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GLOSARIO

CITOGENETICA: ciencia que estudia las caracteristicas y comportamiento de los
cromosomas vistos durante la division celular.

CROMOSOMA: méximo nivel de empaquetamiento de DNA, en el que participan
histonas y otras proteinas, ARN y polisacéaridos. Los cromosomas se encuentran
en el nucleo de la célula.

EUCROMATINA: tipo de DNA genéticamente activa desarrollada en interfase y
durante la mitosis adquiere un estado condensado en forma de hélice.
HETEROCROMATINA: tipo de DNA compuesto por presentar secuencias
latamente  repetitivas, un maximo grado de empaquetamiento, es
transcripcionalmente inactiva y se replica tardiamente en la fase S del ciclo celular.
CARIOTIPO: conjunto de cromosomas de un individuo observables durante la
meiosis, igualmente es la representacion grafica del conjunto cromosémico
ordenado en pares homoélogos y presentando caracteristicas como la posicién del
centromero.

PREFIJADO: exposicién del material celular aun con solucion hipoténica al
Carnoy.

FIJADO: exposicion del material celular sin solucion hipotonica al Carnoy.
CELULA VIABLE ESTIMULADA: en este caso se utiliza la palabra viable como
adjetivo para describir viabilidad de la célula a la hora de realizar la observacion de
los cromosomas, y no para describir la capacidad de la célula para dividirse.
BANDEO CROMOSOMICO: tratamiento y tincion de los cromosomas que
permiten obtener una secuencia caracteristica de bandas e interbandas
transversales en los cromosomas.



RESUMEN

Los estudios carioldgicos realizados en murciélagos han concluido que a nivel
cromosémico, este grupo es altamente conservado, sin embargo los datos
obtenidos en el genero Carollia demuestran que algunas especies presentan
variaciones en el nimero cromosémico y en rearreglos estructurales de algunos
cromosomas particularmente de los cromosomas sexuales. El estudio
cromosémico, morfolégico y morfométrico de las especies Carollia brevicauda y
Carollia perspicillata es importante, tanto para contribuir a definir su estado
taxondmico de especies, como para indagar en los procesos evolutivos de los
cuales hacen parte las dos especies. Los resultados obtenidos en este estudio
sefialan que la diversidad del genero Carollia en el Suroccidente Colombiano esta
compuesta por cuatro entidades taxonOmicas, de los cuales tres han sido
reportados en estudios previos Carollia castanea, Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda, y una que se da a conocer por primera vez en este estudio
denominada Carollia especie. A partir de los analisis realizados se determind que
las poblaciones muestreadas de Carollia perspicillata, Carollia brevicauda y
Carollia especie pueden ser caracterizadas por atributos morfolégicos estrictos y
morfométricos como el tamafio del craneo y el tamafio de las piezas dentales.

Las tres entidades se estudiaron citogenéticamente obteniendo muestras de
machos y de hembras, en los ejemplares de Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda se encontr6 que con un 2n=20-21 existe normalidad en el nidmero
cromosomico de las dos especies. Para la especie Carollia especie se describe
por primera vez el nUmero cromosomico y la morfologia basica del cariotipo, esta
poblacién tiene atributos como la presencia de dos constricciones secundarias en
los cromosomas sexuales de las hembras, en el caso de los machos se
caracterizan por la ausencia de un cromosoma sexual y la ausencia de una
constriccion secundaria propia de los individuos machos de las especies del
genero. Muchos de los caracteres cromosémicos, como el tipo de cromosomas
sexuales y las formulas cariotipicas, asi como los patrones de Bandas G y C son
compartidos por los tres grupos estudiados, esto demuestra la estrecha relacién
filogenética que existe entre ellas, pero otros caracteres como la disminucion en
el nimero de cromosomas o de estructuras como las constricciones secundarias
son la base para argumentar la accidon de mecanismos evolutivos presentes en las
tres especies, mecanismos que han dado origen a una poblaciéon desconocida y
aislada genéticamente.



ABSTRACT

Cytogenetic studies made about the bats have concluding that to chromosomal
level, that group is very conserved, nevertheless the dates obtains for the Carollia
genus show that in some species exist variations in the chromosomal number and
structural rearrangements of some chromosomes in particular the sexual
chromosomes. The chromosomal, morphological and morphometric study for the
Carollia brevicauda y Carollia perspicillata is very important, because this
contribute to the definition of his taxonomic state, and to for search the evolutive
process that is influencing to the two species. The results obtained in this
investigation show that the diversity of the Carollia genus on the Suroccidente
Colombiano is compound for four entities, of that three have been reported in other
studies Carollia castanea, Carollia perspicillata y Carollia brevicauda, and one that
for first time is record for the scientific world named Carollia specie. Of the analysis
made was possible determination that the Carollia perspicillata, Carollia brevicauda
y Carollia specie, populations that can be separated for strict morphologics and
morphmetrics attributes like the great length of skull and the differentiation in the
dental pieces.

Three taxonomic entities was cytogenetical studied obtaining samples of males
and females from three locations in Narifio, in the specimens of Carollia
perspicillata y Carollia brevicauda found that with a 2n=20-21 there was normality
in the chromosomal number of the two species. For Carollia sp for first time is
describe the chromosomal number and the basic morphology of the karyotype, that
specie has characteristics like the presence of two seconds constrictions on the
sexuals chromosomes form the females, by the case of the males the absence of
one normal sexual chromosome and the absence of one second constriction is a
characteristic of this males. Much of the chromosomal characters, like the type of
chromosomals sexuals and the caryotypics formules, as soon as the bands G and
C patterns are shared for the three species analyzed, this probe the narrow
phylogenethic relationship of the three populations. Others characters like the
lessen of the chromosomal number or the absence of seconds constrictions are
the background for argument the action of evolutive mechanisms presents in the
three populations, mechanisms that have given origin to one unknown population
genetically insolate.



INTRODUCCION.

Los estudios tradicionales de taxonomia, sistematica y evolucion han utilizado los
caracteres morfolégicos y morfométricos de las especies para su identificacion,
categorizacion y clasificacion en los taxa, dentro de los cuales se comparten
caracteristicas comunes para el grupo.

Sin embargo se ha determinado que dichas caracteristicas (en algunos casos
diagnosticas) estan influidas entre otros por las condiciones del ambiente vy
fendmenos de plasticidad fenotipica; estas condiciones, sumado a que variados
grupos animales presentan atributos morfol6gicos similares, 0 con vagas
diferencias e inclusive la existencia de caracteres diagndsticos confusos, ha hecho
que el avance en el desarrollo de herramientas que complementen la clasificacién
y explicacion de fenbmenos evolutivos de las especies sea continuo, una de ellas
ha sido el empleo de las técnicas citogenéticas.

Se ha registrado que los murciélagos presentan una alta variabilidad morfolégica y
cromosomica entre géneros e incluso entre familias (Baker et al, 1979) siendo
Carollia uno de los géneros de mayor interés por su alta variabilidad fenotipica y
genotipica, sin embargo es escaso el conocimiento de las caracteristicas
cromosomicas de algunas de las diez especies reportadas actualmente (Baker &
Bradley, 2006).

En muchos casos poblaciones de Carollia perspicillata y Carollia brevicauda han
sido categorizadas a través de caracteres morfolégicos y morfométricos que
necesitan ser complementados con caracteres genéticos en el proceso de
determinacion taxondémica. Algunos autores (Solari & Baker, 2006; Baker et al,
2002) consideran que dentro de las especies Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda, y en otras especies de Carollia, algunas poblaciones ya categorizadas
corresponden a especies distintas (Pacheco et al, 2004) encriptadas en algunos
“sensu lato”, de ahi que exista la necesidad de proveer diferentes tipos de datos
gue contribuyan a esclarecer la diversidad del genero.

De las especies Carollia perspicillata y Carollia brevicauda se conocen registros
cariologicos 2n=20-21-22, un 2n=20 para las hembras y un 2n=21 en los machos,
siendo la excepcion la ahora conocida Carollia benkeithi para la cual tanto
hembras como machos muestran un 2n=22 (Solari & Baker, 2006). Las diferencias
en los conjuntos cromosomicos de las especies del genero Carollia es un
indicador de la diversidad cromosémica que presentan, sin embargo, de las
poblaciones colombianas pertenecientes a estas especies, asi como de otras
especies del genero encriptadas en ellas, no se han establecido sus registros
cariolégicos (Stock, 1975; Solari & Baker, 2006), siendo los datos que proporciona
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este estudio los primeros registros que aportan en la evaluacion de la diversidad
cromosémica de las dos especies para el suroccidente colombiano.

El establecer las caracteristicas carioloégicas y morfologicas, y la definicion del
estatus taxondmico de las especies Carollia perspicillata y Carollia brevicauda,
permiti6 la determinacién de la jerarquia sistematica de las dos especies
nombradas y una aun sin categorizar, denominada en este trabajo como Carollia
especie, la existencia de la posible nueva especie demuestra el importante rol de
los ecosistemas de Narifio dentro del proceso evolutivo que esté afectando a estas
poblaciones. Ademas se contribuyd a disminuir errores en la estimacion de riqueza
del genero Carollia, taxa que para Narifio queda representado por cuatro especies,
tres especies reconocidas Carollia castanea, Carollia brevicauda, Carollia
perspicillata y una indeterminada aun por validar (Carollia especie).

A partir de los resultados se reporta la normalidad en el nimero cromosémico de
dos especies de Carollia de Narifio estudiadas, siendo 2n=20 — 21 para individuos
de Carollia perspicillata y Carollia brevicauda, todos los ejemplares conservan el
namero fundamental (NF: 36). Para Carollia especie el conjunto cromosémico
estaria representado por igual, para hembras y machos por un 2n=20 (NF: 36), la
ausencia de la constriccibn secundaria en uno de los cromosomas sexuales
identificaria a los machos de la especie y la presencia de dos constricciones
secundarias, una en cada cromosoma sexual, caracterizaria a las hembras de
Carollia especie.

Sumado a los caracteres cromosOmicos, caracteristicas como el tamafio del
craneo, el tamafio de las piezas dentales, la ubicacion y forma del premolar uno
(PM1), la forma y posicion de la cuspide posterior del molar tres (M3), asi como
otras caracteristicas craneo-dentales permitieron diferenciar a poblaciones de las
especies de Carollia encontradas en Narifio, en particular a Carollia brevicauda,
Carollia perspicillata y Carollia especie.

Finalmente, el objetivo fundamental de este trabajo fue realizar la comparacion
cariologica y morfolégica de las especies complejo “Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda” y aclarar su situacién taxonémica en Narifo; en desarrollo de este
objetivo fue necesario la revision de material de coleccion para proveer
descripciones que faciliten su identificacion y diferenciacion; estandarizar la
técnica de obtencién de cromosomas Optimos a partir de cultivo en vivo de medula
Osea y estandarizar las técnicas de obtencién de patrones de bandeamiento
cromosémico Gy C.

Por lo tanto, con esta investigacién se generaron datos citogenéticos utiles en la
caracterizacion de tres especies de Carollia, ademas se obtuvo conclusiones que
aportan en el entendimiento de la relacion cromosémica entre las especies del
genero Carollia en Narifio, y se analizaron datos morfolégicos y morfométricos
gue permiten discriminar a las especies Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y
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Carollia especie, todos los datos en conjunto pueden ser Utiles en futuros analisis
de fendmenos evolutivos que hayan provocado la variabilidad genética del grupo
(Zima, 2000; Hoffman & Baker, 2003).
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1. OBJETIVOS
1.1 GENERAL

Realizar la comparacion cariologica y morfologica de las especies complejo
“Carollia perspicillata y Carollia brevicauda (Chiroptera: Phyllostomidae:
Carolliinae)”, que habitan en la provincia biogeografica Nor-Andina Narifienese,
con el fin de generar conocimiento con relacion al estatus sistemético de las dos
especies complejo.

1.2 ESPECIFICOS

. Aclarar la situacion taxondémica de Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda en Narifio proveyendo caracteres morfolégicos y morfométricos que
faciliten su identificacion y diferenciacién entre si.

3 Describir la morfologia y numero cromosémico de las poblaciones
correspondientes a las especies complejo de Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda.

o Determinar la variabilidad cromosOmica intra e inter especifica de las
poblaciones correspondientes a las especies complejo Carollia perspicillata y
Carollia brevicauda a través de patrones de bandas Cy G.

o Analizar las caracteristicas cromosdmicas presentes en el cariotipo de las
poblaciones correspondientes a las especies complejo de Carollia perspicillata y
Carollia brevicauda.
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2. HIPOTESIS

H1: En las poblaciones de las especies complejo Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda se presentan diferencias y similitudes cariolégicas en el namero
morfologia, y patrones de bandeo, que evidencian polimorfismos, divergencias u
homogeneidad en los cromosomas originados por procesos de evolucion del
cariotipo.

H2: Caracteres cromosomicos como el numero, morfologia, y bandas C y G de
las poblaciones de las especies complejo Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda no evidencian polimorfismos y divergencias entre ellas y sus
poblaciones.
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3. ANTECEDENTES

Dentro de las propiedades béasicas de cada organismo las caracteristicas
morfologicas y numéricas del conjunto cromosémico (cariotipo) presentes en las
células constituyen herramientas importantes en la citotaxonomia y estudios de
evolucion. La citogenética en murciélagos toma fuerza solo hasta mediados del
siglo XIX (Bovey, 1949; Matthey & Bovey, 1948). Pero a partir de la década de los
cincuenta con el uso de tinciones cromosomicas, se fortalecio la utilidad para la
determinacion de especies (Baker & Bradley, 2006; Santos et al, 2001; McFeely,
2000); o de acuerdo a la interpretacion de los datos, para analisis en el area de la
sistemética y el esclarecimiento de fenbmenos evolutivos (Lejeune et al, 1959,
citado en Dresd, 2002).

De la utilizacién de estas técnicas se origina el perfeccionamiento y desarrollo de
otras como son la obtencién de cromosomas a partir de medula 6sea, método
muy utilizado por proveer material trabajado en campo, y con resultados de
calidad (Baker & Qumsiyeh, 1988; Brown, 1972; Dresd, 2002). Como personalidad
en la investigacion citogenética en mamiferos el profesor R. Matthey sent6 los
fundamentos de la cariologia descriptiva y comparada, la informacién de este
periodo se ha recogido en textos necesarios para la fundamentacion cariolégica
(Matthey, 1973). Desde entonces estudios cromosomicos en murciélagos han sido
muchos y con distintas finalidades de analisis.

En un estudio comparativo entre géneros pertenecientes a la familia Carolliinae,
encontraron que Carollia perspicillata y Carollia brevicauda presentan un nimero
cromosomico 2n=20 y 21 como se muestra en la figura 1, y sin alguna variacion
entre ellos (Stock, 1975; Cloutier & Thomas, 1992; Patton & Garder, 1971). A partir
de una revision de reportes cientificos se demuestra que poblaciones de Carollia
perspicillata y Carollia brevicauda pueden poseer un 2n = 22, evidenciado que es
posible la existencia de variaciones en los cariotipos de estas especies (Baker et
al, 1982).

Con datos moleculares, y morfométricos convencionales, se describe a la nueva
especie Carollia sowelli reportando que el holotipo es indistinguible de los datos
reportados para Carollia brevicauda, que se encontraba en el complejo C.
brevicauda, con un 2n=21(NF=36), el X es Subtelocéntrico y 2Y son acrocéntricos,
sin embargo no se hace referencia a datos de algun tipo de bandas por lo cual no
hay punto de comparacion entre esta especie y otras; demostrando que dentro de
las morfométricamente denominadas Carollia perspicillata y Carollia brevicauda,
pueden estar presentes otras especies aun si catalogar, por ser cripticas (Baker et
al, 2002).
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La especie Carollia perspicillata tras una revision bibliogréfica realizada en 1992,
fue definida cromosémicamente como poseedora de un FN= 36 y 2n=20-21, con

un cromosoma Y producto de un autosémico traslocado al elemento X (Cloutier &
Thomas, 1992).

Figura 1. Cromosomas con Bandas G de Carollia. (a) C. brevicauda. (b) C.
perspicillata. Tomado de Stock 1975.
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A partir de un analisis filogenético y biogeografico concluyen que las especies de
Carollia poseen una gran distribucion en el ambito de Sudameérica vy
Centroamérica, y que posiblemente su lugar de irradiacion inicial es
Centroamérica, sin embargo se hace referencia a, que a pesar de poseer multiples
datos, el estudio de los cromosomas de este genero podra apoyar explicaciones
con respecto de la especiacion y diferenciacion morfolégica dentro de grupos
monofiléticos similares en el genero Carollia (Hoffman & Baker, 2003).

Para Carollia brevicauda se concluye que presenta la relacion cromosémica X-
Y'Y?% la cual se produjo hace aproximadamente siete (7) millones de afios
mostrando hoy un 2n=20-21, sin embargo concluyen que hay grupos polimaorficos
en otras especies del genero (Parish et al, 2002).

En un estudio realizado a partir de datos moleculares en los cuales se hace
referencia a datos cromosdmicos de las especies Carollia perspicillata y Carollia
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brevicauda, se argumenta que las dos especie poseen un namero cromosémico
semejante lo cual las hace considerar como especies hermanas, pero a pesar de
ser simpétricas poseen caracteristicas morfoldgicas distintas que han generado
aislamiento reproductivo no evidente y poco definido en los cromosomas (Baker &
Bradley, 2006).

Para el 2006, se describe una nueva especie de Carollia encriptada en otra
especie del mismo genero, apoyando sus conclusiones en datos cromosomicos,
catalogan a la nueva especie Carollia benkeithi con un 2n=22, y hacen referencia
gue algunas poblaciones de Carollia de Colombia presentan 2n=20-21 (FN=38)
como ejemplo claro de una traslocacion autosdmica X de las cuales difiere la
nueva especie descrita (Solari & Baker).

Por las caracteristicas cromosémicas asumidas a partir de especimenes de
México y el Peru, se sabe que tanto machos como hembras poseen 19 pares de
cromosomas autosémicos, pero para las hembras el par de cromosomas
sexuales se ha determinado como XX; para el caso de los machos se describen
como individuos portadores de tres cromosomas sexuales (XY1Y2), siendo este
un caracter diagnostico en la determinacion sexual de individuos pertenecientes a
estas especies (Stock, 1975).

De los especimenes colombianos se desconoce el estado cromosémico, y mas
aun si presentan el conjunto cromosomico reportado en otros estudios. En cuanto
a la distribucién de las dos especies en Colombia, se sabe segun reportes sin
publicar, y pieles y/o craneos alojados en el Instituto de Ciencias Naturales (ICN)
gue habitan en el Meta, Huila, Boyaca, Casanare, Meta, Tolima, Valle, en la
Macarena , Narifio y en otras regiones del pais (Alberico et al, 2000).
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4. MARCO REFERENCIAL
4.1 MURCIELAGOS DEL GENERO Carollia

El genero Carollia fue reconocido en un inicio por Linnaeus (1758) con el nombre
de Vespertilio, y tras pasar por distintas nominaciones fue discriminado por
Saussure en 1860 como Carollia (Pine, 1972). Se encuentran dentro del orden
Chiroptera (Blumenbach, 1779), suborden Microchiroptera (Dobson, 1875),
Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) y Carollia brevicauda (Schinz, 1821), se
clasifican taxondmicamente en la Familia Phyllostomidae (Gray, 1825), Subfamilia
Carolliinae (Miller, 1924), género Carollia (Gray, 1838), las cuales tienen su habitat
en los bosques tropicales del nuevo mundo, desde México hasta el Norte de
Argentina (Hoffman & Baker, 2003), coexistiendo en algunas zonas.

Los murciélagos pertenecientes al género Carollia estan comunmente distribuidos
en Centro y Sur América (Simmons, 2005; Hoffman & Baker, 2003; Mufioz, 1995;
Pine, 1972), encontrandose en tierras bajas y altas en bosques lluviosos y secos,
hébitats abiertos tales como pastizales, riveras, y plantaciones (Cuartas et al,
2001; Cloutier & Thomas, 1992; McLellan, 1984). Para Colombia se tiene
reconocidas cinco especies de las 10 especies existentes en el neotrépico (Mufioz
et al, 2004), siendo Carollia colombiana y Carollia monohernandezi endémicas
para el pais (Rodriguez et al, 2006), mientras que Carollia brevicauda, Carollia
perspicillata y Carollia castanea, tienen un rango mas amplio de distribucién en el
pais y el continente americano.

Las poblaciones de Carollia colombiana son poco conocidas y los reportes son
muy escasos, por lo cual se las ha restringido a la parte norte de los Andes
Colombianos en Antioquia (Simmons, 2005; Mufioz et al, 2004; Pacheco et al,
2004) y el Choco; por otra parte las poblaciones de Carollia monohernandezi
presentan una distribucibn mas amplia encontrandolas en departamentos como el
Caqueta (Marin & Aguilar, 2005), Choco, Bolivar y Antioquia entre los 30 y 2660
msnm (Mufioz et al, 2004; Cuartas et al, 2001). Para especies de Carollia como C.
brevicauda, C. perspicillata y C. castanea que son mas comunes, se han
reportado casos en que la simpatria de sus poblaciones existe (Numa et al, 2005;
Castafo et al, 2004; Estrada & Coates, 2001; Soriano, 2000; Mufioz et al, 1999), lo
cual permite encontrarlas compartiendo nicho en la mayoria de ecosistemas
colombianos.

4.1.1 Caracteristicas Carollia brevicauda. Esta especie se diferencia de las otras
por presentar un pelaje largo, suave y fino, color grisiceo o blanquecino,
antebrazo usualmente cubierto de pelo, pelaje sobre la nuca y cuello con una
banda basal oscura contrastando fuertemente con una grande y marcada banda
blanquecina (Pine, 1972) (Ver Anexo A). Contorno labial de los dientes superiores
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uniformemente curvado sin distinguir muescas o0 pasos, segundo premolar inferior
en menor altura casi dos veces del primer molar, superficie del primer molar
inferior con discreta cuspide o cuspides (Figura 2). Ademas, la especies de
Carollia brevicauda tiene una longitud del antebrazo entre 36 y 41 mm, pelaje
largo, y denso; pies muy peludos; longitud de la tibia entre 13.5 y 15.2 mm; serie
dental superior 6.5y 7.3 mm; serie dental inferior 7 y 8 mm.

