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RESUMEN

Presentamos cariotipos con bandas Q, G, R y C del mono aullador colorado de
Colombia, con base en el analisis de los cariotipos de 12 ejemplares cautivos y la
reevaluacion de los cariotipos de bandas Q de un macho y de una hembra publica-
dos (Yunis et al. 1976). Reinterpretamos el mecanismo cromosémico de determina-
cién del sexo y lamorfologia del cromosoma X de Alouatta seniculus seniculus. Los
resultados indican que el cromosoma X es un metacéntrico de tamafio medio (4.85 %
TCL) similar al cromosoma X de otros primates de los géneros Cebus, Aotus 'y Ateles
estudiados hasta la fecha, asi como al cromosoma X humano. Ademads, los machos
portan una translocacion entre el cromosoma Y y el autosoma 3, demostrando un
mecanismo cromosomico de determinacion del sexo X X X, X, /X X, Y Y, diferen-
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te del convencional XX/ XY. Todos los animales estudiados presentaron un nimero

diploide de 44.
Palabras clave. Alouatia, aullador colorado, cariotipo, Colombia, primates.

ABSTRACT

This paper presents Q- G- R- and C-bands karyotypes of red howler from Colombia,
based on analyses of karyotypes of twelve caught specimens besides a female and
a male Q banding karyotypes (Yunis ef al. 1976) reevaluated. We reappraisal X
chromosome morphology and sex determination chromosome mechanism of Alouatta
seniculus seniculus. This work shows X chromosome is a nearly metacentric me-
dium sized chromosome (4.85 % TCL), similar to other primates X chromosome from
Cebus, Aotus and Ateles genus up to now studied, as well as human X chromosome.
Further in males, Y chromosome undergone a translocation onto autosome 3, named
X X,Y Y, Allspecimens studied shows 44 chromosomes diploid number.

Key words. Alouatta, howler monkey, Colombia, karyotype, primates.

INTRODUCCION bucion mas amplia (Wolfheim 1983), surango

geografico se extiende desde México hasta el
El género Alouatta (Lacépéde 1799) agrupaa  norte de Argentina. Aunque no hay total
los monos aulladores. Entre los primates  acuerdo, en general se reconocen seis espe-
neotropicales este género presenta la distri-  cies (Emmons 1997) de las cuales dos habitan
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en Colombia (Hernandez & Cooper 1976,
Rodriguez et al. 1995): A. palliata (Gray 1849)
comunmente conocido como aullador negro,
mono negro, mono zambo y A. seniculus
(Linnaeus 1766) denominado corrientemente
mono colorado, mono cotudo, roncador.

Los estudios citogenéticos del género
Alouatta, disponibles con técnicas de identi-
ficacién cromosdmica son relativamente po-
cos, pero muestran una variabilidad impor-
tante, con numeros diploides entre 44 y 56
cromosomas (sin tomar en consideracion las
variaciones en el numero de micro-

cromosomas). En la Tabla | se condensan es-
tos datos. Por otra parte, con excepcion de 4.
palliata que habita en Colombia (datos no
publicados) y A. caraya de Argentina (Mudry
et al. 1984), las otras especies y, 0 subespecies
de este género han mostrando un mecanismo
cromosomico de determinacion del sexo dife-
rente del convencional, XX / XY, donde ¢l
cromosoma Y esta translocado o insertado a
un autosoma. En este tltimo caso los machos
poseen un numero diploide impar (Tabla |: 4.
palliata de Panama, A. seniculus. sara de
Bolivia, 4. seniculus. stramineus'y A. belzebul
de Brasil).

Tabla 1. Resumen de los estudios citogenéticos realizados en el género Alouatta, con bandas

de identificacion cromosémica.

