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RESUMEN

Se estudiaron siete ejemplares de Podocnemis vogli, tres fueron colectados en las loca-
lidades de Puerto Lépez y Puerto Gaitdn, Meta, Colombia; cuatro carecen de datos
de localidad. Todos los ejemplares presentaron un complemento constituido por 28
cromosomas, sin cromosomas sexuales, que se organizaron en tres grupos: el primero
compuesto por cuatro pares submetacéntricos y uno subtelocéntrico, el segundo gru-
po por seis pares metacéntricos y el dltimo grupo por tres pares acrocéntricos. Esta
organizacién difiere de la descripcién previa realizada por Rhodin et al. (1978), en la
cual se encontraron dos pares acrocéntricos. Se describen los patrones de bandas C,
G, NORy Q para la especie. Las regiones organizadoras nucleolares se localizaron en
el primer par cromosémico en una banda intercalar en brazos cortos, que se puede
visualizar en interfase como uno o dos nucleolos. La técnica de bandas C permitié
ubicar las regiones heterocromdticas de los cromosomas asociadas a regiones peri-
centroméricas. Se identificaron algunos polimorfismos heterocrométicos (bandas
intercalares) en los cromosomas 1, 2, 3y 7, los cuales permiten suponer la existencia
de marcadores a nivel cromosémico, que pueden estar asociados con diferentes po-
blaciones de P. vogli dentro de su distribucién geogréfica.

Palabras clave: tortuga sabanera, Podocnemis vogli, citogenética.
ABSTRACT

Seven specimens of Podocnemis vogli were studied; three were collected at Puerto Lépez
and Puerto Gaitdn in the Meta Department of Colombia, four lacks collecting data. All
specimens presented a complement consisting of 28 chromosomes without sexual
chromosomes. The first group was composed by four submetacentric pairs and one
subtelocentric, the second group by six metacentric pairs and the third group by three
acrocentric pairs, differing from the previous description by Rhodin et al. (1978) who
found two acrocentric pairs. C, G, NOR and Q band patterns are described for the
species. Nucleolar Organizer Regions were localized in the first chromosome pair in an
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intercalary band inserted in the short arms which could be visualized in interphase
as one or two nucleoli. The C band technique allowed heterochromatic regions to
be located in chromosomes associated with pericentromeric regions. Some heterochro-
matic polymorphisms (intercalary bands) were identified in chromosomes 1, 2, 3 and
7, leading to the supposition that there are chromosome markers which could be
associated with different P. vogli populations within their geographic distribution.

Key words: Savanna turtle, Podocnemis vogli, Cytogenetics.
INTRODUCCION

La familia Podocnemididae comprende tres géneros (Podocnemis, Peltocephalus y Erymnochelys)
con especies distribuidas en Madagascar y Sudamérica (Shaffer et al., 1997; Noonan
2000, Pough etal., 2001). Todas son de régimen omnivoro y exclusivamente acudticas,
aunque en la época de postura de los huevos, las hembras abandonan el espejo de agua
en busca de un lugar apropiado para la oviposicién. En el género Podocnemis encontra-
mos siete especies, una de ellas es el objeto de este estudio, Podocnemis vogli que se en-
cuentra ubicada en el apéndice Il del CITES (Honegger et al., 1985) y en la categoria
de casi amenazada segun los criterios de la UICN (Castafio-Mora y Medem, 2002).
En quelonios se han caracterizado cariolégicamente cerca del 50% de las especies (Me-
drano etal., 1987), no obstante, las poblaciones colombianas entre las que se cuentan
varias especies endémicas, no han sido suficientemente estudiadas a este nivel. El traba-
jo de Rhodin etal. (1978) es el tnico estudio citogenético que se registra para Podocnemis
vogli, en el que se empleé un solo ejemplar proveniente de la localidad Pozo Llano
Grande, Peralonzo (Meta, Colombia), al que se le inyecté colchicina y fue sacrificado,
para la obtencién de metafases en coloracién homogénea Giemsa, a partir de tejido de
bazo y testiculo, lo cual aunque es un aporte importante, desconoce aspectos como
la posible variabilidad cromosémica de la especie en cuanto a la estructura del comple-
mento, al no emplear mds tinciones y animales. Estos autores organizaron el cariotipo
en cuatro grandes grupos del A al D. Aproximaciones al conocimiento biolégico de
Podocnemis vogli fueron realizadas por varios naturalistas en el siglo pasado, destacdn-
dose el de Alarcén (1969), sobre la ecologia de diferentes poblaciones en Colombia y el
de Ramo (1982) sobre la biologia reproductiva de la especie en Venezuela.