4.1.2 Caracteristicas de Carollia perspicillata. Cuando la mandibula es vista
directamente desde la parte anterior se observa los incisivos exteriores ocultados
por la singula de los caninos y/o la linea superior dental fuera sin muescas
(Figura 2), la mandibula generalmente tiene forma de “V” el ramo no arqueado
hacia fuera (Pine, 1972).Esta especie tiene una longitud del antebrazo entre 40 y
45 mm; es de pelaje corto y poco denso; marcadamente tricolor; color
generalmente pardo grisaceo, gris o0 rojizo; la longitud de la oreja entre 11 y 18
mm; longitud de la tibia entre 14.3 y 20.1 mm; serie dental inferior desde 7.7 a 9.1
mm (Ver Anexo B).

Las dos especies se caracterizan por poseer similares formulas dentales
(2/21/12/23/3), longitud de la cola mayor de 7 mm; niamero cromosOmico 2n= 20
hembras-21 machos), y niumero fundamental 36. Dentro de esta especie se tratd
para Colombia por muchos afios a la especie hoy reconocida Carollia
monohernandezi que presenta caracteristicas similares a Carollia perspicillata,
pero se diferencian en tamafo y por la presencia de una tercera cuspide en el
tercer molar superior, ademas presenta un crdneo mas robusto y corto.

4.2 CITOGENETICA

4.2.1 Conceptos cariolégicos. Actualmente, existe una controversia en la biologia
comparada en cuanto al valor de los distintos tipos de caracteres que se tiene en
cuenta para la clasificacion taxondmica, existiendo la necesidad de enriquecer los
estudios y descripciones tradicionales con otras técnicas que permitan diferenciar
especies, 0 identificarlas mejor (Crisci & Morrone, 1995).

Los cromosomas encontrados dentro del nucleo de la célula se pueden observar
en un estado de maxima condensacion durante la fase de division celular conocida
como metafase; partiendo de estas observaciones se puede realizar un mapa
cromosoémico o cariotipo a través del apareamiento de los cromosomas homélogos
via computador 6 fotografias de acuerdo con el tamafio de las bandas 6 patrén de
bandas, la estructura, la forma y el niumero de cromosomas, todos estos aspectos
que permiten el estudio dichas caracteristicas cromosoémicas es lo que se conoce
como citogenética (Santos et al, 2001).
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Figura 2. Esquema de los craneos de Carollia brevicauda y Carollia perspicillata.
a. Craneo de Carollia brevicauda. Tomado de Cuartas et al. 2001. Una nueva
especie de Carollia Gray. b. Craneo de Carollia perspicillata. Tomado de Albuja

1995. Murciélagos del Ecuador.
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El estudio de los cromosomas se puede realizar a partir de una fuente de células
en mitosis, el objetivo principal de las técnicas es obtener un gran niamero de
células susceptibles de detenerse durante la division celular en metafase, cuando
los cromosomas se encuentran contraidos para poder realizar su caracterizacion
en cada especie mediante la utilizacion del microscopio optico.

A pesar de que las caracteristicas morfoldgicas de los mamiferos Euterianos han
sido por mucho tiempo usadas para estudios genéticos y filogenéticos, las
técnicas cariolégicas son de las mas importantes herramientas y medios utilizados
por taxdbnomos para analizar e identificar varias especies, incluyendo murciélagos;
asi como también para detectar enfermedades cromosomicas en los organismos
(Keung Oh, 1975).

Uno de los primeros pasos en la caracterizacion de los cromosomas de un
organismo es determinar la morfologia en funcion de la relacion de los
brazos p y . Los cromosomas son clasificados en tres tipos: Telocéntrico,
cuando el centrdbmero se halla en wuno de los extremos. Acrocéntrico,
Subtelocéntrico o] Submetacéntrico, cuando el centrbmero esta
considerablemente mas proximo a un extremo que al otro, originando brazos de
diferente longitud.

Metacéntrico, si el centrdmero esta aproximadamente en el medio, observandose
los brazos p y q casi iguales. Algunos cromosomas metafasicos muestran muy
pocas diferencias morfolégicas en las preparaciones con tincion convencional de
Giemsa, siendo el tamafio, la posicion del centrdmero (constriccion primaria), y
ocasionalmente las constricciones secundarias y bandeos, los Unicos criterios
(marcas guia) empleados para reconocerlos (Jiménez, 2000).

Una vez medidos los cromosomas, la clasificacion se realiza basandose en la
propuesta de Levan y colaboradores (Levan et al, 1964), de la Tabla N. 1

En Carollia se habla de tres grupos de cromosomas autosémicos, el primero es
una gran par de submetacéntricos, el segundo grupo (dos pares de tamafio medio)
son subtelocentricos y el tercer grupo (seis pares de pequefios) son
submetacéntricos y subtelocentricos. Ademas, en machos se presenta un
Subtelocéntrico X mas grande que cualquier autosémico similar con una distintiva
constriccion secundaria en el brazo largo, los dos cromosomas Y son
acrocéntricos un muy pequefio y un mediano. En las hembras los cromosomas XX
son definidos como pequefios submetaceéntricos (Stock, 1975).

Entre las técnicas utilizadas se mencionan, las técnicas de obtencion de

cromosomas a partir de cultivos in vivo de células de medula 0sea, método que

consiste en extraer la medula sacrificando el animal, previa induccion de la

activacion del sistema inmunoldgico, luego se inyecta el inhibidor mitético. El

método directo a partir de la médula 6sea a pesar de ser un proceso rapido
32



requiere del sacrificio del animal, especialmente en animales pequefios (Tolliver &
Robbins, 1991).

Tabla 1. Clasificacion de los cromosomas, segun Levan y colaboradores.

Relacion (indice

Posicion Centromérica de Brazos |Centromérico |Clasificacion
Medio Estricto(M) 1 50 Metaceéntrico
Region Mediana (m) 1-1,7 37,5-50 Metaceéntrico
Region Submedia (sm) 1,7-3 25-37,5 Submetacéntrico
Region Subterminal (st) 3-7 12,5-25 Subtelocéntrico
Region Terminal (t) mayor de 7/menor de 12,5/Acroceéntrico
Terminal Estricto (T) N/A 0 Telocéntrico

Como ventaja este método, tiene los bajos costos de los reactivos ya que no se
utiliza ningn medio de cultivo nutritivo comercial, ademas cuando los organismos
son muy sensibles al estrés y no pueden ser llevados al laboratorio, lo cual es
caracteristico de animales como los murciélagos, este tipo de métodos aplicados
en campo generan buenos resultados (Tolliver & Robbins, 1991).

Otros métodos como la obtencién de cromosomas a partir de cultivos de células,
es el cultivo de linfocitos de sangre periférica, el cual no involucra el sacrificio de
los ejemplares y su beneficio consiste en que es un cultivo de corta duracion {48-
72 horas) que provee de una frecuencia relativa de buenas metafases logradas
mediante la estimulacion de un agente mitdgeno, esta técnica es la mas
frecuentemente utilizada desde 1960 (Jiménez, 2000).

4.2.2 Bandeos G y C. Las técnicas de bandeo dan precision en la individualizacién
de los cromosomas, facilitando su agrupamiento y clasificacion morfologica, la
determinacion de aberraciones cromosOmicas tiene importante incidencia en
animales con problemas de reduccion de la fertilidad y la localizacion de genes
gue confluyen al mapeo genético (Dreds, 2000).

Los bandeos cromosémicos hacen posible que se tenga un mayor conocimiento
acerca de la estructura cromosoémica y de los reordenamientos que se producen
en las distintas alteraciones tales como: fusiones vy fisiones céntricas,
translocaciones reciprocas y en tandem; inversiones peri y paracéntricas;
delecciones; duplicaciones; constricciones secundarias, fracturas cromosomicas,
etc. Por otro lado permiten realizar estudios evolutivos de especies relacionadas
entre si (Jiménez, 2000).

Se tiene varios tipos de bandeo, siendo las bandas G y C en muchas ocasiones
utilizadas por su alta significancia y representatividad de las estructuras del ADN.
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El bandeo G ocurre debido a que los cromosomas metafasicos contienen una
estructura cromomérica basica que es resaltada por el colorante de Giemsa,
ademas las proteinas histonicas ricas en arginina, adenina y timina también estan
involucradas en el bandeo GTG, lo cual hipotetiza las diferencias entre las
regiones de las bandas G positivas y negativas.

Los patrones de bandeo cromosémico obtenidos con esta técnica son ideales para
dilucidar la composicién de los cromosomas (Jiménez, 2000). Esta es una de las
técnicas mas utiles para la identificacion de los pares cromosOmicos, ya que no
requiere de equipos complejos y costosos como el microscopio de fluorescencia
(Dreds, 2000).

En otro lugar se tiene las bandas C, las cuales posibilitan detectar las regiones
heterocromaticas tratando los cromosomas simplemente con hidroxido de sodio,
incubacion en una solucion salina y tincion por el Giemsa. Como estos segmentos
heterocromaticos (denominados “bloques” en la época) se hallan principalmente
en las regiones centromeéricas, se denominaron bandas C; a través de esta técnica
se pueden evidenciar variaciones en los tamafios entre cromosomas homélogos
de un individuo y entre individuos, denominadas polimorfismos de Bandas C, y
también traslocaciones (Jiménez, 2000).

La produccion de estas bandas se debe a que en las zonas negativas se pierde el
ADN por desnaturalizacion ocasionada por el acido y éalcalis, seguida de
fragmentacion y remocion cuando se adiciona una solucion salina citratada
(Comings, 1978).

4.2.3 Evolucion cromosOmica. A partir de estas técnicas se han planteado
hipotesis, leyes y teorias evolutivas, que tratan de explicar los fenbmenos
evolutivos evidenciados a través de estas. De un gran namero de conclusiones
generadas por el andlisis de los cromosomas surgié la citogenética evolutiva. Esta
rama de la citogenética estudia las formas cromosomicas de las especies actuales
y, mediante la comparacion de sus cariotipos, hace inferencias sobre los cambios
cromosémicos (reorganizaciones), que se han podido producir a lo largo del
proceso evolutivo de los diferentes grupos taxonémicos, sean o no la causa del
proceso de divergencia de las especies (Garcia, 2001).

Los cambios genotipicos son los eventos basicos que proporcionan el material
para el proceso evolutivo, ya que puede producir nuevos fenotipos que mediante
interacciones con los factores ambientales, y a través de varias generaciones,
pueden originar nuevas especies. Los cambios en el genoma pueden ser génicos
0 cromosémicos; sin embargo, las reorganizaciones cromosémicas no son la Unica
causa de especiacién y generacién de polimorfismos, pero si una explicacion
(Garcia, 2001).
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Sin embargo en la mayoria de mamiferos y en la especies en general, estos se
caracterizan por tener un cariotipo propio, lo cual indica que se han causado
cambios cromosémicos causantes de su divergencia, o posteriores a la misma,
gue se ha fijado en las diferentes especies; numerosas hipotesis han sido creadas
para explicar como la seleccion quiza opera sobre el juego cromosoémico de las
especies, y como este mecanismo puede estar relacionado con la divergencia
morfoldgica y especiacion (Qumsiyeh, 1994).

Un rearreglo en tan solo uno de los cromosomas también puede afectar la
estructura nuclear o recombinacién en otros cromosomas y en algunos linajes,
puede dirigir la adquisicién o adicion de rearreglos; eso sugiere que cambios en el
nivel de recombinacion y en la estabilidad nuclear juegan un role importante en la
evolucién de los cromosomas en mamiferos (Qumsiyeh, 1994).

Los cambios cromosdmicos son una importante fuente de variabilidad en las
estrategias adaptativas de un organismo; cambios en este pueden afectar
caracteristicas fenotipicas y la regulacion de genes, que segun lo mencionan en
distintas hipotesis pueden ser ocasionados por evolucién morfolégica (Carvalho &
Morielle, 2004).

La variacion en la morfologia de los cromosomas puede ser detectada a través de
la técnica de Bandeo G, en algunos casos los rearreglos de los cromosomas
pueden afectar el numero de cromosomas, el numero de brazos de los
cromosomas o ambos (Gibson, 1984). Los cambios en los cromosomas se
pueden deber a mutaciones originadas durante procesos de adaptacion a los
diferentes condiciones ambientales (Laurie et al, 2000), teniendo mayor incidencia
como fendbmeno de especiacion cromosOmica en especies que se encuentran
subdivididas en poblaciones pequeiias (Baker & Bickman, 1986).

Segun la teoria de los cambios cromosémicos los distintos tipos de rearreglos se
pueden clasificar en dos categorias: a) Reorganizaciones cromosomicas
(inversiones, traslocaciones reciprocas, activaciones/ inactivaciones
centromeéricas, fusiones y fisiones, y otros.) b) Cambios cromosomicos
propiamente dichos (variaciones cuantitativas y de localizacion de la
heterocromatina constitutiva) (Gibson, 1984).
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5. METODOLOGIA
5.1 DESCRIPCION GENERAL DEL AREA DE ESTUDIO

Narifio esta constituido por tres unidades o provincias biogeogréficas, la
Amazonica, la Pacifica y la Nor- Andina, en las cuales se pueden encontrar
variedad de ecosistemas que reflejan la riqgueza biolégica del pais. La provincia
biogeografica Nor-Andina se extiende desde Antioquia hasta Narifio en Colombia,
en la cual se encuentran distintos pisos térmicos que han sido el foco de
especiacion para muchos organismos (Halffter, 1992), y que actualmente presenta
elevados porcentajes de especies de mamiferos con algun riesgo de extincion.

Teniendo en cuenta que la provincia biogeografica Nor Andina cubre un alto
porcentaje de Narifio y en la cual se encuentran variedad de pisos térmicos que
van desde calido hasta nieves perpetuas, y estructurando diferentes tipos de
bosque. Fueron seleccionados 5 sitios de muestreo que representan las distintas
zonas de vida, pero solamente en tres de ellas se registraron especies del genero
Carollia, San Lorenzo se encuentra en la zona de vida Bosque muy humedo
montano mientras que los otros dos lugares (Ancuya y Chachagti) pertenecen a la
zona de vida bosque seco premontano como se indica en la tabla 2.

Los sitios de muestreo se encuentran separadas geograficamente uno del otro y
presentan caracteristicas particulares como la vocacion del suelo para cultivos de
café y ganaderia (Figura 3). De las otras dos zonas se tenian registros previos de
la presencia de especies del genero Carollia pero durante el desarrollo de este
estudio no se registro ninguna especie del genero pero si otras especies de
murciélagos, las dos son zonas altas ubicados en EI Encano (Bosque muy
hamedo-montano bajo) y los bosques de el Alto de Daza (Bosque muy humedo
montano) (Figura 4).

5.2 ESTUDIO DE CARACTERES MORFOLOGICOS

La correcta determinacion morfolégica de las especies se realizé tendiendo en
cuenta caracteres morfolégicos y morfométricos (Baker & Bradley, 2006), que
suelen usarse para la identificacion de murciélagos del genero Carollia (Solari &
Baker, 2006; Mufoz et al, 2004; Cuartas et al, 2001; Mufioz, 1995; Albuja, 1999;
Owen et al, 1984; McLellan, 1984; Pine, 1972), asi como otros usados en
descripciones originales o revisiones de Carollia (Comunicacion personal Solari y
Zurc, 2008).

Con el fin de descartar que los individuos colectados pertenecieran a las otras

especies de Carollia se revisaron los reportes de Pacheco et al (2004), Baker et al

(2002), Cloutier y Thomas (1992) y material de los Museo de Historia Natural de la
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Universidad de Narifio (PSO-CZ), Universidad del Valle (UV) y Universidad de
Antioguia. Ademas, en la identificacion y revision de ejemplares se contd con la
colaboracién del especialista en Sistemética y Evolucion Ph.D. Sergio Solari y de
la Bidloga Dany Zurc de la Universidad de Antioquia.

Figura 3. Fotografias de los tipos de Bosque en los cuales se registraron
individuos de los complejos Carollia perspicillata y Carollia brevicauda.

Cimarrones. Municipio de Chachagii
(bs-PM). Fotografia Noguera E. 2006.

San  Lorenzo. (omh-M). Fotografia Ancuya. Finca La Quinua (bs-PM).
Lopez J.1997. Fotografia Noguera E. 2007.
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Figura 4. Fotografia satelital del Norte de Narifio indicando en circulos rojos las
zonas de muestreo de poblaciones de Carollia; tomada de la web page
zipcodezoo.com/Animals.asp. Visitado Junio 8 de 2007.

e Los Andes
2 -,[S'otomayor)

re
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Tabla 2. Sitios de colecta de individuos de Carollia brevicauda y Carollia perspicillata con sus correspondientes datos

geograficos.

MUNICIPIO | SITIO DE ZONA DE VIDA | COORDENADAS SITIO |OBSERVACIONES

COLECTA DE MUESTREO Y
ALTITUD.

Chachagii | Cimarrones, 20 | Bosque Seco- 1°25" Ny77°16" W- Altas temperaturas (20-28°C), precipitacion en
m desde el premontano bs- |1647m temporada seca de 1.2 mm (Meses junio, julio y
puente sobre la | PM agosto) y época lluviosa 279.8 mm (Meses
gquebrada marzo, octubre y Noviembre) topografia
Cimarrones. guebrada con pendientes del 50%, areas

semidesérticas, fértiles y zonas de vocacién
ganadera.

San Vereda La Bosque muy 1°30°40.3" Ny 77° 13’ Las temperaturas oscilan entre los 14°y 25° C,

Lorenzo pradera, Finca la | himedo 42.1” W- 1994 m con un promedio de 17° C a 18° C, pendientes
Granja. montano bmh-M desde leves hasta fuertes. Tierras vocacion

agricultura. (Alcaldia Municipal de San Lorenzo,
1997).
Ancuya. Vereda “La Bosque seco 1°17'N- 77° 32" W- 1760 | Presenta caracteristicas fisico-bibticas
Quinua”. premontano bs- |m representadas por un piso térmico medio seco
PM y condiciones sub-himedas a secas, con
relieve de escarpado a quebrado Temperatura
entre 16-25°C. El suelo brinda una capacidad
ecoldgica que es utilizada por un tipo de
demanda socio-ambiental centrada en la
agricultura.
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El estudio de los caracteres morfoldégicos se llevé a cabo con material
representativo de cinco taxa de Carollia. Se reviso un total de 91 individuos,
(codificacion en Anexo B), incluyendo ambos sexos, juveniles y adultos de cinco
especies de Carollia (Carollia brevicauda, Carollia perspicillata, Carollia castanea,
e individuos tipo de Carollia monohernandezi y Carollia colombiana).

De los 91 ejemplares 63 correspondieron a muestras colectadas en Narifio (35
ejemplares colectados en este estudio y el resto del museo PSO-CZ), 22
provienen del Valle del Cauca (Coleccion Universidad del Valle), 4 de Risaralda
(Coleccion Universidad del Valle), 1 de Antioquia (Coleccién Universidad de
Antioquia) y 1 del Caqueta (Coleccion Universidad de Antioquia).

Se incluy6é material tipo de Carollia monohernandezi y material holotipo de Carollia
colombiana, para el resto de especies se utilizaron series categorizadas en la
determinada taxa dentro de los respectivos museos. Esta revision sirvio para
detectar caracteristicas detalladas de cada uno de los taxa, para luego
compararlos e identificar aquellos presentes en Narifio, cuando fue posible se
establecio la validez de los caracteres morfolégicos sobre los cuales cada taxa es
definido y se evalué la variacién dentro de cada uno.

5.3 ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS POBLACIONES Y ESPECIES DE
Carollia

Los analisis morfométricos se llevaron a cabo con 55 individuos adultos de cuatro
localidades Narifienses (Ancuya, San Lorenzo, Chachagui y Ricaurte) (codificacion
en Anexo B) preparados por el método de piel-craneo.

Durante el desarrollo de este estudio en las localidades de muestreo Ancuya, San
Lorenzo y Chachagti se colectaron 35 individuos de los cuales 29 se tuvieron en
cuenta para el andlisis morfométrico, los restantes 6 ejemplares fueron
descartados del analisis por presentar deterioros en las piezas dentales y craneo o
por corresponder a ejemplares juveniles.

Debido a las pocas capturas de Carollia brevicauda en los Andes de Narifio, 26
ejemplares de Ricaurte (Piedemonte- Pacifico) fueron incluidos en los analisis
morfométricos como punto de comparacion con los individuos de Carollia
brevicauda capturados en el interior de Narifio, los ejemplares hacen parte de la
Coleccion de Mamiferos del Museo de Historia Natural PSO-CZ Universidad de
Narifio.

Tras una revision de la carga de las variables en los andlisis de los distintos
trabajos morfométricos de Carollia (Mufioz et al, 2004; Cuartas et al, 2001; Owen
et al, 1984; McLellan, 1984; Pine, 1972), algunas medidas generales usadas en
otros trabajos no fueron tenidas en cuenta en este estudio debido a la poca

40



significancia y variabilidad de los caracteres en la discriminacion de las especies
de Carollia.

Se tomaron dieciocho medidas craneales (Figura 5) de gran valor estadistico,
biol6gico y de gran variabilidad entre OTUS, las cuales pueden encontrarse en
trabajos similares para individuos del genero Carollia (Muiioz et al, 2004; Cuartas
et al, 2001; Owen et al, 1984; McLellan, 1984; Pine, 1972), ademas se tuvieron en
cuenta algunas recomendadas por Solari y Zurc (Comunicacién personal, 2008) y
cuatro determinadas durante la revision morfoldgica: distancia externa PM1-PM1,
longitud linea de molares mas PM2, palatino PM2-PM2 y ancho exterior M3-M3
(DEPM1-PM1; DM3PM2; PAPM2-PM2; EXM3-M3).