# Cariotipo Bandas Pais  Recf.
Especie subespecie M H  2nRango dc variacionN°® N° Q GC
Cr. sexuales Acr Micr
A. palliata 10 54 X 30 ++ Panamig !
5 9
i 53 ins (Y;A)
A. palliata I 56 X + + Colombia Nerw
1 56 Y blicado
A seniculus 7 44 (2K (4) + +++ Colombia v
43-44 3.4 Trabajo
3 44 NERN TS
A. seniculus seniculus 13 44 |& 4) + + Colombia ?
43-45 3-5
10 44 i
A. seniculus sara 14 50 X ? 6) ++ Bolivia ?
5 6 48-51 2-6
8 49 ins (Y;A) ?
. seniculus 9 48 Xt 22 (2) ++ Brasil 4
(maconelli)® 47-49 1-3 =
2 48 W Y5 24
A. seniculus stramineus 348 X X, 22 (2) + Brasil 3
47-49 1-3
3 48 Y, Y,
A. belzebul  belzebul 3050 X 26 ++  DBrasil 6
7 49 ins (Y;A)
A. belzebul  nigerrima 1 50 X 30 + + Brasil &
A. belzebul 3 50 X 26 ++ Brasil 2
3 49 ins (Y;A)
A. caraya 9 52 X 30 ++  Argentina *
2 52 W

#: namero de ejemplares estudiados H: hembra M: macho. 2n: niimero diploide. N°: namero Acr: cromosomas
acrocéntricos. Micr: micro-cromosomas. Ref: referencias bibliograficas. |* redefinido

"' Ma et al (1975) * Yunis et al (1976) * Minczawa et al. (1985) * Lima ef al. (1990) * Lima & Seuanez (1991)
¢ Armada ef al. (1987) 7 Lima & Scuanez (1989) * Mudry er al. (1984).
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Con relacién a A. seniculus, hasta la fecha se
han informado los cariotipos de 4 subespecies
(Yunisetal. 1976, Minezawa et al. 1985, Limaet
al. 1990, Lima & Seuanez 1991) con niimeros
diploides de 44, 48 y 50/49 (omitiendo la varia-
cién de micro-cromosomas). Esta especie es la
Unica del género que presenta esta clase parti-
cular de cromosomas diminutos denominados
micro-cromosomas o cromosomas B (Minezawa
et al. 1985), los cuales han demostrado varia-
cién numérica inter- ¢ intra-individual.

En cuanto A. s. seniculus que habita en Co-
lombia, el cariotipo de bandas Q publicado,
con numero diploide de 44 (con variacién de
43 ad5)(Yunis et al. 1976), debe ser rectifica-
do. En aquella publicacion el cromosoma X
fue identificado como un cromosoma
acrocéntrico pequeiio (3,36 %TCL), a partir
del andlisis del cariotipo masculino (sexo
heterogamético). Posteriormente el estudio de
replicacion cromosdmica de una hembra de 4.
seniculus (Torres et al. 1985, 1989) demostrd
un cromosoma X metacéntrico (relacién de
brazos 1.4) y de tamafio medio (4.85 % TCL-
longitud total del conjunto haploide), identi-
ficado por su conducta alociclica. Este
cromosoma fue similar al cromosoma X de
otros primates de la familia Cebidae y al
cromosoma X humano, por o tanto, se evi-
dencidé un error en la identificacion del
cromosoma X en la publicacion de 1976, el
cual debia ser aclarado con el estudio de mas
ejemplares.

El presente trabajo se propone caracterizar el
cariotipo de A. seniculus que habita en Co-
lombia con bandas G, R y C, redefinir el cariotipo
Q y aportar datos para la cito-taxonomia del
género.

MATERIALES Y METODOS
Animales. Se estudiaron 12 aulladores rojos

colombianos (5 machos y 7 hembras), cauti-
vos en los zoologicos de Cali, Barranquilla,
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Santa Cruz y DAMA (centro de rehabilita-
cién). También se reexaminaron los cariotipos
QFQ de un macho y de una hembra, de los
publicados por Yunis et al. (1976). Los anima-
les se identificaron como Alouatta seniculus
(Linnaeus 1766) con base en sus caracteristi-
cas fenotipicas, siguiendo a la clasificacion
propuesta por Emmons (1997).

