisis genético poblacionales
propuestos por otros investigadores (3), asi como integrar
estos resultados en dichos andlisis. La identificacion
de grupos poblacionales y su distribucién facilitard la
asignacién de territorios nacionales para generar dreas de

conservacién especificas para el titi gris.
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