Las cuatro medidas producto de Ila revision morfoldégica cumplen con
caracteristicas como similitud del caracter, sentido biolégico y no presentan
correlacion logica (Gallego, 2005; Hernandez, 2001; Crisci & Lopez, 1983; Czier &
Bacon, 1949), reglas necesarias para la seleccibn de caracteres, todas las
medidas representan atributos craneales y dentales.

Las medidas fueron tomadas con un calibrador digital graduado a centésimas de
milimetro (0.01lmm). Por la inclusién de cuatro variables no utilizadas en estudios
previos a continuacion se realizan algunas consideraciones de la forma en que
fueron tomadas todas las medidas.

1. Longitud maxima del craneo (LMC): La mayor longitud obtenida en el
craneo, desde la cresta lambdoidea hasta la parte distal de los premaxilares.

2. Longitud de la hilera dental superior (LHMAX): Distancia lineal entre la
proyeccion distal de la base del canino superior, hasta la proyeccién distal
posterior del premolar tres sobre el mismo lado del craneo.

3. Longitud hilera superior antes canino (LHDS): Distancia lineal entre la
proyeccion distal del primer premolar superior, hasta la proyeccién distal posterior
del molar tres sobre el mismo lado del craneo.

4. Ancho de los caninos (CC): Es la mayor distancia entre los puntos mas
externos de los caninos.

5. Ancho exterior M1-M1 (EXM1M1): Es la mayor distancia entre los
puntos mas externos de los primeros molares.

6. Ancho exterior M2-M2 (EXM2-M2): Es la mayor distancia entre los
puntos mas externos de los segundos molares.

7. Ancho exterior M3-M3 (EXM3-M3): Es la mayor distancia entre los
puntos mas externos de los terceros molares.
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8. Distancia interna M1-M1 (INM1-M1): Es la distancia entre los puntos mas
internos de los primeros molares.

9. Distancia interna M2-M2 (INM2-M2): Es la distancia entre los puntos mas
internos de los segundos molares.

10. Distancia interna M3-M3 (INM3-M3): Es la distancia entre los puntos mas
internos de los terceros molares.

11. Distancia interna PM2-PM2 (INPM2-PM2): Es la distancia entre los puntos
mas internos de los segundos premolares.

12. Distancia externa PM1-PM1 (DEPM1-PM1): Es la distancia entre los
puntos mas externos de los primeros premolares.

13. Longitud linea de molares mas PM2 (DM3PM2): Es la mayor distancia entre
los puntos mas externos del tercer molar hasta el extremo distal del premolar dos
sobre el mismo lado del craneo.

14. Palatino PM2-PM2 (PAPM2-PM2): Es la distancia maxima interna entre los
puntos de oclusiéon PM2-PM1.

15. Palatino M3-M3 (PAM3-M3): Es la distancia maxima interna entre los
puntos de oclusién M3-PM2.

16. Longitud de la mandibula (LMAN): Desde la mayor proyecciéon del incisivo
inferior mandibular hasta la parte distal del ramus mandibular del mismo lado.

17. Longitud hilera dental mandibula (LHMAN): Distancia lineal entre la
proyeccion distal del canino inferior, hasta la proyeccién distal posterior del molar
tres sobre el mismo lado del craneo.

18. Longitud hilera dental de la mandibula antes canino (LHC): Distancia lineal
entre la proyeccion distal del primer premolar inferior, hasta la proyeccion distal
posterior del molar tres sobre el mismo lado del craneo.

Con los datos obtenidos en la medicion de las anteriores variables correctamente
estandarizados (divide=STD, subts=YBAR), se realiz6 un andlisis de componentes
principales (ACP) para evaluar la posible separacion de los individuos en grupos
morfométricos o sexuales. Para efectos de este analisis, las poblaciones de
Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie fueron codificadas de
acuerdo a su caracterizacion morfologica y distribucion geografica (ver en Anexo
B).

Los tres primeros componentes fueron retenidos y se evaluaron las cargas de
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cada variable como una medida de importancia en la separacion de los grupos
morfométricos. Para probar la hipotesis de diferenciacion en distintos grupos
morfométricos 0 especie, con las variables previas usadas se realizdé un analisis
discriminante (DA) que evalud la correcta asignacion de los individuos a cada uno
de los grupos previamente determinados en el analisis morfologico y en el ACP, y
se identifico las variables que mejor describieron la asignacion a los grupos.

Figura. 5. Medidas craneales, mandibulares y dentales usadas en el analisis
morfométrico. Modificado de Mufioz J. et al, 2004. Se describe una nueva especie
de murciélago del genero Carollia Gray, 1838 (Chiroptera: Phyllostomidae) de
Colombia.
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Para caracterizar a cada uno de los grupos morfométricos se usaron estadisticos
univariados como la media, desviacién estandar, coeficiente de variacioén y el
rango (Anexo C).
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Los andlisis estadisticos fueron realizados usando el programa estadistico
NTSYSpc version 2.0 (Rolfh, 2007) para Windows y SPSS (Statical Package for
the Social Sciences) para Windows version 13.0 (Norusis, 2000).

Una vez definidos los grupos morfométricos fueron comparados con los grupos
morfologicos, para ello se reviso y describié caracteres relevantes que pudieran
presentar variacion intrapoblacional: externos, morfologia craneal, dental y de post
craneo, teniendo en cuenta principalmente caracteres estrictos descritos en otros
estudios (Solari & Baker, 2006; Mufioz et al, 2004; Pacheco et al, 2004; Cuartas
et al, 2001; Baker et al, 2002; Mufioz, 1995; Albuja, 1995; Cloutier y Thomas,
1992; Owen et al, 1984; McLellan, 1984; Pine, 1972).

5.4 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE CROMOSOMAS

Los individuos colectados luego de la estimulacion con cultivo de levadura, se
llevaron a los laboratorios de la Universidad de Narifio. Teniendo como base la
técnicas propuesta por Keung Oh (1975) empleada en un estudio cariol6gico de
Murciélagos en Korea, complementada con la de Baker et al (2003) utilizada para
la obtencion de cariotipos a partir de cultivo de medula in vivo, se realizaron las
modificaciones necesarias (Anexo D).

De acuerdo a estos dos autores se determinaron las condiciones iniciales de
trabajo, las cuales fueron:

Estimulacion celular o Mitégeno: Cultivo de levadura.

Inhibidor mitético: Colchicina.

Concentracion de colchicina: 0.025 %

Tiempo de colchicina in vivo: 2 horas.

Hipotonica: Cloruro de Potasio 0.075 M.
Tiempo de hipotoénica: 15 minutos, 37°C.

Fijador de Carnoy: 3 metanol: 1 Acido acético glacial.
Tincion: Giemsa- Buffer fosfato.

Tiempo de tincion: 8 minutos.

Sé hicieron las modificaciones teniendo en cuenta las variables mencionadas en la
tabla 3, las cuales no tiene punto de coincidencia entre los dos protocolos (Anexo
D). En la tabla 3 se especifican los tiempos y parametros de evaluacion de cada
variable.

Cada variable se analiz6 de forma independiente y cada vez que se obtenian

resultados se realizo la variacion correspondiente y se prosiguié a evaluar las
otras variables. De cada individuo se obtuvo dos muestras, una por cada humero.

44



De cada unidad experimental se gotearon dos laminas, y en cada una de ellas se
contabilizaron los leucocitos observando en 40x seis lineas horizontales que
sumaban 150 campos aproximadamente.

Tabla 3. Variables tenidas en cuenta para la estandarizacion de la técnica para la
obtencion de metafases.

VARIABLES PARAMETROS DE

EVALUACION.

Periodo de estimulaciéon. |0 horas- 24 horas- 48 |indice de estimulacion (IE).

horas.

Lavados de la suspension | Sin lavado-1 lavado- 2 | Grado de separacion de

celular. lavados cromosomas.

Numero de fijaciones 2 fij.- 3 fij.-4 fi]. Morfologia de los cromosomas.

Cantidad de Carnoy para |0.5 ml-1 ml-1.5 ml indice mitotico (IM).

resuspension.

Altura de goteo. Im-2m-2.7m indice de Células con
cromosomas encerrados en la
membrana celular (IEMC).

Los parametros evaluados fueron los siguientes:

Las células estimuladas y tenidas en cuenta para el indice de estimulacion, fueron
aguellas de mayor tamafo (Mahecha, 1998), y presentan puntos de color intenso
(Figura 6. a.), se define como:

E.l.= (NUmero de células estimuladas/ Numero total de células blancas)*100

Figura 6. Morfologia de los linfocitos de las especies del genero Carollia
estudiadas.

a. Célula estimulada b. Célula viable no estimulada c. Célula no viable

)
N :
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El grado de separacion de cromosomas, evalla la accion solucién hipotonica
durante los lavados del boton celular (Mahecha, 1998) (Figura 7), y se defini6 asi:

Separacion 1: Metafases con cromosomas claramente visibles, completos y
separados.

Separacion 2: Metafases imperfectas con cromosomas superpuestos.

Separacion 3: Metafases con cromosomas perdidos.

Figura 7. Grado de separacién de cromosomas de las especies del genero
Carollia estudiadas.

a. Separacion 1 b. Separacion 2 c. Separacion 3
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indice mitético (1.M.) es (Jiménez, 2000; Mahecha, 1998):

I.M.= (Numero de metafases obtenidas / Numero total de células
blancas)*100

indice de Células con cromosomas encerrados en la membrana celular (I.E.), son
aquellos presentes y poco diferenciables como las observadas en la figura 8, en
los cuales no ha hecho efecto el impacto con la placa, lo cual permite la dispersion
de los cromosomas (Fuente este estudio).

I. E.= (NUmero de células con cromosomas encerrados / Numero total de
células blancas)*100

Figura 8. Cromosomas encerrados en la membrana celular.

5.5 IDENTIFICACION DE LOS CROMOSOMAS

De acuerdo con los parametros de evaluacion se analizaron las laminas para el
analisis de metafases y las células en el microscopio de luz AXIOSTAR plus en
10x y 100x de aumento.

De cada individuo se digitalizaron 50 metafases de coloracion de Giemsa y
preparaciones con bandeamiento G y C. El equipo utilizado fue el microscopio
AXIOSTAR plus y una camara digital KODAK EASHYSHARE C633 ZOOM
DIGITAL de 6.1 Mp.

Para la determinacion del numero cromosémico y la morfologia se seleccionaron
50 metafases que cumplieran con los requisitos de minimo grado de condensacion
(grado 1) y el minimo grado de separacién de cromosomas (grado 1).
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Para las medidas de longitudes totales, brazos cortos y largos se empleo el
software de distribucion libre MicroMeasure version 3.3. Las medidas obtenidas
para cada metafase se exportaron y procesaron desde el programa en la hoja de
Excel 2000, para obtener el indice centromérico, la relacion de brazos y la longitud
relativa, cuyas formulas se presentan a continuacion:

Relacion de brazos RB, que indica el nUmero de veces que esta contenido p en q:
RB = p/q

indice centromérico IC, indica el porcentaje de la longitud total del cromosoma
(p+q] que esta representada por p:

IC: (p/p+q)*100
Longitud Relativa (L.R.):

L.R.= (Longitud total del cromosoma/Z longitud de los cromosomas del conjunto
haploide) x 100

Donde p corresponde al brazo corto y g al brazo largo del cromosoma.

Los datos de indice centromérico, relacion de la longitud de los brazos y longitud
relativa, se promediaron, se calculdé la desviacion estandar, el coeficiente de
variacion, el valor maximo y el valor minimo.

El nimero fundamental (FN) fue identificado con el niumero total de brazos de los
autosémas (Liang-Kong et al, 2002).

En los célculos fueron tenidos en cuenta una pareja por cada especie y en los
machos por la complejidad en el nimero impar de cromosomas que poseen, se
seleccionaron las imagenes mas definidas para obtener el modelo cromosémico.

5.6 ESTANDARIZACION DE BANDEOS G Y C

5.6.1 Bandas G (GTG). El bandeo de cromosomas se obtuvo siguiendo el
protocolo de Howell y Black (1978) (Anexo E), variando el tiempo de tratamiento
con tripsina, entre 1 minuto y 5 minutos. Evaluando la presencia de “ghost cells”
en la placa. El tiempo de envejecimiento fue de 4 semanas, tiempo necesario para
liberar de humedad las placas (Jiménez, 2000), cada una de las placas fue
correctamente etiquetada y almacenada.

Los ensayos para la obtencion de bandas G iniciaron modificando la variable

tiempo a la exposicidén de tripsina, ya que es esta enzima la que determina la

calidad de el bandeamiento, la evaluacién del protocolo se realizO de manera
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cualitativa determinando 4 niveles calidad en la coloracibn como se muestra en la
tabla 4, de acuerdo al tiempo de exposicion a la tripsina.

5.6.2 Bandas C (CBG). Para la obtencion de este tipo de bandas se empleo la
técnica de Summer (1972) (Anexo F), variando los tiempos de exposicion a
solucion citratada de Sodio (2XSSC) entre 20 y 60 minutos, y el tiempo de
exposicién a Ba(OH)2 a 56 grados centigrados de temperatura entre 20 segundos
y 8 minutos evaluando el color de los cromosomas y la deformacion
(hinchamiento). EIl tiempo de envejecimiento fue de 5 semanas, tiempo necesario
para liberar de humedad las placas (Jiménez, 2000), cada una de las placas fue
correctamente etiquetada y almacenada.

En este caso se utilizé un procedimiento similar al de las bandas G a través de
prueba y error, buscando un optimo de cromosomas de forma regular y con
patrones de bandas diferenciables (Gauthier et al, 2004), de acuerdo a la
transparencia de los cromosomas y nivel de tincién (Tabla 5), se realizaron las
evaluaciones correspondientes.

5.7 ANALISIS DE BANDAS G Y C

De cada uno de los individuos se prepararon 6 placas por cada tipo de banda, en
cada lamina se realizaron tres recorridos en forma horizontal en un aumento de
100x buscando metafases con numero de cromosomas completo y bandas
observables. En el analisis de bandas se utilizé6 solamente cariotipos de hembras,
ya que estas en sus grupos autosémico y sexual no presentan complejidad, pero
si representan la homogeneidad en la especie respecto a los dos géneros
sexuales (macho y hembra) (Bautista y Marquez, 2002).
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Tabla 4.Tiempo y nivel de calidad de coloracion tenido en cuenta optimizar
Obtencién de bandas G.

TIEMPO NIVEL DE CALIDAD DE OBSERVADO
COLORACION
5 minutos Nivel 4 :
0\ $
/ ,'O
Yt
-e d
2.5 minutos Nivel 3 . o
o 7
<Y
2 minuto Nivel 2
' "\‘
|
1 minuto Nivel 1

Tabla 5. Tiempo y nivel de calidad de coloracion tenido en cuenta optimizar
Obtencién de bandas C.

TIEMPO NIVEL DE OBSERVADO
Hidroxido de Bario/ Solucién CALIDAD DE
citratada de Sodio (2XSSC) COLORACION
8 minutos/1 hora Nivel 5

8 minutos/50 minutos

4 minutos/50 minutos Nivel 4
4 minutos/40 minutos

2 minutos/40 minutos Nivel 3
2 minutos/30 minutos

1 minuto/30 minutos Nivel 2 -
1 minuto/20 minutos o
' la
20 seg/ 30 minutos Nivel 1 A o
20 seg/ 20 minutos a DA

50



6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 CAPITULO I. ATRIBUTOS MORFOLOGICOS Y MORFOMETRICOS DE
Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie
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6.1.1 Estudio de caracteres morfologicos. Los 91 individuos de las especies
Carollia  brevicauda, Carollia perspicillata, Carollia castanea, Carollia
monohernandezi y Carollia colombiana fueron revisados, de estos 28 pertenecian
a material correctamente catalogado, mientras que 63 ejemplares que
correspondian a muestras colectadas en Narifio presentaron algun nivel de
ambigiiedad en la catalogacion taxonémica y fueron determinados como Carollia
brevicauda y Carollia perspicillata. Para este estudio no se tuvo en cuenta a
Carollia castanea por ser la especie que presenta caracteres mas faciles de
diferenciar.

El genero Carollia presenta una alta complejidad en su taxonomia, en muchos
casos cuando se carece 0 no se han observados algunos paratipos las
caracterizaciones no son definitivas, la complejidad se debe a que la morfologia de
las especies que integran a este taxa dependen del role ecoldgico, la dieta y las
preferencias de habitat, asi como también la coexistencia entre especies del
mismo genero (York y Papes, 2007) , por lo tanto fue necesario comparar los 63
individuos Narifienses con material que no tuviera dudas taxonOmicas para
realizar una correcta categorizacion taxondmica de los ejemplares.

Con la revision de material tipo de Carollia monohernandezi y Carollia colombiana
se descartd la presencia de las dos especies endémicas en las localidades de
Nariio muestreadas, a partir de los datos suministrados en los trabajos de Solari y
Baker (2006), Pacheco et al (2004), Baker et al (2002), Pine (1972) se descarto la
presencia de Carollia benkeithi, Carollia manu, Carollia sowelli y Carollia subrufa
restringida a Centro América.

Se determind dentro de los 63 ejemplares analizados morfologicamente y de estos
los cincuenta y cinco (55) ejemplares Narifienses analizados morfométricamente
tres morfotipos distintos, dos de los cuales tienen caracteristicas que posibilita
categorizarlos como poblaciones de Carollia brevicauda (35 individuos) y Carollia
perspicillata (16 individuos) , sin embargo el otro morfotipo presenta una alta
variabilidad en las piezas dentales y tiene un tamafio medio a Carollia brevicauda
y Carollia perspicillata, por lo cual no fue categorizado como pertenecientes a
alguna de las especies de Carollia reconocida hasta ahora y se denominé Carollia
especie (12 individuos).

La definicion de un tercer morfotipo indicaria la posible presencia de una tercera
especie dentro de las que actualmente se reconocen como Carollia brevicauda y
Carollia perspicillata en Narifio, la cual fue catalogada en principio como Carollia
perspicillata, especie con la cual es mas afin morfol6gicamente.

Caracteristicas como la presencia de un diastema entre las piezas Premolar 1 y
Premolar 2 y la forma recta de la maxila permitieron separar a Carollia brevicauda.
Para los individuos de Carollia perspicillata atributos como el color grisaceo a
pardo claro, la no presencia del diastema mencionado para Carollia brevicauda, un
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palatino largo, la ultima pieza molar inferior sin eclipsar al palatino, ademas de
tamafio mayor a Carollia brevicauda permitieron diferenciarla. En los individuos de
cada especie se presenta uniformidad en las medidas morfoldgicas craneales y
externas tomadas para cada uno.

6.1.2 Analisis morfométrico. EI ACP sugiere el reconocimiento de tres formas
dentro de las poblaciones de Carollia brevicauda y Carollia perspicillata de Narifio.
El componente principal 1 (CP1) explica 48.21% del total de la variacion en la
muestra (Tabla 6). El componente principal 2 (CP2) explicé el 22.34% del total de
la variacién, por lo tanto el porcentaje acumulado entre los dos primeros
componentes estan representando el 70.55% del total de la variacién. La
separacion de los tres grupos en el diagrama CP1 y CP2 (Figura 9) es evidente,
excepto por dos individuos de Chachagui, que fueron ligeramente mas grandes
gue los individuos analizados de la misma localidad y del mismo grupo.

En general los individuos de Carollia brevicauda son mas pequefios que las otras
dos especies, mientras que las poblaciones de Carollia perspicillata son mas
grandes que las otras dos especies, Carollia especie en el diagrama (Fig. 8) se
define como una especie de tamafio medio entre Carollia brevicauda y Carollia
perspicillata. EI CP3 explico solamente el 5.02% del total de la variacion en la
muestra (Tabla 6); debido a los bajos porcentajes el grafico del CP2 versus CP3
no sustenta la agrupacién sugerida por el grafico CP1 versus CP2 (Fig. 8) y por lo
tanto no se presenta en este estudio. Los tres grupos formados en las especies
estudiadas del genero Carollia no corresponden a diferencias geograficas ya que
en ellos se comparten individuos de las tres localidades muestreadas mas los
ejemplares del Piedemonte Pacifico que pertenecen solamente a la especie de
Carollia brevicauda.

No se evidencio algun tipo de agrupamiento con respecto a sexo, esto se ha
corroborado en otros casos (York y Papes, 2007) en donde se determinaron
variaciones en medidas craneales entre machos y hembras que no son
estadisticamente significativas, sin embargo pueden existir variaciones en la
longitud del craneo y la medida del antebrazo.

La medida del antebrazo, no fue tenida en cuenta en el analisis morfométrico de
este estudio por ser una medida subjetiva cuando se trabaja con poblaciones
simpatricas y mostrar bajo peso en analisis morfométricos anteriores (Mufioz et al,
2004).

La taxonomia del genero Carollia (Grey, 1838) ha sido confusa desde las primeras
descripciones y revisiones del genero (Hahn, 1907; Pine, 1972; McLellan, 1984).
Sin embargo, autores como Solari y Baker (2006), Pacheco et al (2004), Baker et
al (2002), indicaron la presencia de diferentes formas en las comunmente
denominadas especie complejos Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y
Carollia castanea. A partir del analisis morfolégico y morfométrico se confirma la
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existencia de tres diferentes taxa en lo que se considera Carollia brevicauda y
Carollia perspicillata en Narifio.

Tabla 6. Resultados del analisis de componentes principales de 18 caracteres de
Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie; la primera fila es el
porcentaje de la varianza explicada por cada componente; acrénimos definidos en
el texto. CP, componente principal.