Estudio citogenético. Las preparaciones
cromosdmicas se obtuvieron a partir de culti-
vos de sangre total segiin la técnica modifica-
da de Moorhead et al. (1960). Utilizamos como
agente mitogénico, extracto crudo de favina
(lectina derivada del haba Vicia fava) prepa-
rada en nuestro laboratorio, a una concentra-
cion de 10 ug/ ml para un volumen de sangre
de 0.04 ml. Los cultivos se incubaron durante
64 y 68 horas. Se realizaron dos cultivos de
sangre de cada animal para la caracterizacion
cromosdémica y para el estudio de la
replicacion cromosémica, de uno a seis culti-
vos, con incorporacion de bromo-deoxiuridina
durante las ultimas 5, 6, 7 y 8 horas de cultivo
(Willard & Latt 1976).

Los extendidos cromosomicos secados al aire
se procesaron para la identificacion
cromosomica siguiendo los procedimientos
estandarizados en nuestro laboratorio a partir
de las técnicas descritas: QFQ (Caspersson
et al. 1971), RHG (Sehested 1974), GTG
(Seabright 1971), CBG (Arrighi & Hsu 1971,
Sumner 1972), Ag-NOR (Goodpasture &
Bloom 1975)y FPG (Goto et al. 1975) para los
cromosomas bromo-sustituidos. Ademas, en
algunas preparaciones cromosémicas se apli-
caron secuencialmente dos técnicas de ban-
das diferentes asi: (BQ - BG), (BQ - BR), (BQ -
FPG), (BQ - BC), (BQ-NOR)y (BQ - Giemsa).

Se fotografiaron 2 a 10 metafases dobles (Q-
Giemsa),(Q-G), (Q-C), (Q-NOR),(Q-RBG)y2a
5 metafases mas, de cada una de las bandas
sin identificacién previa. Se prepararon
cariotipos dobles y simples de todas las ban-
das empleadas QFQ, GTG, RHG, CBG y RBG.
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Figura 1. Cariotipo QFQ (bandas Q) de un macho Alouatta seniculus. Se destacan dos pares
heteromorficos originados por la translocacion (Y ; 3) también denominados X,Y_X Y . Enel
recuadro se muestran los cromosomas 3 y X de una hembra o X, X, X X,.

Los cromosomas se clasificaron en cuatro gru-
pos, tres de ellos definidos por la posicién del
centromero (relacion de brazos, de acuerdo a
los rangos establecidos por Tjio & Levan
(1956) asi: 1) Metacéntricos, 2) Submetacén-
tricos, 3) Acrocéntricos y telocéntricos, 4)
Micro-cromosomas. (B, segin denominacion
dada por Minezawa et al. 1985). En cada gru-
po se siguié un orden decreciente de tamafio
y patrén de bandas.

RESULTADOS

Todos los animales estudiados presentaron
un numero diploide “estandar” de 44
cromosomas, aunque unos cuantos animales
mostraron aneuploidia, por variacion del nu-
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mero de micro-cromosomas. El cariotipo se
define con tres pares de cromosomas
metacéntricos, tres pares de submetacén-
tricos, trece pares de acrocéntricos y dos pa-
res de micro-cromosomas. El cromosoma X es
un cromosoma metacéntrico de tamafio me-
dio, identificado con la técnica FPG en los
cultivos bromo-sustituidos de las hembras,
por la replicacion tardia del cromosoma X
heterocromético. En los machos se observan
dos pares cromosémicos heteromorficos a
saber: uno formado por el cromosoma X y un
derivado Y de la translocacion balanceada
entre el cromosoma Y y el autosoma 3 (X|Y )
y otro constituido por el cromosoma 3 normal
y un derivado 3 de la translocacion antes men-
cionada (X,Y).



