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RESUMEN 

El presente trabajo reporta la dotación cromosómica de Agouti paca, una especie 
considerada en vía de extinción. Además, se muestra la estandarización de la 
técnica para la obtención de cromosomas en sangre periférica y el tiempo óptimo 
del pulso terminal de 5-bromo-2 'deoxiuridina (BrdUrd) para la obtención de 
bandas R-replicativas de alta resolución. También, se compara el cariotipo 
obtenido usando tinción convencional de Giemsa, con el realizado utilizando bandeo 
replicativo de alta resolución. 

El análisis de la morfología cromosómica del cariotipo de Agouti paca, muestra 29 
pares de cromosomas subtelocéntricos, 2 cromosomas acrocéntricos y 5 pares 
cromosómicos metacéntricos. De todo el cariotipo, el cromosoma X es el más 
grande y lo clasificamos como: submetacéntrico. El cromosoma Y es el más 
pequeño y lo consideramos acrocéntrico. Además, al igual que en todas las 
hembras de mamíferos, la hembra de guagua exhibe un cromosoma X inactivo de 
replicación tardía . 
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Con base en los resultados obtenidos, se determina el número cromosómico 2n = 
74. De acuerdo con la ¡SC I (/995), propusimos una clasificación en 5 grupos .' 
grupo A del J al lO, grupo B del JI al 20, grupo e del 21 al 29, grupo D del 30 
al 31 y grupo E de l32 al 36, además del parsexual (XX si es hembra, XY si es 
macho). 

Esros hallazgos posibilirarán en el futuro, establecer la correlación entre 
anormalidades cromosómicas y cambios fenotípicos o trastornos reproductivos de 
la especie; además, servirá como parámetro citogenético en la comparación de 
Agouti paca con otros Hysrricomorfos relacionados. 

Este resullado se constituye en el primer cariolipo de Agol/li paca (f? lwgua) , 
reportado; además, es el primer estudio cirogenélico donde se realizan bandas R­
replicativas de alra resolución para arioripar especies an imales promisorias 

Palabras Clave .' Agouti paca, cariolipo. guagua , cilOgenérica. 

A BSTRACT 

CYTOGENETIC KARYOTYPE OF Agouli paca 

This lVork repor/s (he ka r\'orype of AgoUl i paca , (/ species cOlIsidered in e'(t intion 
warning in Colombia . In odia ion, ir JW l'e s(Qndardi~ed lh onvenlional cilogenelic 
technique for Ohle!llioll )f melaphasic chromosolll t! in peripherir blood and lhe 
oplimal periad of lerminal pulse of 5-Bromide-2 'd eOJ,. iuridille for high resolUlion 
R-replicalive bands. 

Agouli paca showed 74 chromosomes: twenty-nine pairs of subtelocenlric 
chromosomes, IwO acrocentric chromosome pairs , and fivc melacentric chromosome 
pairs. Submelacenlric X chromosome is the biggest one of lhe total karyorype and 
acrocentric chromosome Y is the smallesl one. 111 adillion , Agouli paca like olher 
mammalian females shows one inacli ve lale replication X- chromosome. 

According lO ISCN (1995), il was proposed a classificalion consis(ing of five 
groups: group A ([rom chromosollle 1 (O 10) , group B ([roln chromosome 11 10 
20), group C ([rom 21 (029), group D (chromos omes 30 and 31) and group E ([rom 
chromosome 321036 and a sexual pair, female ' XX or male: XY) . 
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This findings will permit to correlalions between chromosomal abnormalities and 
phenotypic changes or reproductive disorders of the specie. In adillion, this 
karyotype would facilitate cytogenetic comparations of Agouti paca with other 

relati ves Hysrricomorphs. 
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CarIo!ipo citoge m:!ico ... 

This findings wil! permit lO correlalÍons belWeen chromosomal abnormalilies and 
phenorypic changes or reproduClive disorders of the specie, In adillion, this 
karyorype would facilitate cylogenelic comparations of AgOUli paca with olher 
relati ves Hystricomorphs, 

This is lhe firsl Agouli paca 's karyorype reporled and lhe firsl study where high 
resolulion R-replicalive chromosomal bands melodology for karyoryping promisore 
species has been used. 

Key words: AgOUli paca, karyorype, guagua, cylogenelic. 

INTRODUCCIÓN 

En Colombia, una de las especies 
c nsideradas en vía de extinción es 
la guagua, debido a la act ividad 
humana que genera la de trucción 
y/o desequilibr io de los hábitats 
naturales de especies sil vestres y por 
la caza preferencial de este 
especimen, por lo apetecido de su 
carne. 