La citogenética es fundamental en muchas dreas de las ciencias bioldgicas y su uso se
ha incrementado en el andlisis de un amplio rango de fenémenos genéticos (Clark y
Wall, 1986). Las caracteristicas carioldégicas de una especie derivan del estudio de sus
cromosomas, quienes portan la informacién genética y son la maxima manifestacién
del plegamiento del ADN (Darnell et al., 1988). La variacién cariotipica en las tortu-
gas Pleurodiras es tipificada por una dicotomia de los ndmeros diploides entre la
familia Chelidae, 2n=50-64 con muchos cromosomas acrocéntricos (Bull y Legler,
1980, McBee et al., 1985) y las demds familias del suborden, 2n=26-36 con algunos
cromosomas acrocéntricos (Bull y Legler, 1980, Rhodin et al., 1978). Hasta el mo-
mento para el suborden Pleurodira no se ha identificado un sistema de determinacién
sexual cromosémico. Dado el escaso conocimiento biolégico y en especial citogenético
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sobre P. vogli, el objetivo de este estudio fue complementar el trabajo de Rhodin et dl.
(1978) al aportar una caracterizacién mas detallada del cariotipo de la especie, te-
niendo en cuenta el cardcter de especie en alglin grado de amenaza de extincién
(UICN) y la necesidad de estudios a nivel genético que permitan caracterizar las po-
blaciones que son sometidas a explotacién antrépica. Estudios futuros podrian per-
mitir la reubicacién de ejemplares decomisados en sus habitats naturales.

METODOLOGIA

EJEMPLARES

Los ejemplares de estudio fueron siete individuos de Podocnemis vogli (seis adultos y un
juvenil) que se encuentran en la Estacién de Biologia Tropical Roberto Franco (EBTRF)
en Villavicencio, dentro de una coleccién viva de tortugas (Programa de Diversidad
Genética y Gestién Sostenible de Fauna Silvestre). Los ejemplares se identifican por sus
numeros EBTRF y por letras: A (Hembra), B (Hembra), C (Macho), D (Hembra),
EBTRF V3 (Hembra), EBTRF V8 (Hembra), EBTRF V9 (Macho, juvenil). De estos ani-
males, tres poseen datos de localidad: Puerto Gaitan, rio Manacacias (72,1° oeste 4,2°
latitud norte) para el ejemplar EBTRF V9 y Puerto Lépez, Vereda La Balsa (73° oeste
4° |atitud norte) para los ejemplares C y D, departamento del Meta, Colombia.

Ejemplar Localidad
A Desconocida
B Desconocida
C Puerto Lépez
D Puerto Lépez
V3 Desconocida
V8 Desconocida
V9 Puerto Gaitdn

Tabla 1. Localidades de coleccién de los ejemplares estudiados de P. vogli.

OBTENCION DE METAFASES

Se empled la técnica desarrollada por Rodriguez y Ortiz (2003) para la obtencién de
cromosomas en quelonios.

Protocolo de cultivo. Extraer 2 a 5 ml de sangre heparinizada con Liquemine (Roche
5.000 Ul/ml) y transferir, en condiciones estériles, a un tubo de ensayo y centrifugar
a 400 rpm por 2 min. Decantar por gravedad durante 40 min. Del sobrenadante ob-
tenido en el paso anterior, sembrar 1 ml en un frasco estéril que contenga 4 ml de me-
dio de cultivo TC 199, suero fetal bovino al 20% (1ml) y 0,4 ml de fitohemaglutinina
P (0,07%). Incubar 94 horas a 30° C.