Bandas Q. Las bandas Q en general, permiten
la identificacion de todos los cromosomas
aunque les falta definicion. La Figura 1 pre-
senta un cariotipo de bandas Q de un macho.
Se destacan los dos pares heteromérficos ori-
ginados por la translocacion (Y; 3). En el re-
cuadro se muestran los pares 3 y X de una
hembra. El patron de bandas Q de los pares 2,
3 y X es muy semejante, particularmente en
las metafases mas condensadas.

L.a reevaluacion de los cariotipos publicados
(Yunis et al. 1976), identificando el cromosoma
X por su patréon de bandas caracteristico, de-
mostro la misma translocacion (Y;3) en el
cariotipo masculino. En la tabla 3 se muestra
laequivalencia de nomenclatura cromosomica
del presente estudio con la de Yunis et al.
(19706).

Bandas G. Las bandas G muestran correspon-
dencia con las bandas Q. Son definidas y per-
miten la identificacion mas precisa de todos
los cromosomas.

Bandas R. Las Bandas R obtenidas por
desnaturalizacion térmica (RHG), fueron po-
sitivas en casos aislados, en general mues-
tran un patron inverso a las bandas G, con
predominio de bandas claras. La Figura 2 ilus-
tra el conjunto haploide de una hembra, con
patrones de bandas G, R y C de izquierda a
derecha.

Bandas R de replicacion. Las bandas R de
replicacion (RBG), obtenidas con coloracion
Giemsa (FPG) posterior a la incorporacion de
bromo-deoxiuridina durante la fase terminal
del ciclo celular, mostraron variabilidad inter-
celular, con relacion al grado de bromo - sus-
titucién y por consiguiente al nimero de ban-
das obtenidas. La Figura 3 presenta un
cariotipo con bandas R de replicacion de un
macho, en el recuadro se muestran los
cromosomas X de una hembra. (Tratamiento
de bromo-deoxiuridina, BrdU, durante las ul-
timas siete horas de cultivo).
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Los patrones de replicacion del cromosoma X
heterocromatico fueron muy variables, no se
diferencio de su homoélogo en todas las célu-
las analizadas. El cromosoma derivado (Y), en
la mayor parte del segmento presumiblemente
Y especifico, mostré replicacion tardia, mien-
tras que la replicacidon del segmento auto-
sémico (brazo corto 3p) fue similar a su homé-
logo p def cromosoma 3 normal.

Bandas C. La distribucion de ia heterocro-
matina constitutiva, revelada con las bandas
C, sevio restringida a la regién pericentromérica
de todos los cromosomas. No se observé
heterocromatina constitutiva en posicion ter-
minal o intercalar. Los micro-cromosomas pre-
sentaron variabilidad en su respuesta a la téc-
nica de bandas C: en general se vieron comple-

" tamente palidos o totalmente tefiidos y sélo en

pocas metafases se observaron palidos con
una banda centromérica muy estrecha.

Los cromosomas 1, 2, 3, 6 y X mostraron
heteromorfismo, con variaciones de tamaiio y
posicion de la heterocromatina constitutiva.
El cromosoma | se destaca porque presentd
una variante sin heterocromatina centromé-
rica, la cual fue observada en estado
heterocigoto en 4 de los 11 animales evalua-
dos. Ademas, se observé variacion en la in-
tensidad de coloracién de la banda
centromérica en un animal (mds clara en sélo
uno de los homélogos). En cuanto al tamaiio,
la banda centromérica del cromosoma 1 fue
similar en todos los animales estudiados.

La banda centromérica del cromosoma Y  es
amplia y se distribuye en ambos brazos. No
se vio variacion de tamafio en los 5 animales
evaluados. El cromosoma Y, (o derivado 3)
también mostr6 una banda C prominente si-
tuada en los dos brazos (Figura 2).