Lo anterio r se podría considerar 
como un aspecto socio-económico y 
cultural para justificar no solo su 
conservación, sino también que sea 
tenida en cuenta como futura fuente 
de producción de proteína con alta 
posibilidad de aceptación en el 
medio o en cualquier mercado , 

Dentro del reino animal, la guagua 
pertenece a la clase Mamífera, orden 
Rodentia, familia Agoutidae, género 
Agouti y especie paca, 

El conocimiento básico , a nivel 
fisiológico y genético de la fauna 
silvestre en nuestro medio es muy 
escaso y superficial. Esto dificulta 
la pos ibilidades de adelantar 
prog ramas estratégicos con miras a 
conse rvar la biodivers idad en 
g neral, especiaIment de aquellas 
especies que son actualmente 
consideradas en vía de extinción 
(Mares y Ojeda, 1981) , 

Uno de los parámetros básicos de 
gran importancia dentro de los 
aspectos genéticos, es el 
conocimiento de la dotación 
cromosómica o cariotipo, el cual 
posibilita una relación taxonómica 
entre grupos morfológicamente 
relacionados y podría permitir 
posibilidades de manejo genético­
reproductivo entre grupos 
emparentados (Garber, 1972; 
GiaIUloni, 1988), con fines de 
explorar el potencial zootécnico de 
diversas especies, 
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Otro aspecto que podría ser 
refortalecido , una vez se establezca 
el cariotipo , es la detección de 
anormalid ades cro mos ómica s 
presentes en la población, ta les 
como las aneuploidías y los 
rearreglos estructurales, los cuales 
podrían in flu ir en la expresión 
fenotípica o en la capacidad 
reproduct iva (Nicholas, 1990) 

Hasta la década de los años 70, 
los cariotipos se real iz ban con 
coloración homogénea , pero las 
técnicas citogenéticas modernas han 
desarrollado métodos que permiten 
la inducicón de bandas n la 
estructura cromosómica. 

Estas bandas se pueden agrupar en 
dos categorías: 

El bandeo en el que se induce un 
limitado núme ro de bandas, ta les 
como RON (región organizadora del 
nucléolo), bandas C y bandas G!! 
con las que se puede lograr 
información sobre polimorfismos 
intra e interespecífico s. 

La otra categoría es el bandeo 
cromosómico ( , G Y R) dist ribuido 
a través de todo el cromosoma, con 
los cuales se pueden agrupar de 
manera precisa, los pares homólogos 
y compararlos entre especies 
relacionadas (lnternational System 
for Human C itogenetic 

López. 1.B .; Marquez. ME.; Hoyos. D . 

Nomenclatura. CSN , 1995) . 

En e te trabajo, para realizar la 
evaluación r mosómica. se selec­
cionó el método de bandeo R­
replicat ivo, para lo cual fue 
fundamenta l e. tandarizar el cult ivo 
de linfoc itos de AgoUli paca , y el 
tiempo ' ptimo del pu lso termi nal de 
5-BrdU utilizado para la inducción 
de bandas de alta resolución. 
importante en la evaluación del 
cariotipo 

METODOLOGÍA 

Toma de Muestra . I ejemplar se 
rasuró y des infectó en el área de la 
piel de lo ' miembros ant riores , 
donde e local iz la vena cefál ica 
De ésta, se recol ctan 5 mI de 
muestra usand jeringa estéril con 
0 . 1 mi d Hepari na (5000 U) Y con 
aguja 21. 

A continuación, se llevó la muestra 
al Laboratorio de Citogenéti 'a del 
Departamento de Biología de la 
Facultad de Cencias-Universidad 
Nac ional de Colombia , Sede 
Medellín, para su respectiva 
siembra . 

Obtención de Ex te ndidos 
Cromosómicos. Cada cultivo se 
realizó en condiciones asépticas con 
1 mI de sangre periférica 
heparini zada en 9 mi de medio Ham 

, 
IIU' [( l ;0 ¡/-F '\~ 

BIUI.IO I I ~ ' 01 1, ".0 'F/. 
Ca riotipo cltogenético .. . 

F-12 completo (20 % de FB. 100 U sobrenadante y se resuspenden 

de Pen icilina y 100 ug/ml de vigo rosamente antes de iniciar la 

Estreptomic ina) y 0.1 mI de Fito­ fijación. 

hema lutinina . 