Protocolo de cosecha. Adicionar 20ul de Colchicina (0,016%) a cada cultivo de 5 ml e
incubar por 40 min a 30° C. Transvasar el contenido a un tubo de centrifuga y llevar a
1.200 rpm durante 10 min. Descartar el sobrenadante con una pipeta Pasteur dejando
mas o menos 0,5 ml. Soltar el botén celular (con la mano, varios golpes suaves).
Agregar solucién de KCI 0,05M (30° C) hasta 10 ml, resuspender con la pipeta. Incubar
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a 30° C por 45 min. Adicionar lentamente 1 ml de fijador Carnoy frio (metanol 6: 4ci-
do acético glacial 1). Tapar el tubo, mezclar suavemente por inversién tres o cuatro
veces y centrifugar 10 min a 1.200 rpm. Descartar el sobrenadante con pipeta Pasteur
dejando mas o menos 0,4 ml. Soltar el botén celular. Afiadir T ml de fijador (Carnoy;
3:1) lentamente, por las paredes del tubo sin mezclar ni resuspender; agregar més fija-
dor (Carnoy; 3:1) por las paredes hasta completar 4 ml y esperar 2 min. Resuspender
con la pipeta hasta que se homogenice, dejar a temperatura ambiente por 30 min.
Resuspender y centrifugar a 1.200 rpm durante 10 min, descartar el sobrenadante,
soltar el botén celular, agregar 4 ml de fijador (Carnoy; 3:1) y resuspender, esperar 15
min. Centrifugar a 1.200 rpm durante 10 min, descartar el sobrenadante, soltar el bo-
tén celular, agregar 4 ml de fijador (Carnoy; 3:1), resuspender y esperar 15 min. Cen-
trifugar a 1.200 rpm por 10 min, descartar el sobrenadante, soltar el botén celular,
agregar 2 ml de fijador (Carnoy; 3:1) y resuspender. Extender de dos a cinco laminas.
Guardar las preparaciones en cajas apropiadas por uno o varios dias, para luego apli-
carles las técnicas de bandeamiento.

TECNICAS DE BANDEAMIENTO

Banda G. Técnica de Seabright (1971) con un tiempo de tripsina de 15 s y un tiempo
de envejecimiento de ldaminas de cinco dfas.

Banda C. Técnicas de Arrighi y Hsu (1971) y Sumner (1972), con un tiempo en HCI
de una hora, incubacién en hidréxido de bario a 56° C por 8 miny 2 x SSC a 53° C
por una hora.

Banda NOR. Técnicas de Goodpasture y Bloom (1975), temperatura de incubacién
a 30° C; y Howell et al. (1975) y Howell y Black (1978) con temperatura de incuba-
cién a 40° C.

Banda Q. Técnica de Caspersson et al. (1971) con tiempo de incubacién en quina-
crina de 10 min.

IDEOGRAMA
Para la realizacién del ideograma se midieron 70 metafases, diez de cada individuo, en
coloracién Giemsa y preparaciones con bandeamiento G, C, seleccionadas para digita-
lizacién, con el programa ATI con un microscopio Leitz e interfase al hardware. Sobre
las metafases se midié la longitud de los cuatro brazos cromosémicos empleando el
programa Adobe Photoshop 6.0. Las medidas obtenidas para cada metafase se procesa-
ron en hoja de célculo Excel 2000, para obtener el promedio de la longitud de los bra-
zos py q, la relacién de brazos, el indice centromérico, la longitud relativa del cromo-
soma y de los brazos, cuyas férmulas son:
Longitud promedio del brazo
~a=(q1+q2)/2  p=(p1+p2)/2
Indice centromérico (1.C.)
I.C. = (Longitud del brazo corto del cromosoma (p) / Longitud total del
cromosoma (q+p)) x 100
Relacién de brazos (R)

R=q/p
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Longitud relativa del cromosoma (Hrl)
Hrl = (Longitud del cromosoma total / Sumatoria de la longitud de los
cromosomas del conjunto haploide) x 100

Longitud relativa del brazo
Hrl q o p = (Longitud del brazo (q o p) / Sumatoria de la longitud de los
cromosomas del conjunto haploide) x 100

Dado que el género Podocnemis ha sido poco estudiado y los reportes existentes de la
formula carioldgica difieren de acuerdo al autor, en este trabajo se empled el criterio
morfolégico como el caracter diagnéstico para los grupos cromosémicos y en segunda
medida, el tamafio de los cromosomas dentro del complemento. Esta organizacién ha
sido tradicionalmente empleada en quelonios (Ayres et al., 1969, Bickham, 1975). Pos-
teriormente, se elaboré el ideograma, con base en los promedios obtenidos de las
mediciones para cada par cromosémico en todos los individuos, empleando las gra-
ficas obtenidas en el programa Excel 2000. El Grupo A comprende los cromosomas
de mayor tamafio, submetacéntricos y subtelocéntricos. El Grupo B incluye los cro-
mosomas medianos a pequefios, todos ellos metacéntricos. El Grupo C esta confor-
mado por los pares acrocéntricos distintivos. Rhodin et al. (1978), organiza cuatro
grupos, un Grupo A con metacéntricos y submetacéntricos grandes; un Grupo B con
subtelocéntricos grandes; un Grupo C con metacéntricos y submetacéntricos peque-
fios; y un Grupo D con acrocéntricos.