Organizadores nucleolares Ag NOR. Las re-

giones organizadoras del nucléolo NORs (es-
tudiadas sélo en dos ejemplares) se situaron
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Tabla 2. Aulladores rojos estudiados

Bandas aplicadas #
Codigo Sexo QC GR RBG NOR Micr' Origen
019-71 M Preservado + 4 rex? Meta
045-71 H Prescrvado + 3 rex Santander
081-83 H Zoo St Cruz fhabh Gt e o 4 ** Casanare
006-94 M Zoo. Cali + + + + + 3-4
007-94 H Zoo. Cali + + + + 4
016-95 M Zoo. B/quilla  + + 4
017-95 H Zoo. B/quilla + + + 4
018-95 H Zoo. B/quilla  + + 4
019-95 H Zoo. B/quilla  + + 4
023-95 H Zoo. St Cruz . 4
030-96 M W.S.P.A. bt + + 4 ** Meta
031-96 H W.SPA. + + + + 4 ** Meta
040-97 M DAMA + + + + 4
060-97 M W.S.P.A. + + + 4 e

M: macho. II: hembra. ' Micr: micro-cromosomas Los cultivos registraron frecuencias bajas de células rotas
(</= 30%). *rex: reexaminados ** localidad probable.

Tabla 3. Equivalencia de la nomenclatura cromosémica de este trabajo y lade Yunis et a/. 1976.

Este trabajo Yunits e/ al. 1976
Cromosoma Cromosoma % TCL
Macho Macho
X (X) 7 izq. 4,85
3 X5) 10 izq. 3,98
?) 10d 4,48
der (Y) (Y)) Y 2815
der (3) (Y, X 3.36
Hembra Hembra
X (X)) 7] 4.78
2) 10 4.27
5 (X&) 13 3.89
15 X 3.66
1 1
2 10
3 13
4 2
5) 3
6 4
7 K
8 6
9 8
10 9
11 11
12 12
i3 14
14 15
16 -21 16 -21
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Figura 2. Conjunto haploide de una hembra Alouatta seniculus: para cada cromosoma patro-
nes de bandas G, Ry C, de izquierda a derecha.
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Figura 3. Cariotipo RBG (bandas R de replicacion) de un macho Alouatta seniculus. Inserta-
dos cromosomas 3 y X de una hembra [incorporacion de BrdU durante las tltimas siete horas

de cultivo].
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en posicion intercalar en el brazo corto del
cromosoma S (zona acromatica) y en el brazo
corto de dos o tres pares de acrocéntricos no
identificados, en posicion subterminal o ter-
minal (Figura4).

DISCUSION

Las diferencias entre el cariotipo presentado
y los cariotipos publicados para otras
subespecies de 4. seniculus, son significati-
vas. Estamos de acuerdo con las sugerencias
de Limaer a/ (1990) y Lima & Seuanez (1989,
1991) en que se hace necesario revisar los
criterios taxonomicos para la identificacion
especifica de este grupo de primates. Los
cariotipos indican que puede tratarse de es-
pecies distintas, en lugar de subespecies,
pucsto que, desde el punto de vista
citogenético es teoricamente improbable que
se puedan producir hibridos fértiles entre
ellas. Es muy importante incorporar los datos
citogenéticos a los criterios de clasificacion
bioldgica de este género, de la misma forma
que lo hizo Hershkovitz (1983) en su revision
del género Aotus, como resultado de la cual,
varias subespecies fueron elevadas al nivel
de especies.

Con excepcion de los cromosomas sexuales,
el cariotipo caracterizado en el presente estu-
dio, no difiere del de A. seniculus seniculus
Yunis et al. (1976). Sin embargo, al separar los
cromosomas en grupos basados en su morfo-
logia, lanomenclatura cromosémica cambid.
LLa similitud de los patrones de bandas Q de
los cromosomas 2, 3 y X, el tamafio similar,
sumado a la informacién previa (Bender & Chu
1963) justifican la falla en la identificacion del
cromosoma X, por andlisis del sexo
heterogamético.