Caracter CP1 CP2 CP3

% Explicado 48.21 22.34 5.02

LMC 0.7471 0.3967 0.0370
LHMAX 0.5882 0.7081 0.1243
EXM1M1 0.5689 -0.3915 0.2936
EXM2-M2 0.6863 -0.4015 -0.1907
cC 0.7318 -0.2884 0.3225
INM1-M1 0.4536 -0.7583 0.0370
INM2-M2 0.5271 -0.7107 -0.0951
INM3-M3 0.7111 -0.2794 -0.4047
EXM3-M3 0.8544 -0.0882 -0.3828
INPM2-PM2 0.7463 -0.2991 0.2786
DEPM1-PM1 0.7626 -0.1711 0.3166
DM3PM2 0.7196 0.6277 -0.1140
PAPM2-PM2 0.7137 -0.3631 0.0662
PAM3-M3 0.7658 -0.3004 -0.2841
LHDS 0.6851 0.6482 -0.0487
LMAN 0.7775 0.3002 0.2286
LHMAN 0.6888 0.5864 -0.0029
LHC 0.6517 0.4590 -0.0985

Un grupo corresponde a Carollia brevicauda (Schinz, 1921), especie presente en
el piedemonte Pacifico y la parte Nor-occidental de los Andes narifienses (San
Lorenzo y Chachagti). De los otros dos taxa una de ellas es una especie
indeterminada. La primera especie o grupo de Carollia perspicillata (Linnaeus,
1758) puede ser encontrada en las localidades de Chachagti y Ancuya, mientras
que la especie indeterminada puede ser encontrada en Ancuya, San Lorenzo y
Chachagtii, en simpatria con Carollia brevicauda en San Lorenzo y Chachaguli y
en simpatria con Carollia perspicillata en Chachagii y Ancuya.

Las tres especies son simpatricas en Chachagui y San Lorenzo, ademas ocupan
un rango altitudinal entre 1.647 y 1.994 m demostrando por ahora una distribucion
limitada a las zonas de vida bosque seco premontano y bosque muy humedo
montano en los Andes Colombianos. Para Ancuya solo se reporta la presencia de
Carollia perspicillata y la especie indeterminada de Carollia, esto posiblemente se
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deba al aislamiento geografico que existe de esta zona con respecto a las otras
dos zonas o a la falta de muestreo.

Figura 9. Posicion espacial de los individuos de Carollia brevicauda (triangulos),
Carollia perspicillata (Circulos) y Carollia especie (Cuadrados) del andlisis de
componentes principales en poblaciones de Narifio.
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El analisis morfométrico y morfoldgico estaria indicando la presencia de tres
diferentes grupos morfométricos dentro de las reconocidas actualmente como
Carollia brevicauda y Carollia perspicillata en Narifio, de este modo caracteres
estrictos y métricos se complementaron para definir los grupos obtenidos.

Las poblaciones asignadas a Carollia brevicauda en Narifio se mantienen como un
grupo homogéneo, no se observé variacion sexual en los caracteres
morfométricos para ninguna de las tres especies.

Carollia perspicillata y Carollia brevicauda comprenden grupos morfolégica y
morfométricamente homogéneos. Al realizar comparaciones morfolégicas con las
poblaciones del valle del Cauca y Cauca, no se encontré ninguna variacion. Se
propone de aqui en adelante que las poblaciones de Carollia especie en Narifio
sean llamadas con un epiteto especifico distinto a los conocidos.
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La posibilidad de una variacion clinal como explicacion a la diferenciacion de los
tres grupos (taxa) se descarta ya que la nueva especie de Carollia es simpatrica
con las otras dos especies de Carollia e integran grupos morfolégicos discretos y
morfométricos definidos. Muchos de los estudios realizados para analizar la
variacion morfométrica intra e inter-poblacional se basan en individuos de otras
zonas del pais (Mufioz et al, 2004; Cuartas et al, 2001).

Este es el primer andlisis de variaciones cromosémicas y morfologicas del genero
Carollia en el suroccidente Colombiano, el cual por ser un complejo volcanico es
un escenario particular para el estudio de variacidbn geogréafica y especiacion
(Terry, 2000), dicha particularidad se debe al aislamiento geogréfico ocurrido
durante la mayor parte del Cenozoico, y a la gran variacién en su relieve (Orejuela
1987), visible esto en los notorios endemismos (Tirira, 1998) y el elevado nimero
de especies propias del pais.

Las variaciones cromosémicas y morfolégicas encontradas y las condiciones
geograficas de las zonas de colecta, hacen considerar que las caracteristicas
encontradas entre Carollia perspicillata, Carollia brevicauda y Carollia especie
permiten definir al tercer taxdn como una especie posiblemente valida y diferente
de las actualmente conocidas y reconocidas.

6.1.3 Analisis discriminante. El analisis discriminante (Figura 10), realizado con el
objetivo de evaluar la correcta determinacion morfométrica de las tres especies de
Carollia, confirmé los resultados de la agrupacion resultante del ACP separando
tres grupos, a Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y manteniendo como un
solo grupo a todos los especimenes de Carollia especie.

El analisis indica que el 100% de los individuos clasificados como Carollia
perspicillata y el 100% de los individuos clasificados como Carollia especie estan
correctamente asignados, mientras que el porcentaje de Carollia brevicauda es
menor, el 96.8% (30 Individuos de 31) estan correctamente asignados.

El resultado indica que la primera funcion discriminante explica una alta proporcion
de la variacion total (87.3%) entre los tres grupos morfométricos (eigenvalue=8.76;
correlacion canénica=0.95).

En la primera funcién discriminante la mayor variacion la aporta las medidas LMC,
LHMAX, DEPM1-PM1, DM3PM2 y PAM3-M3. Para la segunda funcion
discriminante, que explica el 12.7% (eigenvalue=1.27; correlacion canonica=0.75),
la mayor variacion esta determinada por EXM1M1, CC, INM1-M1, EXM3-M3,
PAM3-M3y LHDS.
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Figura 10. Analisis discriminante de las 18 variables para individuos de Carollia en
Narifio (Cuadrado = Centroide, circulos rojos= Carollia brevicauda, circulos
azules= Carollia perspicillata y circulos verdes= Carollia especie).
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Los centroides para los tres grupos determinados sobre las dos funciones son:

Funcion 1 Funcion 2
Centroide Carollia especie 2,71 1,71
Centroide Carollia perspicillata 3,47 -1,5
Centroide Carollia brevicauda -2,64 -0.91

Estos centroides determinan una clara separacion de los grupos morfométricos
respectos a las funciones discriminantes 1 y 2 (Figura 10) lo cual se puede
observar también el alto porcentaje de individuos “correctamente” catalogados
dentro de cada taxon (98.2%; 54 individuos). Solamente un individuo de Carollia
brevicauda (3.2%) fue erroneamente clasificado en el andlisis discriminante, sin
embargo por tener caracteristicas morfolégicas tipicas de la especie considerada
siguio siendo considerado como Carollia brevicauda.

El andlisis discriminante y el analisis de componentes principales fueron
consistentes en alto porcentaje con la asignacién de individuos Narifienses de
57



Carollia a Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie. Ademas,
como se muestra en el Anexo C, hay quince (15) variables morfométricas
indicando un mayor tamafio de la nueva especie de Carollia, con relacion a las
otras dos especies estudiadas, estas variables puede ser utlizadas para
caracterizarla.

6.1.4 Carollia especie.

Holotipo: Macho adulto. Preparado en piel craneo, colectado por E. Noguera,
namero de campo EKO053 (Elkin Noguera). Colectado el 15 de Agosto de 2007.
Localidad tipo: Republica de Colombia, departamento de Narifio, Municipio de
Chachagti, Quebrada de Cimarrones; Bosque Seco-premontano bs-PM,
1647msnm, N 1° 25" 6.8y W 77° 16" 37.9".

Paratipos: 11 individuos, 5 hembras y 6 machos. NARINO: Ancuya, Vereda “La
Quinua” (0719). Chachagui, Puente de Cimarrones, 10m Quebrada Cimarrones
(EK0064, EK 0084, EK 0099, EK0159, EK0179, EK0513, EKO0704). San
Lorenzo, Vereda La Pradera, Finca “La Granja” (EK0119, EK060J, EK0617).

6.1.5 Diagnosis de Carollia especie. Presenta todas las caracteristicas
diagnésticas para la determinacion del genero Carollia Grey, 1838. Carollia
especie se reconoce por las siguientes caracteristicas especificas: tamafio grande,
longitud mayor del craneo entre 22.81 y 24,13 mm, longitud de la mandibula entre
15.09 mm y 16.15 mm. El pelaje es largo y opaco, de color pardo claro a pardo
oscuro con cuatro bandas bien definidas. El uropatagio es grande y totalmente
desnudo, una pequefia cola que varia en numero de vertebras (2 a 3) es evidente.

La caja craneana es alargada, robusta y levemente abombada, rostro largo y
ancho, regidn anterorbital abombada, regidon interorbital robusta. Apdfisis
lacrimales grandes, maxilar robusto, nasales elevados. Cresta sagital alta,
escotadura del pterigoides en forma de V no muy entrante. Cresta lambdoidea
forma una T cuando se une con la cresta sagital, vestigios de arco zigomatico
gruesos, basisfenoides alto. Condilo occipital ancho, foramen magnum alto y
grande. Incisivos centrales superiores largos y robustos, proyectados hacia
adelante. Caninos superiores largos levemente proyectados hacia afuera de la
linea dental, singula anterior de PMldelgada sobrepuesta levemente sobre la
cuspide posterior del C1 en la parte bucal. Cuspide posterior de M3 robusta, en
vista dorsal sobresale y se observa localizada en la parte posterior del maxilar
formando un angulo aproximadamente recto con la cuspide anterior del mismo
molar.

Sin diastema entre PM1 y PM2. Singula anterior de PM2 muy pronunciada y

sobrepuesta sobre parte posterior de PM1. Cuspide posterior de PM2 dirigido

hacia la parte bucal y desalineado del resto de dientes topando con la parte basal

de M1. Molares anchos y gruesos, con las cuspides dirigidas hacia la parte lingual,
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protocéno de M2 redondeado. Piezas dentales inferiores grandes y robustas, con
las cuspides paralelas entre si, incisivos centrales inferiores gruesos y mas
grandes que los laterales, sin diastemas entre premolares inferiores muy cerrados,
cuspides linguales de molares inferiores robustas y pronunciadas hacia la parte
medial-lingual (Figura 11).

Figura 11. Vistas superior y ventral del craneo del holotipo de Carollia especie
(EK053).
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6.1.6 Descripcion de Carollia especie. Es de tamafio grande, antebrazo entre 38.0
y 43.6 mm. El pelaje es largo y opaco, de color pardo claro a pardo oscuro con
cuatro bandas bien definidas, banda basal delgada de color blanco, banda pardo
oscura mas gruesa que la basal, tercera banda ancha de color blanco y puntas del
pelo de color pardo claro u oscuro. Pelaje ventral con tres bandas, banda basal
pardo grisdcea, banda media pardo blancuzca y puntas del pelo pardo oscuro a
pardo claro. Antebrazo cubierto de pelos pardo claro en la parte basal. El
uropatagio es grande y totalmente desnudo, sin orla de pelos en el borde. Cola
pequefia compuesta de dos a tres vértebras (Anexo A). Pinnas largas y anchas.
Parte dorsal inferior desprovista de pelos entre 4 y 6 mm.

La caja craneana es alargada, robusta y levemente abombada, rostro largo y
ancho (Figura 12 Aa). Rostro largo y ancho, regién anterorbital abombada, regién
interorbital robusta. Apdfisis lacrimales grandes, maxilar robusto (Figura 12 Ba,
Ca). Cresta sagital alta, escotadura del pterigoides en forma de V no muy entrante.
Vestigios de arco zigomatico gruesos, basisfenoides alto. Céndilo occipital ancho,
foramen magnum alto y grande. Piezas molares robustas y largas, Incisivos
centrales superiores largos y robustos, proyectados hacia adelante. Caninos
superiores largos levemente proyectados hacia afuera de la linea dental (Figura 13
Aa), singula anterior de PM1 delgada sobrepuesta levemente sobre la cuspide
posterior del C1 en la parte bucal (Figura 14 Ea).

Sin diastema entre PM1 y PM2 (Figura 11). Cuspide del PM2 casi simétrica y
triangular (Figuras 14 Aa y 15 Ea). Cuspide posterior de M3 robusta, en vista
dorsal sobresale y se observa situada en la parte posterior del maxilar formando
casi un angulo recto con la cuspide anterior del mismo molar (Figura 14 Fa).
Molares superiores anchos y gruesos, con las cuspides dirigidas hacia la parte
lingual (Figura 14 Da), protocono de M2 redondeado (Figura 13 Ca), parte
posterior del paladar es ancho y corto (Figura 13 Ba). Piezas dentales inferiores
grandes y robustas, con las cuspides paralelas entre si, incisivos centrales
inferiores gruesos y mas grandes que los laterales, sin diastemas entre
premolares inferiores muy cerrados, cuspides linguales de molares inferiores
robustas y pronunciadas hacia la parte medial-lingual. Mandibula en forma de U,
ramos gruesos, proceso coronoide alto y de forma triangular de lados casi
simétricos, en vista oclusal paralelos (Figura 11).
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Figura 12. Morfologia craneal. A: craneo. B: apofisis lacrimales. C: Maxilar. a.
Carollia especie. b. Carollia perspicillata. c. Carollia brevicauda. En Carollia
especie el crAneo es alargado, robusto y levemente abombado, en vista dorsal las
apofisis lacrimales son grandes y el maxilar robusto.
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Bb

Carollia brevicauda
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Figura 13. Morfologia dental. A: Caninos. B: Parte posterior del paladar. C:
Protocono M2. a. Carollia especie. b. Carollia perspicillata. c. Carollia brevicauda.
En Carollia especie los caninos son largos y robustos, la parte posterior del
paladar es ancho y corto, en vista dorsal el protocono de M2 redondo y
prominente.

Carollia especie
Aa Ba Ca

Carollia perspicillata
Bb Cb

Carollia brevicauda

Ab Bb
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Figura 14. Morfologia dental. D: Cuspides molares. E: PM1 y C1. F: Cuaspide
posterior del M3. a. Carollia especie. b. Carollia perspicillata. c. Carollia
brevicauda. En Carollia especie, en vista dorsal las cuspides de los molares
superiores son bajas y robustas. En vista oclusal la singula anterior del PM1 es
delgada y sobrepuesta en la cuspide posterior del C1 en la parte bucal, y la
cuspide posterior del M3 es robusta - en vista dorsal sobresale y forma casi un
angulo recto con cuspide anterior del mismo molar.
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6.1.7 Comparaciones de Carollia especie con las otras especies de Carollia.
Carollia especie presenta muchas diferencias con las especies de Carollia
reportadas en Colombia. La menos disimil es Carollia perspicillata (Anexo C). Se
provee la comparacion de Carollia especie con muestras de poblaciones donde
son simpatricas, asumiendo que esas poblaciones son adecuados representantes
de las especies, intentando diferenciarlas de otras poblaciones conespecificas, en
la tabla 7 se muestra un resumen comparativo de aquellas caracteristicas.

Usando solamente el tamafio y el color, Carollia especie es féacilmente
diferenciable de pequefias especies como Carollia castanea y Carollia benkeithi,
Carollia subrufa y Carollia sowelli son restringidas a Centro América, estas son
separables por caracteristicas morfoldégicas y morfométricas craneo-dentales y de
pelaje (Solari & Baker, 2006; Baker et al, 2002; Cloutier & Thomas, 1992;
McLellan, 1984; Owen et al, 1984; Pine, 1972).

Comparada con Carollia perspicillata, Carollia especie puede ser distinguida
externamente por que es de mayor tamafo, el pelaje compuesto de cuatro
bandas, color pardo claro, antebrazo con pelaje abundante en la base, uropatagio
mas largo y con una leve entrada. Carollia especie es también diferenciada de
Carollia perspicillata, por caracteristicas craneo dentales, por tener un craneo de
mayor tamafo, alto, robusto y largo.

En Carollia especie el PM1 en vista dorsal es casi simétrico y triangular, con la
cuspide no proyectada hacia adelante. En Carollia perspicillata el PM1 no es
simétrico y la cuspide esta levemente proyectada hacia adelante. Por tener una
region interorbital ancha y unos procesos lacrimales muy pronunciados, maxilar
ancho y oculta totalmente los molares en vista superior (Figuras 13 Ab, Bb, Cb).

Las piezas dentales son mas robustas y largas, todos los incisivos superiores
proyectados hacia adelante, incisivos centrales superiores redondeados, incisivos
superiores laterales de menor tamafno que la base del canino. PM1 delgado en su
vista oclusal, protocono de M2 redondeada. Caninos inferiores mas delgados y
alargados, incisivos centrales largos y anchos, cuspides linguales se proyectan
hacia la parte medial-lingual. Parte dorsal inferior desprovista de pelos entre 4 y 6
mm (Figuras 14 Ab, Bb, Cb; 15 Db, Eb, Fb).

Carollia especie se diferencia de Carollia monohernandezi por la ausencia de la
tercera cuspide en M3. La presencia de las cuatro bandas en el pelaje las hace
similares pero el orden no, banda basal delgada de color blanco, banda pardo
oscura mas gruesa que la basal, tercera banda ancha de color blanco y puntas del
pelo de color pardo claro u oscuro, pero mas claro que Carollia monohernandezi
(Muiioz et al, 2004).
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Tabla 7. Comparaciones morfoldgicas entre cinco taxa de Carollia presentes en Colombia. El asterisco (*), indica
aguellas especies presentes en Narifio.

Caracteres

Patron de
coloracion

Numero de bandas
en el pelaje
Tamaiio del
uropatagio
Antebrazo con
abundante pelaje

Carollia sp.*

Castafio claro a
castafo oscuro
4

Largo

Presente

Carollia

brevicauda*

Pardo claro,

oscuro a negro
3

Corto

Ausente

Carollia
perspicillata*
Pardo claro

3

Largo

Ausente

Carollia

castanea*

Castafio

chocolate a rufo
3

Corto

Presente

Carollia

colombiana
Pardo claro,
0SCuro a negro
Poco
diferenciable
Corto

Ausente

Carollia

monohernandezi
Castario claro

Poco diferenciable
Largo

Presente

Tamario de la cola

Corto (3-8 mm)

Largo (8-12 mm)

Largo (8-14 mm)

Largo (9-12 mm)

Largo (10 mm)

Largo (11 mm)

Parte dorsal Sin pelaje (4y Con pelaje Con pelaje Con pelaje Con pelaje Con pelaje

inferior 6 mm)

Craneo Alto, largo y Bajo y corto Alto, largo y Alto y corto Bajo y corto Alto, corto y robusto
robusto robusto

Forma del craneo Levemente Abombado No abombado Abombado Abombado No abombado
abombado

Diastema PM1- Ausente Presente Ausente Presente Presente Ausente

PM2

Caninos Largosy Cortos y Largosy Cortos y robustos Cortos y Largos y delgados
robustos delgados delgados delgados

Escotadura del Forma “V” Forma “U” Forma “V” Forma “U” Forma “U” Forma “V”

pterogiodes

Cuspide M3 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Presente

Protocono M2 Redondeaday  No redonda, ni No redonda, ni No redonda, ni No redonda, ni  No redonda, ni
pronunciada tampoco tampoco tampoco tampoco tampoco

pronunciada pronunciada pronunciada pronunciada pronunciada

Parte posterior del  Ancho y corto Ancho y corto Largo y delgado  Anchoy corto Ancho y corto Largo y delgado

paladar

Cuspides de Bajas Bajas Altas Medianamente Altas Bajas

molares altas
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Cola corta y compuesta generalmente de 2 o 3 vertebras. Carollia especie es
también diferenciada de Carollia monohernandezi, por presentar la parte
posterior del paladar ancho y corto, linea mandibular dientes dirigidos hacia
adentro y ninguno de los dientes estan desviados de la linea dental. Parte
dorsal inferior desprovista de pelos entre 4 y 6 mm.

Con Carollia brevicauda y Carollia colombiana, el tamafio de Carollia especie
es mucho mayor, el pelaje dorsal es pardo claro u oscuro, antebrazo con
muchas vellosidades en la base. Cola corta y compuesta generalmente de 2 o
3 vertebras. Parte dorsal inferior desprovista de pelos entre 4 y 6 mm. Craneo
largo, abombado y robusto, maxilar robusto, nasales elevados, escotadura del
pterigoides en forma de V. Piezas dentales gruesas y grandes, sin diastema
entre PM1 y PM2 (Mufioz et al, 2004; Cuartas et al, 2001; Albuja, 1999),
lateralmente la singula del canino eclipsa a los incisivos laterales. Mandibula
larga y gruesa, con las cuspides altas, proceso condilar ancho y recto (Figuras
13 Ac, Bc, Cc; 14 Ac, Bc, Cc; 15 Dc, Ec, Fc). En Carollia sp el PM1 en vista
dorsal es casi simétrico y triangular, con la cuspide no proyectada hacia
adelante. En Carollia brevicauda el PM1 no es simétrico y la cuspide esta muy
proyectada hacia adelante.

No se logré examinar especimenes de Carollia manu, sin embargo varias
caracteristicas permiten diferenciar (Pacheco et al, 2004) a Carollia especie de
Carollia manu, el tamafio del antebrazo es menor, el pelaje es tricoloreado en
Carollia manu, mientras que es tetracoloreado en Carollia especie, rostro largo
y ancho, incisivos superiores largos y robustos proyectados hacia adelante,
protocono de M2 redondeado son caracteres determinantes en Carollia sp.

6.1.8 Implicaciones taxondmicas. El reconocimiento de Carollia perspicillata
COMO una especie que agrupa a varios taxa y la identificacion de una especie
innominada dentro de este complejo, sugiere considerar la existencia de un
nombre aplicable a la nueva especie. Luego de comparar los especimenes con
otros de poblaciones de Carollia brevicauda, Carollia perspicillata, Carollia
castanea, Carollia colombiana y Carollia monohernandezi se pudo determinar
gue los ejemplares colectados en Narifio pertenecen a los dos primeros taxa y
se determino uno indefinido.