CARIOTIPOS

De cada individuo se fotografiaron las mejores metafases en pelicula (Kodalyte asa 8
y T-max 400; microscopio Axiophot-Carl Zeiss). Se copiaron en papel fotogréfico (papel
No. 4 Kodak y Polychrom Kodak) cinco metafases de cada individuo en las diferentes
coloraciones, con los cromosomas completos, con un grado minimo de condensacién
y maximo de separacién. Con éstas se organizaron los cariotipos y se construyeron los
ideogramas para las bandas diagndsticas.

RESULTADOS

Todos los ejemplares estudiados mostraron un complemento compuesto por 28 cromo-
somas, en machos y hembras. No se encontré dimorfismo sexual en los cromosomas.

IDEOGRAMA

El ideograma se establecié teniendo en cuenta la longitud de los cromosomas, la rela-
cién de brazos, el indice centromérico, la longitud relativa de los cromosomas y sus
brazos (p y q), (Tabla 2). Se determiné la férmula cariolégica de Podocnemis vogli en
5:6:3. El cariotipo estd compuesto por tres grupos de cromosomas segtin su tamafio y
morfologia (Fig. 1): el Grupo A (pares del uno al cinco) comprende los cromosomas de
mayor tamafio, cuatro pares de cromosomas submetacéntricos y uno subtelocéntrico,
seglin la relacién de brazos de 1,92-3,55 y los indices centroméricos entre 22,51 -37,13.
(Tabla 2). El Grupo B (pares del 6 al 11) incluye los cromosomas metacéntricos me-
dianos a pequefios, seis pares (del seis al once). De acuerdo a los valores de relacién de
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Par :Grupo Hrl q Hrl p Hrl Cromosoma I.C. Relacién
de Brazos

11 A 944+/-313 15131 +/-1,95 15,00  +/-5,22 37,13 +/-2,30 | 1,92 | +/-0,55
2 A 846 +/-2,90 4,08 +/-1,50 112,92  +/-4,49 | 34,89 +/-3,60 @ 2,18 @ +/-0,56
3 A 860 +/-2,70 2,31 +/-0,87 11,11 +/-3,76 | 22,51 +/-1,47 . 3,55  +/-0,59
4 A 6,55+/-222 321 +/-1,11 10,06  +/-3,41 35,73 +/-4,61 @ 2,07  +/-0,57
5 A 624+4/-2,00 2,46 +/-0,85 | 896 +/-2,99 30,54 +/-3,71 | 2,42  +/-0,58
6 B 311 +/-1,00 1,93 +/-0,73 @ 522 +/-1,76 40,47 +/-3,08 @ 1,65 +/-0,49
7 B 1285+/-0,89 1,65 +/-0,62 @ 4,65 +/-1,57 38,68 +/-1,85 @ 1,69 +/-0,23
8 B 2,65 +/-0,84 1,49 +/-0,57 @ 428 +/-1,47 38,01 +/-1,56 1,68 +/-0,18
9 B 12254+4/-0,70 135 +/-0,52 | 3,72 +/-127 3939 +/-2,94 | 1,59 +/-0,26
10 B 1,89.+4/-0,60 1,16 +/-0,43 @ 3,16 +/-1,09 39,96 +/-1,65 1,53  +/-0,18
11 B 1,60 +/-0,51 0,96 +/-038 i 2,65 +/-0,93 39,40 +/-231 | 1,70  +/-0,52
120 C  3,0+/-1,21 1 0,14 +/-0,06 | 323 +/-1,34 | 4,23 +/-1,85 2570 +/-11,44
13 C 1228 +4/-0,97 012 +/-0,06 | 2,41 +/-108 @ 574 +/-2,69 18,84 +/-827
14 C 134 +/-0,48 10,12 +/-0,06 1,47  +/-0,55 = 8,93 +/-3,15 11,20  +/-4,37