La fijació n de la muestra se lleva a 
Luego de sembrada la muestra, los cabo agregando gota a gota, y con 

culrivos s ~ 3r .. te. fija r fresto (3: I 
durant tJ 
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Otro aspecto que podría ser Nomenclatura, CSN, 1995). 
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F-12 completo (20 % de FB. 100 U 
de Penicilina y 100 ug l ml de 
Estreptomicina) y 0.1 mI de Fil ­
hemaglutinina . 

Luego de semb rada la muestra los 
cult iv s se incubaron a 3rC, 
du rante 48. 54. 60 Y 66 h ras . 

Para la co, echa de los cult ivo 
éstos se d ividieron en do, grupos ' 
grupo 1 y grupo 2, a los que se le 
adicionó re pectivamente 100 mj.d de 
BrdU(2jlg/ml) ó deoxitimidina(T dR) , 
(l0·5M) a las 4, 5, 6. 7 u 8 horas 
antes del proee o de cosecha. 30 
mi nutos antes de fi nal izar el tiempo 
de culti vo. s le adiciona Colcemid 
(lOO jlg /ml). 

Proceso de Cosecha. El procesa­
miento de todos los cultivos, se hizo 
de acuerdo con la técnica 
el oge net lca convenciona l para 
análisis cromosómico (36, 20) como 
s de c ribe a continuación 
(Moorhead. 1960 ; Hungerford, 
1965). 

Los cultivos en suspensión se 
transfieren a un tubo cónico, se 
centrifugan a 200g durante 7 min, se 
descarta el sobrenadante y el celular 
se resuspende , y se le agrega 5-6 cc 
de solución hipotónica (KCI 0.075 
M). Se incuban a 37 °C durante 5 
min, se centrifugan de nuevo a 200 
g por 7 mm, se descarta el 

1" 

IJI'I,'II' . l :r'lF( · \!-. 
Bl IIIIOlu ." .. 1'1 '~,O 'rf /, 

sobrenadante y se resuspenden 
vigorosamente antes de iniciar la 
fijación . 

La fijación de la muestra se lleva a 
cabo agregando gota a gota, y con 
ag itac ión fuerte, fijador fresco (3: 1 
Meta n I1 Ácido Acético) hasta 
e mpletar 1 mi . Luego se adiciona 
má. fijador hasta completar un 
volum n de 5-7 mI. Los tubos se 
d jan reposar a temperatura 
ambient e por 20 minutos . 
Po steriormente, mediante 
centrifugación y des arte, el fijador 
se cambia dos veces. 

Finalmente, el botÓn celular se 
resu. pende en 0.3-0. 5 m\. de 
fijador fresco. Una fracción de esta 
suspensión se "gotea" a una altura 
de 45-55 cm sobre portaobjetos 
previamente sumergidos en agua 
(4 oC) y prelavados con Metano\. 
Las preparaciones se dejan escurrir 
20-30 segundos en posición ligera­
mente inclinada y luego se flamean 
levemente para incrementar la 
expansión cromosómica y reducir el 
trasfondo citoplásmico. 

La primera placa preparada de esta 
manera, se revisa al microscopio de 
contraste de fase, en el cual se 
evalúa el grado de dilución y de 
esparcimiento . Por último, las 
placas se almacenan en cajas 
plásticas, hasta el momento de ser 
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coloreadas. 

Coloración Diferencial para 
Bandas Cromosómicas R-
Replicativas. El principio usado en 
este trabajo para realizar el cariotipo 
de Agouci paca con bandas R­
replicativas de alta resolución , 
mediante pulso terminal de BrdU, se 
basó en el método establecido por 
Camargo y Cervenka (1982) para 
evaluar la cronología en la 
replicación de cro mosomas 
humanos. 

Este método permite clasificar la 
Fase S del ciclo celular en períodos 
1, lI, IlI, IV, V Y VI, según el 
patrón de bandas que muestren sus 
cromosomas (Camargo y Cervenka, 
1982; López y Camargo , 1984) . El 
es tadio III del cariotipo de una 
especie, revela un patrón de bandas 
cromosómicas altamente similar a 
las bandas G reversas de esta 
especie. Esto nos permite establecer 
las bandas R-replicativas de alta 
resolución, dependiendo del grado 
de compactación de los cromosomas . 