De acuerdo a la revision de literatura, las poblaciones de Carollia de Narifio no
representan a ninguna de las otras especies descritas. Carollia benkeithi es
mas afin a Carollia castanea, son especies de pequefio tamafio y el color
castafio caracteristico las diferencia de todas las demas especies del genero.
Carollia sowelli y Carollia subrufa muy afines a Carollia brevicauda presentan
un mediano tamafio dentro del genero y estén restringidas a Centro América.
Las medidas de especimenes de Carollia especie de Narifio presentan
diferencias en LMC (23,29 + 0,37) , EXM1M1 (6,97), EXM2-M2 (7,77 + 0,24),
CC (5,27 £0,16), INM1-M1 (3,92 £ 0,1), INM2-M2 (4,49 + 0,1), INM3-M3
(6,32 + 0,09), EXM3-M3 (8,41 = 0,15), INPM2-PM2 (4,03 + 0,15), DEPM1-
PM1 (5,3 +£0,1), PAPM2-PM2 (4,62 +0,17), PAM3-M3 (6,49 + 0,15), LHDS
(6,33 + 0,09), LMAN (15,52 + 0,27), LHC (7,11 + 0,13).
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Mientras que los ejemplares de Carollia brevicauda y Carollia perspicillata de
Narifio concuerdan morfométrica y morfolégicamente con otros del Valle del
Cauca, Risaralda y Piedemonte Pacifico de Narifio, los especimenes de
Carollia especie son de mayor tamafio, lo cual los separa de cualquiera de los
otros nombres disponibles. En medidas estandar como lo son antebrazo (AB) y
longitud del pie (Lpie) no se notaron diferencias que caractericen a Carollia
especie (Anexo C). Ningun nombre previamente descrito se refiere a una
especie con estas caracteristicas, por lo que se considera a las poblaciones de
la especie indeterminada como representativas de una posible nueva especie.

Con los resultados obtenidos en este reporte, la diversidad de Carollia se
incrementaria a 11 especies y estaria compuesta por: Carollia brevicauda,
Carollia perspicillata, Carollia castanea, Carollia subrufa, Carollia benkeithi,
Carollia sowelli, Carollia manu, Carollia especie del lado occidente de los
Andes y en la Amazonia Peruana (Sensu Carollia castanea; Solari & Baker,
2006), de Colombia Carollia monohernandezi, Carollia colombiana y finalmente
Carollia especie indeterminada del suroccidente Colombiano (Narifio).

La distribucion del genero Carollia en los Andes posiblemente sea un indicio
del importante rol que ha cumplido en la evolucién de las distintas especies del
genero, esto ha sido estudiado y reportado para otros genero como Sturnira
(Pacheco & Patterson, 1992), Anoura (Mantilla & Baker, 2006) y Artibeus
(Patterson et al,---). Los tres géneros de murciélagos nombrados (Sturnira,
Anoura y Artibeus) son objeto de continuo estudio al igual que el genero
Carollia, en ellos los efectos del levantamiento de los Andes provocaron
poblaciones aisladas y con ello la aparicion de poblaciones endémicas, dicho
fendmeno puede ser también contemplado en la notable variacion morfolégica
gue presentan sus poblaciones, es decir algunas especies de estos géneros
presentan patrones claros de variacion geografica lo cual ha dificultado la
resolucion final de los problemas taxonémicos.

Al presentarse fendbmenos pleiotropicos en las especies de Carollia y los otros
géneros de murciélagos tropicales, es la revision continua de los ejemplares y
exploracién de sitios, de donde no cuenta con ningun ejemplar, lo que permitira
aclarar la taxonomia alfa de muchos grupos y aproximarse al conocimiento de
la diversidad real de un sitio.
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6.2 CAPITULO II. ATRIBUTOS CITOGENETICOS DE
Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie
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6.2.1 Estandarizacién del protocolo de obtencién de cromosomas. Segun los
articulos base se debe inyectar el mitdgeno en dos dosis, la primera en el
tiempo cero, y otra a las 24 horas, para sacrificar el espécimen luego de 48
horas; de acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 8), los individuos
pertenecientes al Genero Carollia de las poblaciones de donde se obtuvo las
muestras no soportan una segunda inyeccion del estimulador mitético, debido
posiblemente a que el sistema inmunoldgico del murciélago no puede dar una
respuesta efectiva a la infeccidn generada, produciéndose un aumento del
indice de estimulacion, pero ocasionando la muerte del individuo (Santos,
2001).

Para el caso del experimento sin mitégeno, los valores del indice de
estimulacion (I.E.) fueron bajos con respecto a los obtenidos luego de 24 horas
de la inyeccion, ya que sin el estimulador de crecimiento celular (el cultivo de
levadura inyectado) o con un bajo tiempo de sacrificio después de la
estimulacién, no se genera la respuesta del sistema inmunolégico del animal
por la ausencia de infeccion (Baker et al. 2003), manteniéndose las condiciones
metabdlicas normales de los ejemplares.

Tabla 8. Valores de indice de Estimulacion, obtenidas luego de las inyecciones
con el agente mitdbgeno.

PERIODO DE ESTIMULACION (Horas) iINDICE DE ESTIMULACION (%)
0 7.3
24 52.3
48 67.2

Se resalta como punto importante, que durante el tiempo de exposicion de los
murciélagos a la levadura, a estos se les administro alimento (Fruta), el cual lo
tomaron de manera normal. Fue necesario que los especimenes continden
alimentandose, con el fin de suministrarles fuentes bioquimicas basicas para
que sinteticen los factores de mantenimiento, tales como proteinas
transportadoras de lipidos y otras biomoleculas; y a la vez que estas continien
en su equilibrio normal.

Por el contrario si las fuentes de alimento pierden su equilibrio la cantidad de
nutrientes en las células disminuye provocando inanicion, inactivando la fase
de sintesis en el ciclo celular y con ello disminuyendo el indice de estimulacion
celular (Mahecha, 1998), que dificulta la observacion de cromosomas Optimos
para la cariotipificacion.

Después de evaluar la anterior variable y haber elegido estimular durante 24
horas a los murciélagos con el cultivo de levadura, se procedié a experimentar
el nimero de lavados de la suspension celular, teniendo en cuenta que este
paso inicia luego de haber incubado el boton celular con solucién hipotonica
(KCI 0.075M) a 37°C durante 15 minutos y centrifugar; de este paso se
concluyo que solamente es necesario 1 lavado para la obtencién de metafases
con cromosomas separados.
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Dentro de los resultados mostrados en la tabla 9, los mayores valores para la
primera y segunda categoria de separacion de cromosomas estan con 1 lavado
y 2 respectivamente, pero teniendo en cuenta, que en la observacion de
metafases para la determinacion correcta de cariotipos, segun criterios de
Descailleaux et al (1979) es necesario valorar solamente aquellas metafases
que presenten cromosomas bien dispersos, completos y definidos
morfolégicamente, es decir de tipo 1, segun observaciones realizadas en
laboratorio un solo lavado mostr6 ser suficiente para generar células
metafasicas completas y con un correcto conjunto cromosomico.

Tabla 9. Grado de separacion de los cromosomas en las metafases
observadas para cada numero de lavados, después de la incubacion con
solucion hipotoénica.

GRADO DE SEPARACION (%)

NUMERO DE LAVADOS 1 5 3
0 0 26.3 73.7
1 69.8 21.7 8.5
2 34.1 59.7 6.2

La baja cantidad de células que con 0 y 2 lavados pudieran ser catalogadas
como tipo 1, posiblemente se debe a que las células tienen un punto optimo de
equilibrio osmaético ( Jiménez, 2000); al no realizar el lavado, el tiempo de
incubacion no es suficiente para romper este equilibrio y hacer que las células
se hidraten; por otra parte cuando se realizé dos lavados las células se lisaron,
lo cual se evidencié con una alta cantidad de membranas celulares y
cromosomas envueltos en residuos celulares.

Otra variable importante tenida en cuenta fue el nimero de fijaciones que se
deben realizar al trabajar con muestras de medula 6sea de murciélagos del
genero Carollia. Como se muestra en la tabla 10, es necesario realizar 1
prefijado y 2 fijaciones (tenido en cuenta en la tabla como 3 fijaciones), con el
fin de obtener cromosomas bien definidos morfolégicamente, es decir
cromosomas de Grado 1.

La morfologia de los cromosomas se tiene en cuenta en el momento de realizar
el apareamiento de los cromosomas en el ideograma, de ahi que sea necesario
buscar un nimero adecuado en las fijaciones.

Segun, los resultados el porcentaje mas alto para el Grado 1 se obtiene con
tres fijaciones (1 prefijacion mas 2 fijaciones), se logré esto posiblemente
porque se encontrd el tiempo de exposicion al Carnoy que no genera la perdida
de proteinas histdnicas y no histonicas las cuales estan relacionadas con la
estructura del cromosoma, la generacion de bordes irregulares se ha visto en
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técnicas de bandeo cuando el cambio de pH (muy acido o alcalino)y el tiempo
de exposicion, disminuye el porcentaje de las proteinas que empaquetan el
DNA (Burkholder & Duezek, 1982).

Tabla 10. Aspecto morfolégico de los cromosomas observados en las
metafases, durante la prueba en el nimero de fijaciones.

MORFOLOGIA DE LOS CROMOSOMAS
(Porcentaje de metafases)
NUMERO DE FIJACIONES |Grado 1 Grado 2 Grado 3
2 22.1 61.2 16.7
3 65.1 27.4 7.5
4 19.7 73.2 7.1

Las dos variables finales se ajustaron conforme se corrieron las pruebas para
las otras variables, ya que las recomendaciones hechas por los autores de los
protocolos base, no especifican valores en cuanto a la cantidad de Carnoy para
la resuspensién y la altura de goteo. Aungue la resuspension del boton celular
depende en cierta medida de la cantidad de medula extraida.

Con respecto a la medula 6sea de los humeros de las especies estudiadas se
recomienda usar 1 ml (Baker et al, 2003), con el fin de no obtener células
juntas con cromosomas traslapados, lo cual ocurre generalmente cuando hay
una alta concentracion celular que facilita el choque de células vecinas, para
minimizar errores en la determinacion del nimero cromosomico real.

Luego de evaluar tres niveles de cantidad de Carnoy (Tabla 11) se determiné
que un valor intermedio del indice metafasico (I.M.), es decir una nivel
intermedio en la presencia de células metafasicas en la suspension goteada,
puede proveer material celular suficiente para definir cariotipos.

En la resuspension con 0.5 ml se observo células juntas con cromosomas que
exceden el numero normal del genero; para 1.5 ml la concentracién celular en
la placa fue baja y no permiti6 encontrar un buen numero de células con
cromosomas de caracteristicas optimas para la organizacion del cariotipo. Sin
embargo, la cantidad de Carnoy utilizado para la resuspension puede estar
determinado por la cantidad de medula 6sea obtenida.

La variable de altura de goteo se determiné al inicio de la experimentacién de
este estudio, ya que influye en la dispersién de los cromosomas (Baker, 1988),
luego de ser fijada la altura se prosiguié con las demas variables. El indice de
Células con cromosomas encerrados en la membrana celular (IEMC) fue
determinado contando el niumero de células con cromosomas encerrados
después de cada altura de goteo, siendo necesaria una altura que involucre
muchas células estalladas pero sin generar cromosomas traslapados.
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Para el goteo se probaron tres alturas, siendo 2.7 m (IEMC 77.4%) la mas
apropiada para la obtencion de cromosomas dispersos Yy libres (fuera de la
membrana celular), la altura que se comprobo, genera la fuerza suficiente para
estallar las células y dispersar en la placa a los cromosomas, de ahi esta
variable sea importante junto a la anterior variable analizada (resuspension del
boton celular). Con las otras dos alturas (1m: 28.3%IEMC; 2m: IEMC 54.2%),
se obtuvo valores de IEMC bajos, lo cual no garantiza cromosomas limpios, es
decir sin traslaparse o en el interior celular mal definidos.

Tabla 11. indice metafisico obtenido a partir de la variacién en la cantidad
Carnoy para la resuspension pre-goteo.

CANTIDAD DE CARNOY PARA RESUSPENSION | INDICE MITOTICO (%)

0.5 ml 54.87
1 ml 49.52
1.5 ml 34.41

Los mejores resultados para realizar la caracterizacion de los cromosomas de
las especies Carollia perspicillata, Carollia brevicauda y Carollia especie, se
obtuvo estimulando el sistema inmunolégico de los murciélagos con cultivo
fresco de levadura durante 24 horas, empleando colchicina como inhibidor
mitotico o de la polimerizacion de la tubulina (0.025 %, 0.01 ml por g de peso
del individuo).

Empleando solucion hipotonica de KCI 0.075 M durante la incubacion de la
suspension celular (15 min a 37°C) y centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos y
luego en un lavado con centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos, tres fijaciones
es decir un prefijado y dos fijaciones puras con Carnoy fresco mantenido a baja
temperatura (4°C), la resuspension antes del goteo en 1 ml de Carnoy, el goteo
a una altura de 2.7 m, y la tinciébn en Giemsa-Buffer Fosfato durante 8 minutos
(Anexo G).

6.2.2 Estandarizacion del protocolo de obtencion de bandas en cromosomas de
Carollia.

- Bandas G (GTG). Este tipo de bandas es una herramienta usada para
identificar y organizar cromosomas homologos, al inicio de los ensayos en 5
minutos de exposicién del extendido a la tripsina segun el protocolo base de
Howell y Black (1978), se obtuvo placas sin color que al ser revisadas con el
aumento de 100x evidenciaba la presencia de células fantasmas o “ghost cells”
denominas en materiales y métodos como nivel 4 (Tabla 4).

Con la disminucion gradual del tiempo de exposicion a tripsina y comparando
los niveles obtenidos (nivel 4, nivel 3, nivel 2 y nivel 1) se pudo determinar que
el nivel en el cual los cromosomas tienen mejores caracteristicas fue células en
nivel 2 con dos minutos de accién de la tripsina, para los niveles mayores la
digestidon con la enzima proteolitica a la cual se sometié el material celular tuvo
una accion elevada destruyendo el material cromosdémico, con esto la tincion
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de Giemsa no pudo reaccionar y generar coloracién por la ausencia de
material cromosomico.

La elevada acciéon de la tripsina es una variable que debe ser controlada y
determina para obtener correctos bandeamientos, los resultados obtenidos
concuerdan con observaciones realizadas por Seabright (1972), quien
recomienda que el sometimiento de los extendidos cromosomicos a tripsina
debe ser muy bien controlado y el tiempo de exposicion debe disminuirse si se
quieren obtener cromosomas con bandas claras.

El menor tiempo de accién de tripsina tenido en cuenta fue 1 minuto, en el cual
se obtuvo células de nivel 1 caracterizadas por estar oscuras y sin bandas
identificables. De acuerdo a Howell y Black (1978), un tiempo bajo de
exposicion a la tripsina ocasiona una coloracibn homogénea similar a la
convencional sin tratamiento, razén por la cual se determind no disminuir el
tiempo de accion de la tripsina y utilizar el protocolo aplicado en la obtencion de
células en nivel 2, ya que se logro obtener bandas distinguibles y analizables
en comparacion con los otros niveles.

La presencia de este tipo de bandas se debe a la presencia de regiones ricas
en arginina y a la distribucién de los distintos tipos de proteinas en los
cromosomas las cuales por las caracteristicas bioquimicas no son digeridas por
la proteasa tripsina. Ademas, el bandeo también ocurre debido a que los
cromosomas metafasicos contienen una estructura cromomeérica basica que es
resaltada con la exposicion a la tripsina y los buffers de Hank’s (Howell y Black,
1978).

El tiempo de finalizacién exacto de exposicién a la tripsina, fue controlado con
el lavado de agua desionizada, que ademas de quitar la tripsina, ajusta el pH
evitando la continuidad en su accion. Con las modificaciones realizadas, el
protocolo utilizado en la obtencién de bandas G para placas de 4 semanas de
envejecimiento consiste en exponer las placas a solucién de Tripsina mas
buffer de Hank’s (20 °C) durante 2 minutos, controlando la constancia de la
temperatura. Se debe lavar con agua desionizada durante 5 segundos y luego
sumergir las placas en solucion de Hank’s mas calcio-magnesio rojo de fenol
durante 30 segundos a 20°C. Luego se tifie con solucion de Giemsa y buffer
fosfato al 3%.

- Bandas C (CBG). Este tipo de bandas es util para identificar regiones
compuestas por heterocromatina, en el ensayo se controlé6 dos variables, la
intensidad de la tincion como medida de la exposicion al Ba(OH)2 y la forma o
generacion de hinchamiento en los cromosomas para evaluar tiempo de
exposicién a la solucion citratada de Sodio (2XSSC) . El protocolo de Howell y
Black (1978), recomienda exponer las placas al Hidroxido de Bario entre 7 a 8
minutos y luego revisar para determinar el tiempo de accion del reactivo, para
la soluciéon de 2XSSC en el protocolo se recomienda exponer las placas
durante 1 hora.
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De acuerdo con las experimentaciones realizadas en este estudio, en cambios
de tiempos y nivel en la calidad de coloracién de los cromosomas (Tabla 5)
durante la exposicion de las placas a los dos reactivos se determind que los
mejores tiempos, cualificados como nivel 2, son 30 segundos para Ba(OH)2 y
30 minutos en 2XSSC.

La accion del hidréxido de bario consiste en tefir la heterocromatina de los
cromosomas, la produccién de bandas de este tipo se debe a que en las zonas
negativas se pierde DNA por desnaturalizacion ocasionada por el acido y el
alcalis, seguida de fragmentacion y remocion cuando se le adiciona la solucién
de salina citratada (Comings, 1978), las consecuencias de las acciones
prolongadas de cualquiera de los dos reactivos generan cromosomas como los
niveles 3, 4 y 5 (Tabla 5), es decir cromosomas hinchados y casi imperceptibles
sobre la lamina tratada.

El bandeo C es una herramienta Gtil para la investigaciéon de rearreglos
cromosOmicos cercanos al centrobmero y Ut en la investigacion de
polimorfismos, por lo tanto la falta de ensayos en la estandarizacion de tiempos
de exposicion a los distintos reactivos genera resultados de dificil
interpretaciéon, o la perdida de material por la desapariciéon total de los
extendidos cromosOmicos sobre las placas. La dificultad en la realizacién de
este protocolo radica en el control de temperatura de reactivos como el
Hidroxido de Bario, ya que al ser de dificil solubilidad en el agua es necesario
incrementar la temperatura del medio de solucion de este para garantizar un
mayor efecto sobre las placas a tratar (Baker, 1988).

De acuerdo a los protocolos revisados la concentracion y tiempo de la tincion
de Giemsa es mayor que la convencional y que la utilizada para las bandas G,
esto se explica en la necesidad de incrementar la accion del colorante de
Giemsa sobre los cromosomas con segmentos desnaturalizados y removidos.

El protocolo utilizado y obtenido con las modificaciones necesarias para placas
de 5 semanas de envejecimiento consiste en sumergir la placa durante 30
minutos a temperatura ambiente en HCI, luego lavar con agua desionizada, e
incubar durante 30 segundos a una temperatura de 56°C en Ba(OH)2, lavar
rapidamente y sumergir durante 30 minutos a 53°C en SXSSC, inmediatamente
pasa el tiempo lavar y finalmente dejar secar al aire para tefiir con solucion de
Giemsa y Buffer fosfato-agua destilada al 5%.

6.2.3 Caracteristicas cariolégicas de Carollia brevicauda, Carollia perspicillata
y Carollia especie

Numero cromosomico. Por las dificultades en el transporte de ejemplares vivos
desde los sitios de muestreo y las inestables condiciones de cautiverio de los
murciélagos del genero Carollia, de un total de 63 individuos, doce fueron los
tenidos en cuenta para el andlisis cromosémico. Para el manejo y cuidado de
los individuos se tuvo en cuenta los procedimientos del “Animal Care and Use
Committee” (1998). Los doce individuos fueron colectados en municipios de
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Nariio, Suroccidente de Colombia. Las localidades fueron Ancuya vy
Chachagti. En campo se les asignaba el codigo, un nombre cientifico acercado
a la definicién morfologica y el sexo morfolégico (Tabla 12).

Segun los resultados del analisis morfoldgico y morfométrico en la muestra de
12 individuos se presentan Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia
especie, la cual tiene una alta variabilidad en las piezas dentales y no
pertenece a ninguna de las especies de Carollia reconocida hasta ahora.

Para la determinacion de los nameros cromosOmicos se contaron un total de
487 células pertenecientes a 12 individuos, nueve (9) de ellos presentaron un
conjunto cromosomico 2n=20 (Tabla 12), de estos nueve (9) individuos uno (1)
es morfolégicamente macho el cual deberia tener un conjunto 2n=21 propio de
los machos en el genero Carollia, mas adelante se discute este resultado.

Los otros tres (3) ejemplares mostraron caracteres morfolégicos tipicos de
individuos machos, lo cual estuvo de acuerdo con el conjunto cromosémico
2n=21 evaluado en ellos. En este estudio se conté con ocho (8) hembras
representantes de las tres especies y cuatro (4) machos. Los cuatro machos
pertenecen, tres (3) a muestras de poblaciones de Carollia perspicillata y un
(1) ejemplar macho de Carollia especie (Tabla 12).

En el genero Carollia el nUmero cromosomico se encuentra entre un 2n=20 y
2n=22 dependiendo de la especie y el sexo al que pertenezca el individuo, para
las especies Carollia brevicauda y Carollia perspicillata el nUmero cromosomico
ha sido reportado como 2n= 20 para hembras y 2n=21 para machos. Los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que las poblaciones de
Carollia brevicauda y Carollia perspicillata conservan normalidad en cuanto al
namero cromosémico reportado por otros investigadores (Stock, 1975; Cloutier
& Thomas, 1992; Patton & Garder, 1971).

La ejemplares indeterminados de Carollia (Carollia especie) de Nariio,
comparte el nUmero cromosomico de las hembras (2n=20) con las otras dos
especies de Carollia, sin embargo para el individuo macho el ndamero
cromosomico es 2n=20, lo cual implica la inexistencia de dimorfismo sexual en
el nimero cromosomico (Figura 15y 16).