Tabla 2. Parametros de evaluacién del complemento cromosémico para la elaboracién del ideogra-
ma de P. vogli, férmula cariolégica (5:6:3); NF=50, (n=70 metafases). Hrl q: longitud relativa del bra-
zo largo del cromosoma; Hrl p: longitud relativa del brazo corto del cromosoma; Hrl cromosoma:
longitud relativa del cromosoma dentro del complemento; I.C.: indice centromérico; Relacién de
Brazos: relacién entre el brazo largo del cromosoma y el brazo corto.

brazos entre 1,53-1,70 y a los indices centroméricos entre 38,01-40,47. El Grupo C estd
conformado por tres pares de cromosomas (12 al 14). Al evaluar los valores de relacién
de brazos e indices centroméricos, todos los cromosomas de este grupo son acrocén-
tricos, facilmente identificables atin en metafases muy condensadas donde adquieren
una morfologia puntiforme. Estos tres pares de acrocéntricos tienen valores de relacién
de brazos de 11,20-25,70 e indices centroméricos de 4,23-8,93 respectivamente.

Figura 1. Ideograma del complemento cromo-
i sémico de P. vogli .

o



Vol.10-1-6.0 1/19/06 9:04 PM Page 25 $

Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 10 No. 1, 2005 25

Por otra parte, la eliminacién del grupo D de Rhodin et al. (1978), se fundamenté en la
organizacién comdnmente empleada para la mayorfa de reportes sobre la citogenética
de Quelonios, donde tradicionalmente se presentan tres grupos de cromosomas siguien-
do el criterio de tamafio y morfologia de los mismos (Ayres et al., 1969; Bickham, 1975).
Para P. vogli encontramos un nimero fundamental de 50, reduccién originada por el in-
cremento en el nimero de cromosomas acrocéntricos y la correspondiente disminucidn
en un submetacéntricos. Al nivel del nimero y morfologia cromosémica observada en
Giemsa, no se encontraron variaciones en los cariotipos de los individuos provenientes
de las localidades del Meta, incluyendo el ejemplar reportado por Rhodin et al. (1978).
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Figura 2. Cariotipo de P. vogli (ejemplar
A) en coloracién Giemsa, en el cual se
1 - - observan algunas bandas G esponté-
12 13 11 neas (indicadas por flechas).

BANDEAMIENTOS

En coloracién Giemsa en el primer par aparecieron bandas espontédneas (Fig. 2) en el
tercio proximal de los brazos p y q. Igualmente, en el cuarto par se encontraron
regiones acromaticas mediales a los brazos p y q. En el 8% de las metafases analizadas
(Fig. 3A) se visualizé una fragilidad en el brazo p del primer par asociada a la ubi-
cacién de la regién organizadora nucleolar (NOR). Las bandas solo se lograron para
las metafases de cinco de los animales estudiados A, B, C, V3 y V8.
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Figura 3. A. Metafase de P. vogli (ejemplar D) mostrando la regién acromadtica en los brazos p del primer
par cromosémico (indicado por una flecha). B. Metafase mostrando las regiones organizadoras nu-
cleolares en P. vogli (ejemplar B; indicado por flechas). C. Metafase mostrando las regiones organi-
zadoras nucleolares y nucledlos en células interfésicas de P. vogli (ejemplar B; indicado por flechas).

:"-':r

Bandas G. Permitieron la identificacién de los elementos del complemento cromosé-
mico. El ideograma presentado en la figura 4, se realizé a partir del andlisis de metafases
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Figura 4. Cariotipo de P. vogli (ejemplar B) en Banda G.

fotografiadas. En el cariotipo de P. vogli se presenté un buen nimero de bandas que fue-
ron constantes para todos los individuos analizados. La porcién distal del cromosoma
3, es representada en el ideograma como una banda gris, pero puede tener una colora-
cién diferente, dependiendo del grado de condensacién de la metafase (Fig. 4). Los
cromosomas del grupo B presentaron coloracién G positiva en las porciones distales de
brazos p y q; G negativa en las regiones centroméricas. Solamente en el cromosoma 8
se observaron dos bandas en brazos q, separadas por una banda G negativa delgada.
Todos los elementos del grupo C, formado por los tres cromosomas acrocéntricos, pre-
sentaron una banda G positiva en la porcién distal de los brazos q y en la regién cen-
tromérica (Figs. 4y 5).
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L L Figura 5. Ideograma del patrén en Banda G del cariotipo de

F] i [ . . ., . R
b : P. vogli. *Ubicacién de las regiones organizadoras nucleolares.