Los micro-cromosomas, exclusivos de 4.
seniculus, han sido denominados cromosomas
B por que han mostrado variaciéon numérica
intra e inter individual. Su postulada naturale-
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za heterocromatica, no se puede establecer
con certeza, por la heterogeneidad que se
observa en su respuesta a las bandas C. Por
otra parte, la posibilidad de que tal variacién
sea artificial tampoco se puede descartar, pue-
de tratarse de una aneuploidia ocasionada por
el efecto sinérgico de la sensibilidad de las
células cultivadas, al tratamiento hipoténico,
y el tamafio pequefio de los micro-
cromosomas. Sin excepcion, todos los casos
con tres o cinco micro-cromosomas presenta-
ron variacion intra individual. En este trabajo
se observo variacion en una fraccion de célu-
las de tres de los 12 ejemplares, pero signifi-
cativa (30%) s6lo en uno de ellos.

Las relaciones filogenéticas de las poblacio-
nes de A. seniculus de Colombia, con las de
Brasil (Lima et al. 1990) no se pueden estable-
cer con la resolucion de los cromosomas pu-
blicados, sin embargo, la comparacion de los
cariotipos GTG, nos muestra homologia de los
cromosomas sexuales (X, X,, Y|,Y,) y quizés
3 pares mas (6, 16, 18, {Brasil} =>2, 12, 15
{Colombia}). Ademas, se pueden inferir al
menos los siguientes cambios: Cuatro inver-
siones pericénticas (8, 7, 13, 17 {Brasil} <=>2,
3, 8, 9{Colombia}). Tres inversiones
paracéntricas (17, 14, 19 {Brasil} <=>9, 17,
22{Colombia}). Una fusién Robertsoniana de
los pares 12y 13 {Brasil} para originar el par 1
{Colombia}.

La comparacion con el cariotipo de 4.
seniculus sara (Minezawa et al. 1985) de Bo-
livia, no fue posible por la resolucion de las
ilustraciones publicadas, tampoco se puede
concretar en que consiste la variacién de los
cromosomas B, se requiere mas informacion
de esta poblacion. Estos autores sin embargo
sugieren que puede tratarse de una especie
distinta, por las diferencias que encuentran.

Los mecanismos cromosomicos de determi-

nacion del sexo poco usuales, observados en
Alouatta, se han observado también en otros
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Figura 4. Metafase ilustrando las regiones organizadoras ael nucléolo de Alouatta seniculus,

reveladas con la técnica de plata (AgNORs).

primates de la familia Cebidae, a saber: Aotus
(Maeral. 1976, Ma et al. 1980, Pieczarka &
Nagamachi 1988), Cacajao (Dutrillaux et al.
1981) y en otros mamiferos, especialmente
roedores (Fredga 1983). El significado biolo-
gico de estas reorganizaciones del cromosoma
Y no es claro, por una parte, la formacién de
gametos en estos individuos, teéricamente,
muestra probabilidades altas de producir
gametos aberrantes por errores de la meiosis
en segregacion de cualesquiera de los tetra,
tri o univalentes. Por otra parte, ;cual es la
razon de que se repita en distintos clades?

La siguiente denominacion empleada para
describir estos mecanismos cromosomicos de
determinacién del sexo: 1) X X, X, X, hem-
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bras, X, Y, X,Y, machos para la translocacion
Y autosoma. y 2) X X, X, X, hembras, X X,Y
machos para la insercion del cromosoma Y en
un autosoma. no parece muy apropiada, por-
que los cromosomas X e Y (,) secundarios
son autosomas y no poseen las propiedades
caracteristicas de los cromosomas sexuales X
e Y (,) auténticos.
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