El individuo macho de Carollia especie no comparte el nimero cromosoémico
con sus congéneres, numero cromosémico que podria identificar a toda la
poblaciéon. La variacion inter-especifica del nimero cromosémico ha sido
reportado y utilizado para la caracterizacion de especies de murciélagos (Hood
et al, 1988) e inclusive de una especie en el genero Carollia (Baker et al, 2002),
por lo cual este caracter podria ser tenido en cuenta dentro de la
caracterizacion de la especie, aunque necesita ser confrontado con los de otros
ejemplares de la misma especie para ser validado. Cabe aclarar que el nimero
cromosémico fue obtenido a partir de 10 células mitéticas (Tabla 12), nimero
minimo para la identificacion de nameros cromosomicos (Descailleaux et al,
1979; Haynie et al, 2006).
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Tabla 12. Datos de los ejemplares empleados para el andlisis citogenético de
las especie Carollia brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia especie.
(Convenciones EK: define el cddigo del colector, los nimeros indican la serie

de colecta. H: hembra y M: macho).

Cadigo
EKO009
EKO50
EKO51
EKO052
EKO053
EKO054
EKO056
EKO057
EKO058
EKOQ70
EKO71
EKO072

Especie
Carollia especie
Carollia perspicillata
Carollia especie
Carollia perspicillata
Carollia especie
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia brevicauda
Carollia especie
Carollia especie

Carollia perspicillata

Localidad
Chachaguii
Chachagui
Chachagui
Chachagtii
Chachaguii
Chachagui
Chachagui
Chachagtii
Chachagtii
Chachaguii
Ancuya

Ancuya
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Figura 15. Cariotipo de un individuo macho de Carollia especie de Cimarrones,
Cachagui, Narifio, Colombia (EK053). Arriba: Cariotipo. Tincién convencional.
Abajo: Cariotipo 2. Tincion bandas G, digestion con tripsina.
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Figura 16. Cariotipo de individuo hembra de Carollia sp. (Cimarrones, Cachagui, Narifio, Colombia) (EK051). Arriba:
Cariotipo. Tincién convencional. Parte media: Cariotipo 2. Tincion Bandas G. Abajo: Cariotipo 3. Tincién bandas
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Las hembras de Carollia especie presentan una caracteristica particular que
corresponderia en complemento con el nimero cromosomico de los machos, para
esta especie de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio las hembras
presentan cromosomas sexuales con constricciones secundarias (Figura 16).

Para otras especies de Carollia este caracter no ha sido reportado, sin embargo
algunos autores (Stock, 1975; Cloutier & Thomas, 1992; Patton & Garder, 1971)
reportan la existencia de una constriccion secundaria en el cromosoma sexual X
de los machos de Carollia perspicillata, la existencia de dos constricciones en las
hembras implica la presencia de genes repetidos en esas zonas que posiblemente
se unieron tras los reordenamientos cromosomicos de la especie durante el
proceso de una posible hibridacién en la evolucién de la especie (Hood et al,
1988). La presencia de las constricciones es un caracter que desde la taxonomia
puede ayudar a validar y reconocer la especie indeterminada.

El ndmero cromosémico ancestral del genero Carollia, es el portado por Carollia
benkeithi (2n=22), la cual presenta una reversion al caracter inicial del genero o la
traslocacion doble de X (Solari & Baker, 2006). Para el caso de Carollia especie la
diferenciacion de un nuevo cariotipo para los machos, puede deberse a la fusiéon
del cromosoma acrocéntricos como fenémeno de evolucién provocando la
disminucion del conjunto cromosémico (Figura 15). Los reordenamientos
cromosdémicos que implican una fusién céntrica de dos cromosomas, en este caso,
acroceéntricos (Acrocéntrico grande Y1 y acrocéntrico pequefio Y2 para los
individuos macho de las otras especies de Carollia), para formar un
submetacentrico (SM) son conocidas como fusiones Robertsonianas (Gibson,
1984).

Las fusiones robertsonianas en murciélagos representan uno de los mecanismos
de evolucibn cromosoOmica, relacionada estrechamente con cambios
cromosémicos y cambios morfologicos (Wetterer, 2000). Dentro de la familia
Phyllostomidae, el mecanismo Robertsoniano ha generado cambios
intraespecificos e interespecificos del conjunto cromosémico en géneros como
Macrotus, Uroderma, Vampyressa y Micronycteris (Bickman & Baker, ---), por esta
razon e mecanismo podria también explicar cambios en Carollia. La fertilidad de
Carollia especie, posiblemente no ha sido afectada por la disminucién del nimero
cromosomico de los machos, ya que el numero par de esta especie provoca
cigotos completamente haploides durante la meiosis.

En un posible heterocigoto (X+ Fusion Y1Y2) el entrecruzamiento de material
genético no deberia tener problemas, pero recordando que un pequefio
cromosoma acrocéntricos ahora parte del sexual SM es producto de la
traslocacion de un autosémico, la fusion de segmentos no homologos entre (XX)-
(X+ Fusion Y1Y2) pudo generar heterocigotos estériles que lograron romper la
barrera del entrecruzamiento no homologo durante la fijacion del mecanismo
(Cappana et al, 1976).
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En el individuo de Carollia especie (EK009) con un 2n=20 (65%), 2n=19 (15%) y
2n=18 (15%) y otros individuos de las tres especies (Tabla 13), los porcentajes de
variacion en el nimero cromosOmico no muestran una variacion interna en el
cariotipo de las especies de Carollia, sino que pueden corresponder a perdidas o
aumento de algun cromosoma especifico ocurridas durante el proceso de
obtencion y procesamiento de la muestra celular en el goteo, la centrifugacion o
durante la fijacion.

Se ha expuesto también que la variacion en el conjunto cromosémico de las
distintas poblaciones de Carollia brevicauda y Carollia perspicillata y aquellas
consideradas por afios dentro de los dos complejos, no ocurre por ningdn
fendmeno intrapoblacional, intraespecifico o geografico, solamente cuando existe
diferenciacion sexual o de especie (Baker, 1967), la existencia del nuevo cariotipo
implicaria un claro ejemplo de diferenciacion de la especie y ninguna
diferenciacion sexual en los nUmeros cromosomicos.

Por otra parte, se pudo realizar comparaciones de cromosomas de distintas
poblaciones de una misma especie, sin evidenciar la existencia de razas
cromosOmicas. La existencia de razas cromosOmicas son fendmenos raros en los
murciélagos, en este estudio los ejemplares empleados en la descripcion
cromosomica fueron muestreados en localidades separadas aproximadamente
por 100 Km (Figura 4, Tabla 11), al comparar el nimero cromosémico de
individuos de los dos sitios no se evidencio la presencia de diferencias en numero
cromosémico entre ellos, sino que la diferenciaciéon en el conjunto diploide ocurre
solamente por diferenciacion o polimorfismo sexual. Para el genero Carollia esta
normalidad ya ha sido documentada y la presencia de razas cromosémicas solo
ocurre en otro genero de murciélagos como lo es Macrotus (Baker, 1967).

Ademas, en las distintas especies del genero Carollia, se argumenta que el
namero cromosomico es muy estable y se ha logrado mantener asi desde hace 7
millones de afios aproximadamente; sin embargo, la diferenciacion especifica ha
ocurrido en otras especies del genero provocando grupos polimorficos como las ya
nombradas, poblaciones de Carollia benkeithi, pertenecientes al complejo Carollia
castanea (Solari & Baker, 2006).

En los 12 ejemplares estudiados los ndmeros cromosomicos aceptados son
aquellos que se presentaron con mayor frecuencia en los extendidos metafasicos,
ya que en muchos casos la variacion del nimero cromosomico, principalmente en
los mamiferos se debe a problemas técnicos y posibles asociaciones entre
cromosomas acrocéntricos, este tipo de problemas se presentan por el
inadecuado extendido del material cromosomico durante el goteo y la
hipotonizacion (Baker & Qumsiyeh, 1988). Cualquier variacion en el numero
cromosémico o la presencia de aneuploidias fueron descartadas con el conteo
representativo de las células metafasicas.
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Tabla 13. Numero cromosomico determinado en los ejemplares de las tres especies de Carollia.

Ejemplar | Especie Sex Numero de cromosomas | Células Porcentaje(%) 2n
cromosoémico. 2n Total 2n final
17 19 |20 17 18 19 200 21
EKO09 | Carollia especie H 0 |3 3 13 20 20
0.00| 15.00| 15.00| 65.00| 5.00
EKO50 |Carollia perspicillata H 2 |4 4 39 0| 49 208 816! 816! 79.59| 0.00 20
EKO51 | Carollia especie H 4 |3 3 40 0| 50 800l 600 600! 80.00! 0.00 20
EKO052 | Carollia perspicillata H 3 |3 1 41 0| 48 625 625 208! 85.42| 0.00 20
EKO53 | Carollia especie M 0 |0 2 7 0 9 000l 0.00 2222| 77.78! 0.00 20
EK054 | Carollia perspicillata M 0 |0 0 2 9| 11 81.8 21
0.00] 0.00] 0.00| 18.18 2
EK056 |Carollia perspicillata H 1 |3 6 40 4| 54 20
1.85| 556| 11.11| 74.07| 741
EKO057 | Carollia perspicillata M 2 1 3 43| 50 86.0 21
400 2.00| 2.00| 6.00 0
EK058 | Carollia brevicauda H 0 41 0| 47 000l 638 638! 8723| 0.00 20
EKO70 |Carollia especie H 3 4 35 6| 49 12.2 20
6.12| 2.04| 8.16| 71.43 4
EKQ71 |Carollia especie H 4 33 49 2408 1224| 816! 67.35! 8.16 20
EKO72 | Carollia perspicillata M 0 6 43| 51 84.3 21
0.00] 0.00] 3.92| 11.76 1
Total 487
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La existencia de cromosomas supernumerarios que para algunos casos de
mamiferos pueden estar indicando variaciones en el numero cromosomico
(Cloutier & Thomas, 1992), no ha sido reportada en individuos de Carollia
perspicillata y Carollia brevicauda (Stock, 1975; Cloutier & Thomas, 1992) y
tampoco en ejemplares de Carollia especie, por lo tanto la ausencia de
cromosomas supernumerarios y los porcentajes bajos de los otros numeros
cromosomicos a nivel individual, tampoco son caracteristicos para las especies
analizadas.

Cabe resaltar que hasta el afo 2004 la existencia de cromosomas
supernumerarios en murciélagos no era conocida, sin embargo en ese afo se
publica una revision de este tipo de cromosomas en mamiferos (Vujosevic &
Blagojevis, 2004), reportando solamente dos casos aislados y excepcionales de
pequefios murciélagos (Myotis macrodactylus y Nyctalus leisleri) en los que si
hacen presencia los cromosomas supernumerarios.

Con esto se reporta la normalidad en el nimero cromosémico de dos especies de
Carollia de Narifio estudiadas, siendo 2n=20-21 para individuos de Carollia
perspicillata (Figura 17). Por tener solo un individuo de Carollia brevicauda
(hembra), se concluye que la hembras de esta especie en Narifio tiene un 2n=20
(Figura 18), el cual es idéntico a Carollia especie y Carollia perspicillata.

Asumiendo que el dimorfismo sexual de la especie Carollia brevicauda es similar a
las otras especies de Carollia, el nimero cromosémico de los machos con alta
probabilidad es 2n=21. Todos los ejemplares conservan el nimero fundamental
(NF: 36), para Carollia especie el conjunto cromosOmico estaria representado por
igual, para hembras y machos, por un 2n=20 (NF: 36) (Baker & Qumsiyeh, 1988).

6.2.4 Formula cariotipica. A partir de los datos de indice centromérico y la relacion
de la longitud de los brazos se determind la distribucion de los cromosomas de los
individuos hembra de Carollia perspicillata, Carollia brevicauda y Carollia especie,
comparando los valores obtenidos (Anexo H), con los de la tabla 1 (Levan et al,
1964). Se tuvo en cuenta solamente los individuos hembra, por que estos
individuos representan la normalidad del conjunto diploide. Para los machos el
cariotipo fue determinado por observacion (Figura 1) y la comparacion con otros
cariotipos sexuales de Carollia (Patton & Garder, 1971).

La distribucién de los cromosomas en las hembras de Carollia especie ocurre en
tres tipos de formulas cariotipicas distintas (Tabla 14) dependiendo del ejemplar
evaluado, lo cual puede ocurrir por las diferencias en las condiciones de
preparacion de material celular, ya que en muchos de los casos las variables son
incontrolables por trabajar con células mitéticas asincrénicas.
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Tabla 14. Distribucion de los cromosomas y formula cariotipica para tres especies
de Carollia, (Las abreviaturas indican: SM, submetacentrico; M, metacéntrico; A,
acrocéntrico; ST, subtelocentrico; X, cromosoma sexual femenino; Y1, cromosoma
sexual masculino 1 y Y2, cromosoma sexual masculino 2. NF: Numero
Fundamental).

Cad. Especie Distribucién cromosomica Formula
cariotipica
EK009 Hembra Grupo 1: Sexual SM 1. 2:7
Grupo 3: Par2,5,6,7,8, 9y Par 10 M
EKO051 Hembra Grupo 1: Sexual SM 1:4:5
Carollia sp. Grupo 2: Par 3,4,5y 6 SM
Grupo 3:Par2,7,8,9, 10M
EK053 Macho Carollia Grupo 1: Sexual SM 1:2:7
sp. Grupo 2: Par 3y 4 ST
Grupo 3: Par2,5,6,7,8,9,10. M
EKO070 Hembra Grupo 1: Sexual SM 1:1:2:6

Grupo 3: Par4y 5 SM
Grupo 3: Par2,6,7,8,9,10. M

EKO071 Hembra Grupo 1: Sexual SM 1:1:2:6
Carollia sp. Grupo 2:5 SM
Grupo 3: Par 3y 4 ST
Grupo 4: Par 2,6, 7,8,9,10. M
EKO050 Hembra Grupo 1: Sexual SM 1:1:3:5
Carollia Grupo 2: Par 3 ST
. Grupo 3: Par4,5y 6 SM
perspicillata Grupo 4: Par 2, 7, 8, 9, 10. M
EK052 Hembra Grupo 1: Sexual ST 1:2:7
Carollia Grupo 2: Par3y4 A
perspicillata Grupo 3: Par2,5,6,7,8,9,10. M
EKO056 Hembra Grupo 1: Sexual ST 1:2:2:5
Carollia Grupo 2: Par 3y 4 ST
. Grupo 3: Par5y 6 SM
perspicillata Grupo 4: Par2,7,8,9y10. M
EK054 Macho Carollia Grupo 1: X ST, Y1 A-YZ A. XY1Y2:2:2:5
Grupo 3: Par5y 6 SM
Grupo 4: Par2,7,8,9y10. M
EKO057 Macho Carollia Grupo 1: X ST, Y1 A-YZ A. XY1Y2:2:2:5
perspicillata Grupo 2: Par 3y 4 ST
Grupo 3: Par5y 6 SM
Grupo 4:Par2,7,8,9y10. M
EKO072 Macho Carollia Grupo 1: X ST, Y1 A-YZ A. XY1Y2:2:2:5
Grupo 3: Par5y 6 SM
Grupo 4:Par2,7,8,9y10. M
EKO058 Hembra Grupo 1: Sexual ST XY1Y2:2:2:5
Carollia Grupo 2: Par 3y 4 ST
brevicauda Grupo 3: Par5y 6. SM

Grupo 4: Par 2,7, 8,9, 10. M.
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En ocasiones, el simple paso de secado al aire de las placas, con el material
celular, puede generar dificultades en la determinacion de la posicion del
centrbmero en los cromosomas (Baker & Qumsiyeh, 1988), provocando
variabilidad en la tipificacion del material cromosomico. Sin embargo, se observa
(Tabla 13) que la tipificacion de pares como los sexuales (Submetacentrico=SM),
el 2,7, 8, 9y el 10 son constantes (Metacéntricos=M) en todos los ejemplares de
Carollia.

El Grupo 1 es general para todos los individuos de Carollia especie, de acuerdo a
los datos de relacion de longitud de los brazos, indice centromérico y cariotipos
(Anexo H), el cromosoma sexual se diferencia en este grupo caracterizandose
como submetacentrico. El par sexual o Grupo 1 que fue constante en Carollia
especie, en esta especie es constante (SM) en dos individuos y cambia en
tipificacion para un individuo Subtelocéntrico (ST). En el caso de las hembras de
Carollia perspicillata la distribucién de los cromosomas se determino en 3 formulas
(Tabla 13), en las cuales el predominio general es para los 3 machos con una
formula XY1Y2:2:2:5.

En Carollia brevicauda (Figura 18) la formula cromosomica es 1:2:2:5 (Grupo 1:
Sexual ST, Grupo 2: Par 3y 4 ST, Grupo 3: Par 5y 6. SM, Grupo 4: Par 2, 7, 8, 9,
10. M). En esta especie la formula del Unico ejemplar fue idéntica a un ejemplar de
Carollia perspicillata y posiblemente esto esta asociada a los altos rasgos de
consanguineidad que tienen estas especie hermanadas. Los cambios en la
tipificacion de los cromosomas han sido reportados para Carollia (Stock, 1975;
Baker, 1967; Patton & Garder, 1971), Carollia perspicillata fue caracterizada antes
por contar con un 2n=20, los autosémas se diferencian en un par largo de
submetaceéntricos, dos pares de tamafio medio subtelocentricos y 6 pares de
pequefios submetacéntricos y subtelocentricos.

Los cromosomas X son subtelocentricos con mayor tamafio a un autosémico
similar pero de menor tamafio a los largos submetacéntricos (1:1:2:6). De otros
ejemplares de Carollia perspicillata se reporta una formula constituida por nueve
pares autosomicos integrados por cuatro metacéntricos, dos submetaceéntricos y
tres subacrocéntricos. El cromosoma X es subacrocéntrico (1:4:2:3) (Cloutier &
Thomas, 1992). Estas caracteristicas permitirian confirmar un patron recurrente
para 2 individuos de Carollia perspicillata de Narifio con ejemplares de la misma
especie de otras regiones de Sur América, los cuales presentan un par sexual ST
(Figura 17), estas afinidades son el producto de afios de evolucibn cromosomica
generado entre especies hermanas (Baker, 1967).

Para la especie Carollia brevicauda no hay ningin modelo descrito, Stock (1975) a
pesar de realizar comparaciones cromosomicas de especies de Carollia, se centra
mucho mas, en la busqueda de diferencias en bandas. Como similitud presentada
entre todos los ejemplares descritos en este estudio se determiné la presencia de
6 pares constantes de cromosomas autosémicos Metacéntricos (M) (Par 2, 6, 7, 8,
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9y 10), probablemente esta caracteristica sea un atributo tipico de las poblaciones
del suroccidente Colombiano respecto a la composicion cromosomica de las
mismas (Figura 18).

En las tres especies estudiadas las formulas cariotipicas no se asemejan a alguna
descrita anteriormente, reportando a partir de poblaciones Narifienses hembras de
Carollia las primeras formulas cariotipicas. En el caso de los machos que
presentan un numero cromosomico 2n=21 establecer las caracteristicas
cromosomicas es mucho mas dificil, sin embargo la variable morfolégicas
cromosémicas obtenidas de las hembras son aplicables para el conjunto
autosémico de cada sexo.

Los machos se describen como individuos portadores de tres cromosomas
sexuales (XY1Y2), en los cuales uno de los cromosomas Y es el homologo de un
autosoma traslocado para el elemento X, este es un caracter diagnostico en la
determinacién sexual de individuos pertenecientes a las especies Carollia
brevicauda y Carollia perspicillata (Figura 17).

Figura 17. Cariotipo de individuo macho de Carollia perspicillata (Cimarrones,
Cachaguii, Narifio, Colombia) (EK054). Tincion convencional.
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El numero fundamental de Carollia especie, Carollia brevicauda y Carollia
perspicillata es 36, estos resultados estan indicando que las poblaciones de las 3
especies muestreadas pueden ser consideradas congruentes con ejemplares de
otras poblaciones de iguales especies, esta congruencia esta dada, debido a que
el numero fundamental se conserva en las distintas especies de Carollia como
Carollia sowelli que presenta un 2n=21(NF=36), el X es Subtelocéntrico y 2Y son
acrocéntricos ( Baker et al, 2002), las Unicas excepciones son algunas
poblaciones de Carollia de Colombia que presentan 2n=20-21 (FN=38) como
ejemplo claro de una traslocacion autosémica X (Solari & Baker, 2006).

En el ejemplar macho de Carollia especie, el cromosoma X no presenta
caracteristicas propias, que a diferencia de cariotipos de otras especies de Carollia
el cromosoma X presenta una constriccion secundaria marcada (Patton & Garder,
1971), esto puede servir de atributo que permita diferenciarla como especie de las
otras que pertenecen al genero Carollia, o apoyar explicaciones con respecto a la
especiacion y diferenciacion morfolégica de esta especie dentro de grupos
monofiléticos similares en el genero (Hoffmann & Baker, 2003).

La diferencia encontrada a pesar de no ser concluyente por el menor tamafio de la
muestra de metafases da indicios claros de contrastes entre las diferencias
morfologicas del macho que no fue categoriza como perteneciente a alguna
especie reconocida actualmente.

Estas diferencias cromosomicas, morfolégicas y en algunos casos moleculares
han sido determinadas en especies del genero Carollia ( Baker & Bradley, 2006),
se argumenta que algunas especies poseen un nimero cromosOmico semejante
lo cual las hace considerar como especies hermanas, pero a pesar de ser
simpatricas poseen caracteristicas morfologicas distintas (York & Papes, 2007)
que han generado aislamiento reproductivo no evidente y poco definido en los
cromosomas, sin embargo la ausencia de la constriccidon en los brazos de X
implica la generacion de un dato que puede ser recomendado como marca
distintiva en la descripcion de la especie desconocida.