Bandas Q. El patrén observado en las metafases con bandas Q coincidié con el mos-
trado para las bandas G, pero con una menor resolucién en la discriminacién del ni-
mero de bandas. Todos los cromosomas presentaron las regiones centroméricas
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opacas y no se observé una relacién entre bandas Q positivas y las porciones hetero-
cromadticas, que para todos los cromosomas correspondieron a bandas Q negativas.
En el grupo B se observan telémeros brillantes que fueron coincidentes con la banda
G positiva caracteristica de este grupo (Fig. 6).

Watiuw

Figura 6. Cariotipo de bandas de fluo-

rescencia Q en P. vogli (ejemplar B).

Regiones organizadoras nucleolares. Se encontré un par cromosémico (Fig. 3B) por-
tador de las regiones organizadoras nucleolares (NOR). Este se ubicé en los brazos
cortos del cromosoma uno, en el tercio proximal al centrémero que coincide con una
banda G negativa (Fig. 4). La posicién del NOR en el primer par es muy cercana a la
banda C positiva intercalar del brazo corto. En coloracién convencional con Giemsa,
se observé una regién acromadtica que fue asociada con una fragilidad. En células
interfasicas (Fig. 3C) se presentaron uno a dos nucledlos, predominando las células
con la dltima condicién, por lo que los dos homdlogos pueden o no asociarse en
interfase para formar un solo nucledlo. Bickham y Rogers (1985) estudiaron los NOR
en la familia Chelydridae, suborden Criptodira, filogenéticamente mds cercana a los
Podocnemididae (Shaffer etal., 1997), en metafases obtenidas a partir de técnicas directas
en preparaciones de fibroblastos y tejido cardiaco, observaron los NORs en un macro-
cromosoma submetacéntrico y acrocéntrico en Macroclemmys temminkii y Chelydra serpen-
tina respectivamente, en posicién intersticial en ambos casos, asociado a una constric-
cién secundaria, a una banda C positiva y a una banda G negativa, lo que sugiere cierta
similitud con el inico cromosoma portador de NOR identificado para P. vogli.
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Figura 7. Cariotipo de P. vogli (ejemplar B) en banda C.
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g [ ] ] T Figura 8. Ideograma del patrén base para banda Cen P.

[ [ep———, vogli mostrando las regiones heterocromdticas en negro.

2 o M 1 . .
B tese st En gris se presentan las bandas variables.

Bandas C. La heterocromatina constitutiva presenté un patrén caracteristico con poca
heterocromatina centromérica. En los grupos B y C no se observé claramente. Habia
bloques de heterocromatina intercalar, telomérica y en la regién pericentromérica, en
varios cromosomas. El primer par ademds de la banda de heterocromatina centromé-
rica posefa bandas intercalares delgadas en el tercio proximal de los brazos q y p (Figs.
7y 8). En un ejemplar, el segundo par fue portador de un heteromorfismo de hetero-
cromatina constitutiva, ya que en uno de los homdlogos se observé una duplicacién de
la banda centromérica, en tanto que en el otro se visualizaba una sola banda. El tercer
par se caracterizé por poseer tres bandas de heterocromatina, una telomérica en los
brazos p muy delgada y tenue, pero se encontré en todos los ejemplares analizados; una
banda pequefia en el centrémero; y otra en los brazos largos muy cercana del centré-
mero (regién pericentromérica).

El cuarto par posefa también tres bandas, dos bandas pericentroméricas equidistantes
del centrémero en ambos brazos y una pequefia banda centromérica. El quinto par pre-
sentd un patrén muy similar al descrito para el cromosoma tres, sin la banda telomérica
en los brazos cortos. En el grupo B los pares 6, 7 y 8 mostraron un pequefio bloque
heterocromdtico centromérico, en tanto que en los pares 9 al 11 fue inconspicuo. Den-
tro de este grupo el par 8 sobresalié por presentar una banda telomérica en los brazos
p. Los pares 12, 13 y 14 posefan bloques heterocromaticos en el tercio proximal de los
brazos g, presentando coloracién negativa para la banda C en la regién centromérica
(Fig. 8). Hasta donde se lograron correlacionar los patrones de heterocromatina con
bandas Q, todos los segmentos de heterocromatina anteriormente descritos corres-
pondieron a bandas opacas en Q (Fig. 7).