A las láminas con los extendidos 
cromosómicos obtenidos de cultivos 
expuestos a BrdU, se les aplica el 
tratamiento para inducir bandas R­
replícativas, usando mod ificaciones 
efectuadas en el Laboratorio de 
Citogenética del Departamento de 
Biología (Universidad Nacional) del 

Lúpez , J .B.; Márquez . ME.: I-I oyos. D. 

método inicialmente descrito por 
Camargo y Cervenka (1982), tal 
como se describe a co ntinuación : 

Se toman láminas entre 0-30 días 
después de "goteadas" y se 
sumergen en solución bis 
BENZIDIMIDE (Hoechst 33258) 
0.3 Ilg/ml durante 10 mino 

Se lavan con agua destilada en dos 
pasos sucesIvos y se secan 
suavemente, hasta remover el agua . 
A cada lámina en poslcJon 
horizontal , se le agregan 0.3 mI de 
solución 2 x SSC y se cubre con una 
laminilla de 2 2 x 60 mm. 

Cada lámina, se expone a 
iluminación con una lámpara 
Sylvania Capsylile 75w, 120w PAR 
30, a 60°C, durante 40 minutos . Se 
remueve la laminil la, de tal forma 
que no haya deslizamiento. 

Cada lámina se lava con agua 
destilada y se seca, agitando 
suavemente al aire 

Luego, se le agrega solución de 
Giemsa dilu ída al 5 % en agua 
co rriente, durante dos minutos . 

Por último, la preparación 
permanente se realiza cubriendo la 
muestra con Permounl, protegido 
con una laminilla . 

Ca nolipo ci toge nét ico .... 

Las láminas que contienen 
extendidos cromosómicos, que no 
fueron expuestas a pulso terminal de 
BrdU, se tiñen directamente con 
Giemsa diluída al 5 % en agua 
corriente, durante cinco minutos. 

A ná lisis Micr o sc ' ¡ .. ­
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Koda lith Orthofi 
se llevan a posit 
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Para mostrar la bondad de la 
técnica de bandeo, algunas de las 
placas obtenidas de cultivos 
expuestos a Brd U, se colorearon con 
tinción convencional Giemsa, se 
fotografiaron, se decolor.,r-·' 
posteri .r ..... --· 
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coloreadas. método inicialmente descrito por 
Las láminas que contienen Para mostrar la bondad de la

Camargo y Cervenka (1982), tal 
extendidos cromosómicos, que no técnica de bandeo, algunas de las

Coloración Diferencial para como se describe a continuación: 
fueron expuestas a pulso terminal de placas obtenidas de cultivosBandas Cromosómicas R­
BrdU , se tiñen directamente con expuestos a Brd U, se colorearon con Replicativas. El principio usado en Se toman láminas entre 0-30 días 
Giemsa diluída al 5% en agua tinción convencional Giemsa, seeste trabajo para realizar el cario tipo después de "goteadas" y 
corriente, durante cinco minutos. fotografiaron, se decoloraron yde A ~nlJli nnrn (' hnn..lnn n ;0n 

posteriormente, fueron sometidas al 
A n ál i si s Microscópico y procedimiento de tinción para 
Fo tografía . El análisis con bandas R-replicativas. 
microscopio directo se inicia con un

dos 
recorrido general de la lámina en De las fotografías impresas, se 
lOX , para identificar zonas que recorta cada uno de los cromosomas 
contengan los mejores extendidos. y se ordenan en números 
E las zonas se referencian para ascendente como pares homólogos, 
posteriormente efectuar el análisisis s iguiendo las recomendaciones de la 

una 
cro mo óm ico detallado en 50 mitosis Conferencia de París (1 995 ). 
seleccionadas, usando objetivo de 
inmers ión (lOOX) RESU LTADOS Y DISCUSiÓN 

Para detall ar cada una de las Los mejores resultados para el 
mitosL , se comienza evaluando el cultivo de linfoc itos de sang re 

. Se 
número cromosómico por metafase, peri férica de AgOllli paca, se 

rma 
seguido de una comparación mental lograron con un tiempo de 
entre pare' homólogos; además , se incubación de 60 horas y en el caso 
identifi a el par de cromosomas d CU lli os para bandas R­

gua 
. exuales . repl icativas, el mejor tiempo para el

ndo 
pu lso terminal de BrdU , fue de seis 

Las mejores mitnsis analizadas en horas . 
es tadios 111 que muestren xc I nte

de 
calidad /0 detalles especiale • se De cada or anismo , macho y

gua 
seleccionan para fo tografía. Estas bembra , se analizaron inicialmente 
fotografías e toman en un 50 mela fases en cada una de las 
microsc Jpio Olympus BMK 40. con pr paraci nes cromosómicas teñidas 

ión 
sistema aut mát ico . usando pel ícula con Giemsa, en donde se det rminó

la 
Kodalich Ortho fil m 6556 A A 8. Y el número y la morfología cromo­

ido 
se llevan a positivas, usando papel SOO1\Ca (Figura 1). El número 
Forre FPSI. diploide de cromosomas observados 

fue de 2n = 74 XX para ejemplares 

997 . 
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hembras o XY para ejemplares número cromosómico, se procedió a Número del Ubicación del Tamaño Relativo 
machos. Una vez determinado el identificar 1 s pares homólogos en Cromosoma Centrómero 