Los cambios genotipicos son el pilar base que proporciona el material para la
evolucion de los organismos, ya que puede producir nuevos fenotipos, mediante
interacciones organismo-ambiente y a través de muchas generaciones (con
eficacia biologica) (Gibson, 1984), pueden originar fenbmenos de especiacion
evidentes en pequefios cambios cromosomicos como la variacion en la cantidad
de DNA o la ausencia de estructuras como una constriccion secundaria en el caso
de Carollia especie.

Los cambios en el genoma pueden ser génicos o cambios cromosémicos (que
también pueden implicar cambios génicos), de ahi que cada especie tenga su
propio cariotipo, caracteristicas como la diferenciacion en la formula cromosémica
o la disminucion de cromosomas hacen que cada taxa sea Unica (Garcia, 2001),
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en el caso de las tres especies analizadas la similitud en el numero de
cromosomas implica la alta relacion filogenética entre ellas, para Carollia
perspicillata y Carollia brevicauda la identificacion de la constriccion en el
cromosoma sexual X posiblemente cumple esta regla mostrando la alta linea de
consanguineidad entre ellas, pero la ausencia de dicha constriccion en la tercera
especie demuestra una menor afinidad de esta con las otras dos especies.

Las variaciones en el genero Carollia han sido evidenciables a través de multiples
estudios, tanto moleculares como también morfométricos convencionales lo cual
ha generado el reconocimiento de 9 especies, siendo 5 las que habitan en
Colombia (Cuartas et al, 2001), de las cuales en este estudio se aporta en el
conocimiento del nimero cromosomico de dos de ellas y algunos caracteres
cromosOmicos para individuos 4 hembra y 1 macho no catalogados en alguna
especie de Carollia conocida.

Muchos de los arreglos cromosomicos no corregidos, es decir fijados en la
poblacién son el origen de la evolucién de varios tipos de organismos, para el caso
del macho de Carollia especie la desaparicion de la constriccién es un hecho que
puede representar la definicion de una nueva especie, caracteristica explicable
posiblemente por accidbn de fendmenos como inversiones, translocaciones
reciprocas, activaciones/ inactivaciones centroméricas, fusiones y fisiones (Laurie
et al, 2000), que pueden tener consecuencias en el comportamiento mitético de
los machos descritos.

En forma general se puede decir, que si todos los machos de la poblacion
muestreada de Carollia especie presentan el mismo ndamero cromosémico,
posiblemente la diferencia descrita en comparacion con especimenes
caracterizados como C. brevicauda y C. perspicillata en un inicio, se ha mantenido
a razon de que la seleccidn natural favorecio la incorporacién de una nueva forma
cromosomica (Baker et al, 1987; Qumsiyeh, 1994) , generada en forma directa por
rearreglos en los cuales hubo posiblemente fusiones de algunos pares
cromosémicos (Gibson, 1984; Da Silva, 2005), sustentado esto en los cariotipos
obtenidos (Figuras 16 ) con el reporte de la ausencia de la constriccion sexual en
los machos.

6.2.5 Regiones heterocromaticas. De cada individuo procesado en la obtencion de
cromosomas se montaron 5 placas para un total de 70 placas. Por la dificultad en
la estandarizacion y aproximacién a las condiciones optimas de obtencion de
Bandas C, el numero de placas con este tipo de bandas fue bajo, y solo se conto
con cromosomas bandeados C para las especies Carollia brevicauda y Carollia
perspicillata.

El bandeamiento C brinda una aproximacion a la distribucion de la
heterocromatina (Figura 18.a y 20.a), en Carollia brevicauda todo el conjunto
cromosémico presenta marcaje, mientras que en Carollia perspicillata los
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conjuntos tres, cuatro, nueve y siete son los que son mas faciles de identificar por
la coloracién oscura de la heterocromatina siendo C positivos. Los resultados
obtenidos en este estudio son similares con el Unico reporte de bandeo en
especies del genero Carollia (Stock, 1975). Para Carollia especie es el primer
reporte de este tipo de caracteres. Las diferencias en la intensidad del marcaje de
las regiones heterocromaticas es lo que se conoce como heterogeneidad de la
cromatina. La heterogeneidad se debe a variaciones en la condensacion de la
cromatina, a diferencias en la concentracion de bases metiladas y la cantidad de
bases repetidas en el DNA (Rocchi, 1982).

Se llevaron a cabo distintos ensayos variando el tiempo de exposicién al Hidréxido
de Bario para mostrar una mejor calidad de las bandas, ya que las bandas C son
muy inestables frente a la accion del reactivo basico. EI marcaje disminuy6 en
algunos casos en los centrémeros de los cromosomas de las dos especies, esto
se debe a las pocas regiones repetitivas de esta zona (Qumsiyeh, 1984). Los
cromosomas 2,3 y 4 de las dos especies muestran diferencias en la talla de las
regiones de heterocromatina de sus cromosomas homadlogos, esto se debe segun
Gibson (1984), a la presencia de heterocromatina constitutiva  que es muy
comun en los mamiferos.

Esto da como resultado un entrecruzamiento inequivalente entre los homologos,
gue da lugar a diferencias en las tallas de las regiones heterocromaticas. Dicho
cruzamiento se genera por la ausencia de una fuerte presion selectiva sobre el
DNA sobre aquellas areas libres para divergir, formando en cada cromosoma una
nueva coleccion de elementos secuenciales que varian en tamafio y orden, esto
explica también las diferencias encontradas entre la heterocromatina de las dos
especies.

La variacion en las formulas cariotipicas encontradas para los individuos
estudiados se puede explicar en el aumento de heterocromatina. El aumento en la
heterocromatina probablemente se esta dando de manera equivalente, afectando
el tamafio de las cromatidas y la relacion de brazos de los cromosomas (Schmid et
al, 1993), con lo cual la tipificacion también varia. De hecho, el aumento podria
deberse a la elevacion de secuencias altamente repetitivas (heterocromatina) y
también al aumento de secuencias de copia simple y moderadamente repetidas
(eucromatina), lo que puede estar dando lugar a cambios uniformes en los
cromosomas y en la cantidad de DNA, pero en muchos de los casos esto no
afectaria la relacion de brazos (Schmid et al, 1993).

La diferencias en la talla de las regiones de heterocromatina de las dos especies
posiblemente se debe a factores ambientales que favorecen la adicién de este tipo
de AND en ciertos cromosomas, COmo un mecanismo para proteger ciertos genes
gue funcionalmente son importantes, este es el principio pleiotropico (Schmid et al,
1993). Los patrones en heterocromatina (Bandas C) de Carollia brevicauda y
Carollia perspicillata de manera general son muy similares, unas pocas diferencias
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han sido descritas para Carollia castanea en la cual es ausente mucha de la
heterocromatina comun en las otras especies de Carollia (Stock, 1975).

Figura 18. Cromosomas metafasicos de hembra Carollia brevicauda: (a) Bandeo
C; b Bandeo G. (Fuente este estudio).
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Los patrones de heterocromatina en las poblaciones de Carollia de Narifio apoyan
la hipotesis de que existe afinidad en Bandas C entre Carollia brevicauda vy
Carollia perspicillata, esta afinidad cromosémica concuerda con las similaridades y
diferencias morfologicas entre las especies estudiadas.

6.2.6 Regiones eucromaticas. Para la obtencion de cromosomas se montaron 5
placas con un total de 70 placas, al igual que en Bandas C. El numero de placas
con este tipo de bandas fue bajo, sin embargo se obtuvo placas con este
bandeamiento para las tres especies de Carollia.

El bandeamiento G, permite una aproximacion a la distribucion de la eucromatina,
en las placas obtenidas durante los ensayos fueron minimas las metafases que
reaccionaron para brindar cromosomas con Bandas claras. De los resultados
obtenidos, se detectd homogeneidad para las tres especies en bandas como la
presentada por el cromosoma 2, 5, 7 y los sexuales (Figura 18 b y 20 b).

Al realizar el proceso de bandeamiento se presentaron dificultades en el tiempo de
la tripsina, ya que algunos cromosomas no marcaban bien las bandas G, en casos
cuando se prolongo el tiempo en tripsina ocurrieron hinchamientos en los
cromosomas, debido a que las zonas marcadas en los cromosomas hinchados
corresponden a estructuras ligadas a los cromomeros, las cuales son muy
susceptibles al tratamiento con tripsina (Garcia, 2001).

Las diferencias, aunque son pocas y poco determinables, encontradas entre los
bandeos de las especies en los conjuntos cromosOomicos se relacionan con la
organizacién del DNA, el cual se compone de varios tipos de fracciones como las
livianas y las pesadas, las ultimas compuestas por pares de Guanina y Citosina,
gue marcan regiones homogéneamente constituidas conocidas como isocoros
(Garcia, 2001).

La frecuencia con la que se presentan los isocoros, confiere un grado de
heterogeneidad al DNA gque tiene una relacion directa con el bandeamiento Ry G.
Estas pequefias diferencias muestran el grado de consanguineidad de las tres
especies dentro del genero Carollia y los pocos cambios han sido fijados durante
el proceso de evolucion dentro de este grupo monofilético.

El origen ancestral de las dos especies pudo haber sido Centro América, la
poblacién ancestral llego por un patron de dispersion y vicarianza hasta Sur
América, donde Carollia brevicauda dio origen a subpoblaciones, mientras que
Carollia perspicillata se diversifico desde la Costa Atlantica de Brasil hasta Centro
América (Hoffman & Baker, 2003), estos patrones de diversificacion estan muy de
acuerdo con las similaridades cromosémicas en Bandas G y C encontradas en
este estudio, ya que estarian representando especies hermanas con un origen
comun de especiacién y de patrones biogeogréaficos similares.
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Figura 19. Cromosomas metafasicos de hembra Carollia perspicillata: (a) Bandeo
C; b Bandeo G. (Fuente este estudio).
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La identificacion de los isocoros con segmento de DNA presentes en las bandas G
0 R, se relacionan con el hecho de que las bandas corresponden a zonas ricas en
Adenina- Timina que replican tardiamente durante el ciclo celular, por lo tanto el
incremento en la heterogeneidad de la composicion del DNA, es paralela con el
incremento en el nimero de bandas en los procedimiento G y C (Baker et al,
1987), esto relacionado con la diferencia en las bandas obtenidas para las tres
especies demuestra claramente que su DNA es distinto y es posible que se
generaran heterocigotos cromosomicos que a pesar de tener bajo fithess, se
acumularon generacion tras generacion, hasta minimizar las introgresiones con las
especies que habitan el lugar y que poseen un genoma adaptado y protegido, a
través de caracteristicas como las morfoldgicas propias de cada especie.

La posibilidad de los rearreglos, implica que en la zona posiblemente ocurrieron
fendmenos de hibridacion expresada en el variaciones de los patrones de bandeo
de los cromosomas, esto ocurre cuando existe complementariedad morfoldgica
como la presentada por las tres especies estudiadas (Qusiyeh et al, 1997), las
cuales divergieron desde Centro América formando poblaciones aisladas que
dieron origen a las actuales especies conocidas.

Para concluir, queda un espacio abierto hacia la construccibn de nuevo
conocimiento en lo que respecta a las especies del genero Carollia, pues existen
varias herramientas (Baker, ---), utiles para definir si los individuos machos
reportados como especie, que segun caracteres morfolégicos y morfométricos
hacen parte del complejo Carollia, presentan las caracteristicas cromosomicas
aqui descritas que puedan ser utilizadas como un atributo estricto dentro de la
definicion de estos como nueva especie.

Los resultados de afinidad cromosdmica entre las tres especies de Carollia apoya
la hipétesis dada para el genero, en el occidente del Ecuador y por lo tanto
suroccidente de Colombia, que las poblaciones y su distribucion en los Andes
representan un sitio de dispersion para el genero de Carollia, mas que un sitio de
vicarianza (Hoffman & Baker, 2003), ya que si fuera vicarianza posiblemente se
encontrarian cambio cromosOomicos definitivos para las especies, técnicas de
citogenética molecular podrian estimar cambios que pudieran respaldar cualquiera
de las hipdtesis.

Los resultados de esta investigacion suministran evidencia para definir una
aproximacién a la real diversidad, distribucién y conservacion del genero Carollia
en Narifio. La diversidad del Carollia en Narifio fue revisada, definiendo-
caracterizando e identificado 3 especies del genero, en donde 2 de ellas han sido
reportadas anteriormente (Alberico & Negret, 1992; Alberico et al, 2000; Alberico
& Orejuela, 1982; Cadena et al, 1998; Ospina & Gomez, 1999).

La definicién de cada una de las especies se realizé con caracteres morfolégicos
estrictos, morfométricos y cromosomicos presentes en el material examinado,
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ningun tipo de variacion geogréfica o sexual fue determinado morfologica y
morfométricamente, solamente lo convencional en la distincion de los sistemas
reproductores.

En los cromosomas la diferenciacion sexual ocurrié para las especie Carollia
brevicauda y Carollia perspicillata, mientras que para Carollia especie no se
detectaron dimorfismos cromosdmicos ni tampoco la presencia de la constriccion
secundaria propia de machos, el bajo numero de muestras obliga a contemplar
este dato con cautela ya que la normalidad de cromosomas para el genero y
principalmente en los dos complejos especie es 2n=20 — 21 (Stock, 1975).

El andlisis de variacion indica la presencia de tres entidades taxonomicas en las
poblaciones muestreadas, lo que permitid diferenciar una especie indeterminada
en el Suroccidente Colombiano, caracterizada por tener un tamafio medio con
respecto a las otras dos especies utilizadas en este estudio. Bajo distintos analisis
y revisiones Carollia perspicillata y Carollia brevicauda han sido fuente de
material para la descripcion de nuevas especies, es decir han sido reconocidas
como complejos de especie (Solari & Baker, 2006; Cuartas et al, 2001; Mufioz et
al, 2004; Albuja, 1999; Owen et al, 1984; MacLellan, 1984; Pine, 1972), por esta
razén la existencia de las poblaciones de Carollia especie en Narifio es muestra
de una fuente potencial para la investigacion de estas especies en Colombia y la
necesidad de colectas en sitios no muestreados.

De la evaluacion de los caracteres cromosémicos y morfolégicos es notoria una
mayor similaridad entre Carollia perspicillata y Carollia especie, lo que indicaria
con los caracteres examinados una diferenciacion mas reciente de estas dos
especies respecto a la probable divergencia de Carollia brevicauda, por efecto
vicariante ocasionado probablemente por el levantamiento de los Andes (Hoffman
& Baker, 2003).

Mas aun si se observa que la distribucion de la Carollia perspicillata, la cual se
mueve en Colombia dentro de zonas altas, poblaciones de esta pudieron ser
buenas dispersoras de subpoblaciones en la colonizacion de los Andes, que
quedaron aisladas cuando los Andes alcanzaron su maxima elevacién entre los 2
a 5 My (Gregory, 2006) evolucionando en el aislamiento reproductivo y la
conformacion de la posible nueva especie. Si esto ocurrié asi, se puede pensar
también que la alta plasticidad de las otras dos especies encontradas en simpatria
con Carollia especie, han provocado la competencia entre ellas y que la
colonizacion de los sitios ocupados por esta, estan siendo ocupados por las otras
dos especies de Carollia, sin embargo esto debe ser argumentado con datos
ecologicos de las tres poblaciones.

La alta plasticidad del género Carollia, asi como la gran distribucion y la historia
evolutiva, lo definen como un grupo de especies con endemismos y restricciones a
ciertas areas geogréaficas. La mayoria de ellas pueden ser encontradas en
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bosques intervenidos y cultivos, en las tres zonas biogeograficas de Colombia
(Pacifico- Andes y Amazonas) por esto el riesgo a que se enfrentan puede ser
bajo, sin embargo si Carollia especie esta estructurada por poblaciones ubicadas
solamente en los Andes del complejo volcanico en Narifio, la categoria de
endemismo la cualificaria como un posible objeto de conservacion e investigacion
de los riesgos que enfrenta para su conservacion.
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CONCLUSIONES

Con las especies descritas se aumenta el conocimiento del Genero Carollia, asi
como su diversidad, ya que con el nuevo morfotipo descrito en este estudio
sumaria a 10 el conteo de especies de dicho genero, encontrando seis (6) en
Colombia y de estas, cuatro (4) presentes en Narifio.

Las caracteristicas cromosdmicas sustentan la hipétesis planteada de que en
las poblaciones de las especies complejo Carollia perspicillata y Carollia
brevicauda se presentan diferencias y similitudes cariolégicas en el numero,
morfologia, y patrones de bandeo, que evidencian polimorfismos, divergencias y
homogeneidad en los cromosomas originados por procesos de evolucion del
cariotipo. Estas diferencias y similitudes fueron facilmente percibidas en la
variabilidad de la tipificacion y formula cariotipica de cada uno de los individuos
y de cada una de las especies, mientras que la homogeneidad se determiné en
caracteres como el nimero cromosomico.

El analisis de variaciéon y la formacion de grupos morfométricos indican la
presencia de tres entidades taxonomicas dentro del analisis, lo que permitid
determinar una posible nueva especie para el Suroccidente Colombiano,
caracterizada por tener un craneo de mayor tamafo a las otras dos especies
utilizadas dentro del andlisis en este estudio.

Aunqgue ocupan habitats simpatricos las tres especies, pueden ser diferenciadas
por caracteres como la longitud mayor del craneo, el grosor de las piezas
dentales y la prominencia y ocultamiento de singulas entre premolares y
caninos. La simpatria la ocupan en localidades de la regién biogeogréafica
Andina en Narifio, lugares calidos y templados en zonas de cultivos son sitios
donde se determind la presencia de las tres especies de Carollia.

Los atributos cromosémicos y morfoldgicos muestran una mayor similaridad
entre Carollia perspicillata y Carollia especie, lo que indicaria con los
caracteres examinados una diferenciacion mas reciente de estas dos especies
respecto a la probable divergencia de Carollia brevicauda.

Carollia perspicillata, Carollia brevicauda y Carollia especie pueden ser
encontradas en bosques intervenidos y cultivos, en las tres zonas
biogeograficas de Colombia (Pacifico- Andes y Amazonas) por esto el riesgo a
gue se enfrentan puede ser bajo, sin embargo si Carollia sp. esta estructurada
por poblaciones ubicadas solamente en los Andes del complejo volcanico en
Narifio, la categoria de endemismo la cualificaria como un posible objeto de
conservacion e investigacion de los riesgos que enfrenta para su conservacion.
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PERSPECTIVAS

Para Confirmar las caracteristicas de los cromosomas sexuales de los machos
de Carollia especie se recomienda ampliar el nimero de individuos examinados
y que estos preferiblemente provengan de poblaciones distintas.

Profundizar en el estudio de heterocromatina con Bandas C en muestras de
poblaciones de Carollia brevicauda que provengan del piedemonte Pacifico
donde es mayor la abundancia.

Determinar el cariotipo de las especies Carollia monohernandezi y Carollia
colombiana para establecer las relaciones filogenéticas del genero en
Colombia, y comparar las relaciones obtenidas con atributos biogeogréficos,
morfologicos y estudios genéticos como marcadores moleculares.

Caracterizar las poblaciones de Carollia especie con marcadores moleculares
como las secuencias del gen completo mitocondrial Citocromo B, para
establecer su relacion filogenética.

Evaluar morfolégica y morfométricamente las poblaciones de Carollia
brevicauda de lugares como el Piedemonte Pacifico y los Andes.

Determinar la presencia de individuos juveniles y neonatos en poblaciones de
Carollia especie, con el fin de verificar la fertilidad normal de la especie.
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ANEXOS

Anexo A. Fotografias de las tres especies de Carollia muestreadas en Narifio y
tenidas en cuentas para este estudio. Parte superior Carollia brevicauda
(Fotografia J.J. Calderdn), parte media Carollia perspicillata (Fotografia E.
Noguera) y parte inferior Carollia especie (Fotografia E. Noguera), en estas se
aprecia la similitud morfolégica y en patrones de color entre las tres especies.
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Anexo B. Especimenes examinados en el presente estudio, aquéllos usados en el
analisis morfomeétrico estan marcados por un asterisco.

Carollia especie (12).- NARINO: Ancuya, Vereda “La Quinua” (071). Chachagiii,
Puente de Cimarrones, 10m Quebrada Cimarrones (EK006*, EK 008* EK 009*,
EKO015*, EKO17*, EKO51*, EKO053* EKO070*). San Lorenzo, Vereda La Pradera,
Finca “La Granja” (EKO11*, EK060*, EK061%*).

Carollia Colombiana (1).- Antioquia, Barbosa, Vereda “La Cejita’, 1650m (MUA
11225- MBCCO02- Holotipo).

Carollia. monohernandezi (1).- Caquetd, Florencia, Villa cruz (MUA11014-
MFlor012-Holotipo).

Carollia brevicauda (42).- NARINO: Chachagiii, Puente de Cimarrones, 10m
Quebrada Cimarrones (EK041* EKNO45* EKO043* EKO058). NARINO: San
Lorenzo, Vereda La Pradera, Finca “La Granja” (EK028* EKO037*, EKO034*,
EKO033). Narifio, Ricaurte, Reserva Natural “La Planada” (RNLP 283*, RNLP 456*,
RNLP 409,, RNLP 416*, RNLP 445* RNLP 413* RNLP 411* RNLP 406* RNLP
440*, RNLP 041* RNLP 450*, RNLP 420*, RNLP 238* RNLP 419* RNLP 426%
RNLP 285*, RNLP 417*, RNLP 294*, RNLP 298*, RNLP 275*, RNLP 402*, RNLP
274*, RNLP 424* RNLP 403*, RNLP 412* RNLP 423* RNLP 467*). Valle del
Cauca, Yotoco, Entre las veredas La Gaviota y el Rubi, Reserva Liverpool, 1600 m
(UV13360, UV13365, UV13368).-Risaralda, Corregimiento Florida Verde, La
Suiza, Santuario de Flora y Fauna Otum Quimbaya (UV12686, UV12683,
UVv12684, UV12685).