Variaciones de bandas C. Hubo variacién intraespecifica en la distribucién y cantidad

de heterocromatina constitutiva. Los cromosomas 1, 2, 3 y 7 presentaron las variacio-
nes en ausencia o presencia de bandas (Tabla 3).
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Individuo
Localizacién A B C V3 \%
Cromosoma 1 banda intercalar en p -/- +/+ +/+ +/+ -/-
Cromosoma 2 banda pericentromérica -/- -/+ +/+ +/+ +/+
Cromosoma 3 banda pericentromerica en q +/- +/+ +/+ +/+ +/+
Cromosoma 7 banda telomerica en p +/+ -/- -/- +/+ -/-

Tabla 3. Variaciones de heterocromatina en P. vogli; -: ausencia; +: presencia de la banda en referencia.

DISCUSION

Rhodin etal. (1978), realizaron el cariotipo de un ejemplar de P. vogli obtenido de la Es-
tacién de Biologia Tropical Roberto Franco, proveniente de la localidad Pozo Llano
Grande, Peralonzo (Meta, Colombia) mediante técnicas directas, con tejidos de bazo y
testiculos. Estos autores organizaron el cariotipo en cuatro grandes grupos, del A al D.
Aunque es dificil efectuar homologias con este trabajo dado que solo se presenté un
cariotipo en coloracién homogénea Giemsa, podemos sugerir similitudes como en la ta-
bla 4, basdndonos en la morfologia de los cromosomas. Las diferencias aparentes en
las categorias morfolégicas de los cromosomas, segtin la posicién del centrémero (Ta-
bla 4, convenciones) pueden estar dadas simplemente porque Rhodin et al. (1978), no
tuvieron la oportunidad de obtener metafases con diferentes grados de condensacién,
que les permitieran discernir con claridad la morfologia del complemento mediante me-
diciones, al emplear la técnica directa con inyeccién de colchicina y sacrificio, que usual-
mente genera metafases muy condensadas sino se tiene adecuadamente estandarizado
el protocolo. Como se muestra en la tabla 4, hay una gran homologia en cuanto a la
distribucién de los cromosomas. La principal diferencia estd en el nimero de pares
acrocéntricos, tres para nuestros ejemplares versus dos en lo reportado por Rhodin et 4.
(1978), quienes incluyen el cromosoma mds pequefio en el grupo C, asumiendo su mor-
fologfa como metacéntrica. En nuestro andlisis de un mayor nlimero de metafases, 70
con respecto a uno de Rhodin et al. (1978), con grados de condensacién adecuados
(Fig. 2), es clara la morfologia de este cromosoma como un acrocéntrico muy pequefio.

De acuerdo con Rhodin et al. (1978), los cariotipos de P. vogli, P. expansa, P. unifilis, P.
lewyana y P. sextuberculata, son homogéneos con férmula cariolégica (A3: B2: C7: D2)y
numero fundamental de 52. Sin embargo, para P. vogli encontramos un ndmero fun-
damental de 50, reduccién originada por el incremento en el nimero de cromosomas
acrocéntricos y la correspondiente disminucién en un submetacéntrico. Esto sugiere que
la morfologia cariotipica de las otras especies del género Podocnemis debe ser reevaluada
con estudios basados en cultivos celulares que permitan un andlisis adecuado de los
cromosomas mds pequefios del cariotipo. El empleo de las técnicas de cultivo celular de
linfocitos de sangre periférica permite obtener un alto nimero de metafases del indi-
viduo en diferentes grados de condensacién para estudios morfoldgicos, sin el sacrificio
del animal. Rhodin et al. (1978) realizaron técnicas directas para la obtencién de meta-
fases, por inyeccién de colchicina, y sacrificio del ejemplar para la obtencién de tejidos
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como bazo y testiculos, que permiten obtener metafases. Por otra parte, Bickham y
Rogers (1985) estudiaron los NOR en la familia Chelydridae, la més relacionada den-
tro de los Criptodira a los Podocnemididae (Shaffer et al., 1997), en metafases obtenidas
a partir de técnicas directas en preparaciones de fibroblastos y tejido cardiaco,
observaron los NORs en un macrocromosoma submetacéntrico o acrocéntrico en
Macroclemmys temminkii y Chelydra serpentina respectivamente. En posicién intersticial
en ambos casos asociado a una constriccién secundaria, a una banda C positivay a
una banda G negativa, lo que sugiere cierta similitud con el inico cromosoma porta-
dor de NOR identificado para P. vogli. Es decir posiblemente |a ubicacién de los NOR
serfa altamente conservada para estos grupos de quelonios.