1 a 29 
30, JI 
32 

" \ 

FIGURA 1. Metafase con tinción convencional Giemsa de un ejemplar 
hembra Agouti paca de, donde se mu stran 74 cromosomas. 

metafases de estadios III de distribuyeron en cuat ro grupos 
replicación (Figuras 2A y 3A) en ordenados de mayor a menor tamaño 

preparaciones coloreadas para (Figuras 2B y 3B). 

bandas R-replicativas . Los pares 

homólogos son clasificados por su De acuerdo con la morfología, 

patrón de bandas y posición de ubicación del centrómero y tamaño 

centrómeros en metacéntric s, relativo, se propone la siguiente 

acrocéntricos y subtelocéntricos clasificación para los cromosomas de FIGURA . 

Posteriormente los cromosornas se la AgoUli paca: replicatival 

I
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hembras o XY para ejemplares 
machos . Una vez determinado el 

número cromosómico, se procedió a 
identificar los pares homólogos en 

pIar 

os 
ño 

a , 
o 
e 
e 

Número del Ubicación del Tamaño Relativo 
Cromosoma Centrómero 

I a 29 Subtelocéntricos medio 
30, 31 Acrocéntricos medio 
32 a 36 Metacéntricos medio 

y Acrocéntrico menor 
X Sumetacéntrico mayor 

FIGURA 2. Metafase de una hembra de Agouti paca con bandas R­
replicativas en estadio III de replicación . 
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FIGURA 3 . Cariotipo de una hembra de Agouti paca con bandas R de 
replicación . 

Los cromosomas 1 a 29 son 
clasificados como subtelocéntricos, 
los cromosomas 30, 31 Y Y, se 
pueden considerar como 
acrocéntricos. Los cromosomas 32 
a 36, se clasifican como 
metacéntricos y el cromosoma X, 
que es el más grande del genoma, se 
clasifica como submetacéntrico . 

Es de anotar que uno de los 

cromosomas X de la hembra de 
Agouti paca, igual que el de todas 
las hembras de mamíferos , es de 
duplicación tardía, por lo cual, se 
podría inferir su carácter de inactivo 
(Figura 4). Por su parte el 
cromosoma y, se presenta como el 
más pequeño del genoma con un 
brazo p activo y con el brazo q 
totalmente pálido, lo que sugiere su 
carácter inactivo . 

Cariolipo cirogenérico .... 
ti 1\ , 11' \ ., 

- - - ~ "JI' ( OI.OMO/,\ 't,: i J ! ( J, t) 1;1 ,. '., 
HI II I.lO" ' \':j ! '!",·;C.\" 

• , , 1-1-.' ~()''' '~ Z 

." . 
• lo., 

FIGURA 
replicativa: 

Se 
cultivo 
periférica 
obtener 
también e 
para la G 

replicative 
cromosórr 
otro la, 
procedimi 
inducción 
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xx 
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FIGURA 4. Metafase de un macho de Agouti paca con bandas R­
replicativas en estadio III de replicación . 

CONCLUSIONES Además, se propone el primer cario ­

das 

de 


, se 

ivo 


el 

el 


un 

q 
u 

tipo de Agouti paca, utilizando un 
Se estandariza la técnica de método de bandeo cromosómico de 

cultivo de linfocitos de sangre alta resolución . 
periférica de Agouti paca para 
obtener extend idos cromosómicos, Para realizar un ordenamiento 
también el pulso terminal de BrdU cromosomlco más preciso, se 
para la obtención de estadios 1lI pueden utilizar técnicas de medición 
replicativos para análisis de bandeo que muestren la longitud relativa 
cromosómico de alta resolución. De real de cada uno de los cromosomas 
otro lado, se establece un y un scanner por computador para 
procedimiento simpli-ficado para la detallar la estructura y morfología 
inducción de bandas R-replicativas. cromosómica. 
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FIGURA 5. Cariotipo de un macho de Agouli paca con bandas R de replicación. 
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