GRUPO Rhodin et al., 1978 GRUPO Presente trabajo
A 1 1
Metacéntricos 2 2
y submetacéntricos A
grandes 3 Submetacéntricos 4
y subtelocéntricos 3
grandes 5
B
Subtelocéntricos 4
grandes 5
6 6
7 7
C 8 8
Metacéntricos 9 B 9
y submetacéntricos 10 Metacéntricos 10
pequefios medianos
1 y pequefios 11
12 C 14
D 13 13
Acrocéntricos 14 Acrocéntricos 12

Tabla 4. Homologias en la organizacién del cariotipo modelo de Podocnemis vogli, entre el trabajo de
Rhodin etal., 1978 y el presente estudio.

Sobre las tortugas Pleurodiras no existen estudios acerca de la evolucién cariolégica
dentro de la familia Podocnemididae y tampoco hay trabajos comparativos con bandas.
Shaffer et al. (1997) y Noonan (2000) consideraron la familia Podocnemididae como
primitiva y monofilética, con caracteres morfoldgicos sinapomérficos e incluyendo el
cariotipo (Ayres etal., 1969, Rhodin etal., 1978). En los grupos mds derivados de tortu-
gas marinas y terrestres se han realizado un mayor ndimero de estudios, que permitieron
a Bickham (1981) efectuar un andlisis cladistico para determinar la evolucién cariolé-
gica en Criptodiras. En este andlisis los cambios heterocromaticos constituyeron un
factor discriminante, siendo muy frecuentes las adiciones heterocromadticas que se en-
cuentran en casi todas las familias del suborden. El hallazgo de diferentes variaciones
en las regiones heterocromaticas de P. vogli indica que pueden existir polimorfismos a
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nivel cromosémico entre sus poblaciones. Esto no coincide con lo postulado por
Bickham y Carr (1983), quienes sostuvieron que los quelonios como grupo estdn en un
estancamiento evolutivo, al conseguir un maximo grado de adaptacién y, por tanto, no
existe variacién a nivel cariolégico dentro de las especies. Es interesante que en una
muestra pequefia de esta especie, se encuentren variantes cromosémicas a nivel de
heterocromatina, lo que permite sugerir que la especie es atin portadora de un nivel
de variacién genética significativo. Adicionalmente, la presencia de dos individuos hete-
rocigotos, para al menos dos de las variantes heterocromaticas, indica que estas varia-
ciones pueden constituir polimorfismos intraespecificos. Los resultados y la distribu-
cién geografica puntual, sugieren un modelo de diferenciacién genética asociado a la
distribucién geografica y los polimorfismos identificados podrian constituirse como
marcadores carioldgicos; aunque por el nimero reducido de ejemplares analizados
no fuera posible hacer inferencias sobre la distribucién geogréfica de estos polimor-
fismos. Es importante por eso continuar los estudios genéticos sobre esta especie.

CONCLUSIONES

Se determiné la formula cariolégica de Podocnemis vogli en 5:6:3; cinco pares subme-
tacéntricos y subtelocéntricos (Grupo A), seis pares metacéntricos (Grupo B) y tres
pares acrocéntricos (Grupo C), que difiere de la previamente descrita para esta espe-
cie por Rhodin et al. (1978) (3:2:7:2). A pesar de las diferencias en las férmulas
carioldgicas los dos cariotipos son correspondientes. La tnica diferencia radica en la
morfologia de los cromosomas mds pequefios, que en este estudio se demuestra
corresponden a cromosomas acrocéntricos (pares 12, 13 y 14) aspecto que modifica
la férmula. Se determinan por primera vez los patrones de bandas C, G, NOR y Q
para Podocnemis vogli, siendo este el primer estudio para el suborden Pleurodira a nivel
de bandas cromosémicas, encontrando un solo cromosoma portador de NOR, co-
rrespondencia en los patrones de bandas Q-G y polimorfismos intraespecificos en los
patrones de bandas C. Se registra y localiza un sitio fragil en el primer par cromosémi-
co para esta especie de quelonio.
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