Carollia perspicillata (26).- NARINO: Chachagii, Puente de Cimarrones, 10m
Quebrada Cimarrones (EK001, EK018, EK052*, EK054*, EK050*, EK056*, EK057,
EK039*, EK069*, EK066* EK068* EK067* EK016*, EK014*). NARINO: Ancuya,
Vereda “La Quinua” (EK072*). NARINO: Tumaco, Granja Experimental “Mar
Agricola” (MUN-010). Valle del Cauca, Municipio de Buenaventura, Bajo Calima
(Uv4225, UV10404, UV10405, UV2806). Municipio de Buenaventura,
Corregimiento de Llano Bajo, Carretera Vieja (UV2135, UV10535, UV2134,
UV10549). Municipio de Buenaventura, Granja Agroforestal (UV11648). Municipio
de Dagua, Atuncela, Quebrada Palmar (UV11063). Valle del Cauca, a 1.5 Km de
Lobo Guerrero, 700m (UV2137).

Carollia castanea (8).- Valle del Cauca, Municipio de Buenaventura, Bajo Calima
(UV5692, UV7295, UV7290, UV5695, UV5699, UV5691, UV5703). Municipio de
Dagua, Atuncela, Quebrada Palmar (UV11078).
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Anexo C. Medidas de ejemplares de Carollia de Narifio, para las especies Carollia
brevicauda, Carollia perspicillata y Carollia sp con el total de muestras usadas en
el analisis morfométrico. Se indica la media y desviacion estandar (XxDS), seguida

por el nUmero de casos (n).

VARIABLE Carollia especie Carollia Carollia
perspicillata brevicauda
AB* 41.4 + 1.4 (12) 42.2 +1 (12) 40.8 + 1.2 (31)
Lpie* 12.3+ 2.1 (12) 11.6 + 1.3 (12) 11.7 + 1.1 (31)
LMC 23,29 +0,37 (12) 22,98+0,59 (12) 22,16 +0,45(31)
LHMAX 7,86 +£0,25(12) 7,92+0,28 (12) 7,13 £ 0,28 (31)
EXM1M1 6,97 £ 0,26 (12) 6,38 +0,49 (12) 6,58 + 0,32 (31)
EXM2-M2 7,77 £0,24 (12) 7,69+0,58 (12) 7,57 £ 0,26 (31)
CC 527+0,16 (12) 5,13+0,16 (12) 51+0,17 (31)
INM1-M1 3,92 +£0,1(12) 3,72+0,2 (12) 3,87 £ 0,15 (31)
INM2-M2 4,49 +0,1 (12) 4,27 + 0,19 (12) 4,4+ 0,18 (31)
INM3-M3 6,32 +0,09 (12) 6,11+£0,14 (12) 6,02 £ 0,4 (31)
EXM3-M3 8,41+0,15(12) 8,18+0,15 (12) 8,02 + 0,28 (31)
INPM2-PM2 4,03+0,15(12) 3,81 +0,06(12) 3,85+0,2 (31)
DEPM1-PM1 5,3+0,1(12) 5,16 + 0,16 (12) 5,09 + 0,19 (31)
DM3PM2 4,88 +0,1(12) 4,88 + 0,13 (12) 4,4 + 0,14 (31)
PAPM2-PM2 4,62+0,17 (12) 4,4+0,18 (12) 4,43 + 0,18 (31)
PAM3-M3 6,49 £ 0,15 (12) 6,24+0,13 (12) 6,24 +£ 0,21 (31)
LHDS 6,33+£0,09 (12) 6,29+0,17 (12) 5,71 +£0,17(31)
LMAN 15,52 + 0,27 (12) 15,25+0,39(12) 14,88 +0,34 (31)
LHMAN 8,83+0,13(12) 8,84+0,2(12) 8,22 £ 0,25 (31)
LHC 7,11 +£0,13(12) 7,08 +0,22 (12) 6,49 £ 0,47 (31)

* Medidas no utilizadas en el analisis morfométrico. (Convenciones AB: antebrazo, Lpie: longitud).
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Anexo D. Protocolo resultado del complemento Baker et al. (2003), y Keun OH,

INCREMENTO p -
DEL INDICE INHIBIDOR MITOTICO: Inyeccion
MITOTICO: 2 —— | con colchicina (0.025%): 0.01 ml por g

inyecciones con | Luego de de peso del animal (Keun OH, 1975)

levadura 1:1 48 horas Incubacién in vivo:
(a71icar: levadiira) Sacrificar el anima.l

LAVADO: Y ADICION DE
FIJADOR DE CARNOY: Se
adiciona 3 ml de Carnoy (3
partes de metanol absoluto: 1
acido acético glacial), y se
centrifuga 5 minutos a 1500
rpm (Keun OH, 1975),

Baker propone 2 minutos
1NNN-20N0N rnm

P
<«

La suspension de
medula en solucion
salina se incuba 10-
15 minutos a 37°C
(Keun OH, 1975)

luego de 2 horas.

LAVADO DE LOS
HUMEROS: Se retiran
lo huesos, se cortan las

hipdfisis y se lava la
medula osea blanca con

solucion hipotonica

(Sol. KCI 0.075M —
37°C.), ayudandose de

una jeringa de aguja

Descartar "
sobrenadante y fina (No 18-21)
resuspender en
8 ml de FIJACION: Se realizan 2 o 3 fijaciones, es decir se
Carnoy (Keun . . P
OH. 1975: adiciona Carnoy y centrifugo 2 a 3 veces, descartando y
Baker 2003) resuspendiendo la mezcla (Baker, 2003). Keun OH
recomienda 1 sola fijacion.
. Luego de descartar por
TINCION DE ultima vez, se resuspende la
LAS PLACAS: mezcla en 0.5 ml de Carnoy,
Durante 8 dependiendo de que tan
H concentradas se encuentre
minutos, se las células (Keun OH, 1975;
sumergen las Baker 2003)
placas en v

solucion Buffer
fosfato (35-40

P
<«

PREPARACION DE LA
PLACA: seponende2a3

ml)- Coloran -
)- Colorante de | secar al aire gotas sobre la placa a una
las placas distancia de 1.5 cm una de
Luego de 8
minutos de OBSERVAR LAS PLACAS A

secado al aire. 10X, LUEGO 40 Y 100 X

A 4
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Anexo E. Protocolo base utilizado para la obtencién de bandas G propuesto por
Howell y Black (1978).

e Reactivos

Solucion de Tripsina (2.5% Difco). Se adiciona 0.3 ml de solucion de tripsina a 50
ml de Hanks sin Ca, Mg, ni rojo de fenol, a temperatura ambiente (18-20°C). Para
la preparacién de la solucion salina de sodio y citrato (2XSSC), se agregan 0.025
g de Citrato de Sodio en 50 ml de solucion salina preparada al 0.086-0.09%.

La solucién de Hanks sin Ca, Mg, ni rojo de fenol se prepara agregando a 1 It de
agua estéril:

0.4 g de Cloruro de Potasio (KCI)

0.06 g de Fosfato Monofasico de Potasio Anhidro

8 g de Cloruro de Sodio, 0.0478 g de Fosfatodibasico de Sodio Anhidro

1 g de D-glucosa

0.35 g de Bicarbonato de Sodio

Se filtra y ajusta a pH 7.3 con Acido Clorhidrico (HCI) 0.1 N, se agita con una barra
magnética.

La solucién de Hanks con Ca, Mg y rojo de Fenol se prepara agregando a 1 It de
agua estéril:

0.182 g de Cloruro de Calcio hidratado

0.191 g de Sulfato de Magnesio heptahidratado

0.4 g de Cloruro de Potasio (KCI)

0.06 g de Fosfato Monofasico de Potasio Anhidro

1 g de D-glucosa

0.35 g de Bicarbonato de Sodio

0.11 g de Rojo de Fenol

Se filtra y ajusta a pH 7.3 con Acido Clorhidrico (HCI) 0.1 N, se agita con una barra
magnética.

¢ Procedimiento

Se utilizan ldminas envejecidas.

Se cubren con solucion de tripsina en Hanks sin Ca, Mg, ni rojo de fenol durante 3-
5 minutos a temperatura ambiente (18-20°C).

Se lavan durante 5 segundos con agua desionizada y se sacuden.

Se cubren las laminas con solucion de Hanks con Ca, Mg y rojo de fenol durante
30 segundos a temperatura ambiente (18-20°C).
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Se sacuden las laminas e inmediatamente se tifien con Giemsa (3%) durante 10
minutos.

e Colorante para una lamina

4.85 ml de Buffer Giemsa (pH 6.8).

0.15 ml de colorante Giemsa recién filtrado.

Se lavan con agua desionizada y se dejan secar al aire. Se monta la preparacion
con Entellan después de deshidratar con Xilol.

Anexo F. Protocolo base utilizado para la obtencion de bandas C propuesto por
Summer (1972).

e Reactivos

Hidroxido de Bario al 5%, se agregan 4 g de Hidroxido de Bario en 100 ml de agua
destilada. Se agita 30 minutos con barra magnética, luego se filtra, se envasa 'y
posteriormente se filtra en cada uso.

La solucién de Acido Clorhidrico al 0.2 N, se prepara diluyendo 16.5 ml de Acido
Clorhidrico Analitico en 1 It de agua destilada.

La solucién Salina de Sodio y Citrato (2XSSC), consiste en diluir en 500 ml de
agua estéril 8.76 g de Cloruro de Sodio y 4.41 g de Citrato de Sodio Dihidratado.
Se ajusta a pH 7.0 con Hidréxido de Sodio al 1 N.

e Procedimiento

Se utilizan laminas envejecidas.

Sumergir en Acido Clorhidrico 0.2 N por 60 minutos a temperatura ambiente.

Lavar las placas con agua destilada a chorro.

En un recipiente sumergir las placas en Hidroxido de Bario entre 7 a 8 minutos a
56 °C. Lavar rapidamente.

Incubar laminas en solucion (2XSSC) durante 1 hora a 53°C.

Se lavan las laminas con agua destilada o desionizada. Se tifien con Giemsa por
30 minutos

e Colorante para una lamina

4.5 ml de agua destilada.

0.25 ml de Buffer Giemsa (pH 6.8).

0.25 ml de colorante Giemsa recién filtrado.

Se lavan con agua destilada y se dejan secar al aire. Se monta la preparacion en
permanente con Entellan.
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Anexo G. Protocolo obtenido de la estandarizacién para la obtencidén de células
metafasicas con cromosomas Optimos.

INCREMENTO DEL -
iNDICE MITOTICO: INHIBIDOR MITOTICO:
2 inyecciones con > Inyeccion con colchicina (0.025%):
levadura 1:1 (azlcar: |Luedo de 24 horas 0.01 ml por g de peso del animal
levadura) (Baker,
2003) Incubacién in vivo: Sacrificar
el animal luego de 2 horas.
1 LAVADO: Y ADICION LAVADO DE LOS
DE FIJADOR DE HUMEROS: Se retiran
CARNOY: Se adiciona3 ml | < lo huesos, se cortan las
de Carnoy (3 partes de La suspensidn de hipfisis y se lava la
metanol absoluto: 1 &cido ietmouieihamugrl medula osea blanca con
acetico glacial), y se minutos a 37°C, luego | solucién hipoténica (Sol.
centrifuga 5 minutos a 1500 se centrifuga 1500 KCI 0.075M - 37°C.),
rpm 5 min, y ayudandose de una
Descartar sobrenadante y adiciona nuevamente jeringa de aguja fina (No
resuspender en 3 ml de solucion salina 18-21) (Baker,2003)
Carnoy (Keun OH, 1975; ’
Baker 2003)

FIJACION: Se realizan 3 fijaciones, es decir se adiciona
Carnoy v centrifugo 3 veces, descartando y
resuspendiendo la mezcla.

Luego de descartar por ultima
vez, se resuspende la mezclaen 1

ml de Carnoy.
TINCION DE LAS PREPARACION DE LA
PLACAS: Durante 8 PLACA: se dejacaer2a3
minutos, se sumergen las gotas a una altura de 2.7
placas en solucién Buffer metros desde el suelo, en la
fosfato (35-40 ml)- < parte superior, media e
Colorante de Giemsa (2 ml) | Secaral inferior de la placa.
(Baker, 2003) aire las
Luego de 8 OBSERVAR LAS
minutos de > PLACAS A 10X,
secado al aire. LUEGO 40 Y 100 X
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Anexo H. Datos de relacion de longitud de los brazos,

perspicillata, Carollia brevicauda y Carollia especie.

indice centromeérico e indice braquial de las especies Carollia

Carollia especie Hembra (EK009)

Carollia especie Hembra (EK009)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Cromosoma Long relativa 12 0,93 11 | 14 Cromosoma Long relativa 4 0,22 3 4
1 Indice Centrom. | 45 3,91 32 | 50 11 Indice Centrom. | 40 6,36 26 | 50

Indic Braquial 1 0,25 1 2 Indic Braquial 2 0,46 1 3

Cromosoma Lor?g relativa 12 0,93 11 | 14 Cromosoma Lor?g relativa 4 0,22 3 4
2 Indice Centrom. 46 2,63 40 | 50 12 Indice Centrom. 41 4,52 32 | 49

Indic Braquial 1 0,13 1 2 Indic Braquial 1 0,30 1 2

Cromosoma Loqg relativa 8 0,61 7 9 Cromosoma Loqg relativa 3 0,28 3 4
3 Indice Centrom. 27 7,85 0 | 36 13 Indice Centrom. 41 7,36 23 | 50

Indic Braquial 3 0,95 0 5 Indic Braquial 2 0,58 1 3

Cromosoma Lor?g relativa 8 0,61 7 9 Cromosoma Lon_g relativa 3 0,28 3 4
4 Indice Centrom. 26 5,58 18 | 41 14 Indice Centrom. 41 8,19 20 | 49

Indic Braquial 3 0,79 1 4 Indic Braquial 2 0,79 1 4

Cromosoma Lor?g relativa 7 0,42 7 8 Cromosoma Loqg relativa 3 0,31 2 3
5 Indice Centrom. 27 6,56 15 | 40 15 Indice Centrom. 43 5,36 32 | 50

Indic Braquial 3 1,11 2 6 Indic Braquial 1 0,31 1 2

Cromosoma Lor?g relativa 7 0,42 7 8 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,30 2 3
6 Indice Centrom. 29 5,08 19 | 37 16 Indice Centrom. 39 11,77 0 | 50

Indic Braquial 3 0,70 2 4 Indic Braquial 1 0,58 0 3

Cromosoma Lor?g relativa 6 0,74 4 7 Cromosoma Lor?g relativa 2 0,30 2 3
7 Indice Centrom. 29 7,94 18 | 46 17 Indice Centrom. | 44 4,66 33 | 49

Indic Braquial 3 1,00 1 5 Indic Braquial 1 0,27 1 2

Cromosoma Long relativa 6 0,74 4 7 Cromosoma Long relativa 2 0,28 2 3
8 Indice Centrom. 31 8,68 19 | 46 18 Indice Centrom. | 42 591 29 | 50

Indic Braquial 2 0,94 1 4 Indic Braquial 1 0,39 1 3

Cromosoma Long relativa 4 0,24 4 5 Cromosoma Long relativa 2 0,49 1 2
9 Indice Centrom. | 40 5,57 28 | 49 19 Indice Centrom. | 42 5,58 32 | 50

Indic Braquial 2 0,39 1 3 Indic Braquial 1 0,34 1 2

Cromosoma Long relativa 4 0,24 4 5 Cromosoma Long relativa 2 0,25 1 2
10 Indice Centrom. 39 6,98 28 | 49 20 Indice Centrom. | 41 1,85 44 | 49

Indic Braquial 2 0,49 1 3 Indic Braquial 1 0,09 1 1
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Carollia especie Hembra (EK051)

Carollia especie Hembra (EK051)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Cromosoma Lohg relativa 12 1,14 8| 15 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,31 3 5
1 Indice Centrom. 45 4,16| 27| 50 11 Indice Centrom. 38 8,44 20| 50

Indic Braquial 1 0,28 1 3 Indic Braquial 2 0,77 1 4

Cromosoma Lohg relativa 12 1,14 8| 15 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,31 3 5
2 Indice Centrom. 43 7,75 16| 49 12 Indice Centrom. 36 9,06 17| 50

Indic Braquial 2 0,84 1 5 Indic Braquial 2 0,87 1 5

Cromosoma Loqg relativa 8 0,53 7| 10 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,26 2 4
3 Indice Centrom. 26 7,83| 15| 50 13 Indice Centrom. 40 7,75| 24| 50

Indic Braquial 3 0,96 1 6 Indic Braquial 2 0,59 1 3

Cromosoma Loqg relativa 8 0,53 7| 10 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,26 2 4
4 Indice Centrom. 26 6,35| 13| 46 14 Indice Centrom. 43 6,77 21| 50

Indic Braquial 3 1,13 1 7 Indic Braquial 1 0,57 1 4

Cromosoma Lor?g relativa 7 0,41 6 8 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,36 2 3
5 Indice Centrom. 24 526| 15| 42 15 Indice Centrom. 44 548| 21| 50

Indic Braquial 3 0,93 1 6 Indic Braquial 1 0,42 1 4

Cromosoma Lor?g relativa 7 0,41 6 8 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,36 2 3
6 Indice Centrom. 24 528| 15| 44 16 Indice Centrom. 43 588| 22| 50

Indic Braquial 3 0,89 1 6 Indic Braquial 1 0,46 1 4

Cromosoma Lor?g relativa 7 0,58 5 8 Cromosoma Lor?g relativa 2 0,49 1 3
7 Indice Centrom. 25 530| 13| 42 17 Indice Centrom. 45 561 22| 50

Indic Braquial 3 0,96 1 7 Indic Braquial 1 0,46 1 4

Cromosoma Long relativa 7 0,58 5 8 Cromosoma Long relativa 2 0,41 1 3
8 Indice Centrom. 26 785| 13| 48 18 Indice Centrom. 44 3,99| 33| 50

Indic Braquial 3 1,09 1 7 Indic Braquial 1 0,23 1 2

Cromosoma Long relativa 4 0,57 3 7 Cromosoma Long relativa 2 0,47 1 3
9 Indice Centrom. 37 7,02 21| 50 19 Indice Centrom. 45 344| 39| 50

Indic Braquial 2 0,62 1 4 Indic Braquial 1 0,19 1 2

Cromosoma Long relativa 4 0,57 3 7 Cromosoma Long relativa 2 0,38 1 3
10 Indice Centrom. 37 8,38| 13| 50 20 Indice Centrom. 44 458| 30| 50
Indic Braquial 2 1,02 1 7 Indic Braquial 1 0,29 1 2
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Carollia especie Hembra (EK070)

Carollia especie Hembra (EK070)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min Max
Cromosoma Long relativa 13 1,00 11 16 Cromosoma Long relativa 3 0,27 3 4
1 Indice Centrom. 44 782 12| 50 11 Indice Centrom. 39 9,01 21 70
Indic Braquial 1 1,05 1 7 Indic Braquial 2 0,69 1 4
Cromosoma Long relativa 13 1,00 11 16 Cromosoma Long relativa 3 0,27 3 4
2 Indice Centrom. 43 8,74| 13| 50 12 Indice Centrom. 39 9,16| 22 70
Indic Braquial 2 1,13 1 7 Indic Braquial 2 0,65 1 4
Cromosoma Long relativa 8 0,63 7] 10 Cromosoma Long relativa 3 0,33 2 4
3 Indice Centrom. 24 6,23| 10| 46 13 Indice Centrom. 41 7,60 24 70
Indic Braquial 3 1,35 1 9 Indic Braquial 2 0,47 1 3
Cromosoma Lor?g relativa 8 0,63 7| 10 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,33 2 4
4 Indice Centrom. 25 7,71 12| 49 14 Indice Centrom. 43 9,66 0 71
Indic Braquial 3 1,34 1 8 Indic Braquial 1 0,59 0 4
Cromosoma Long relativa 7 0,46 6 9 Cromosoma Long relativa 3 0,39 2 3
5 Indice Centrom. 24 595| 13| 39 15 Indice Centrom. 43 9,45 0 79
Indic Braquial 3 1,16 2 7 Indic Braquial 1 0,37 0 2
Cromosoma Lor?g relativa 7 0,46 6 9 Cromosoma Lohg relativa 3 0,39 2 3
6 Indice Centrom. 23 7,78 14| 48 16 Indice Centrom. 43 7,87 27 79
Indic Braquial 4 1,27 1 6 Indic Braquial 1 0,43 1 3
Cromosoma Lor?g relativa 5 0,44 4 6 Cromosoma Lor?g relativa 2 0,40 1 3
7 Indice Centrom. 27 9,50| 14| 47 17 Indice Centrom. 43 9,20 29 93
Indic Braquial 3 1,28 1 6 Indic Braquial 1 0,36 1 3
Cromosoma Long relativa 5 0,44 4 6 Cromosoma Long relativa 2 0,36 2 3
8 Indice Centrom. 32 11,89 9| 50 18 Indice Centrom. 46 9,25| 35 100
Indic Braquial 3 2,14 1] 10 Indic Braquial 1 0,25 1 2
Cromosoma Long relativa 4 0,32 3 5 Cromosoma Long relativa 2 0,47 0 3
9 Indice Centrom. 37 8,53| 18| 63 19 Indice Centrom. 44 10,92| 24 102
Indic Braquial 2 0,74 1 5 Indic Braquial 1 0,46 1 3
Cromosoma Long relativa 4 0,32 3 5 Cromosoma Long relativa 2 0,33 1 3
10 Indice Centrom. 37 9,63 9| 67 20 Indice Centrom. 46 16,46| 29 122
Indic Braquial 2 1,44 1] 10 Indic Braquial 1 0,39 1 3
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Carollia especie Hembra (EK071)

Carollia especie Hembra (EK071)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Cromosoma | Long relativa 13 1,00/ 10| 17 |Cromosoma |Long relativa 3 0,35 3 5
1 Indice Centrom. 45 4,73| 28| 50 11 Indice Centrom. 37 8,34| 19| 49

Indic Braquial 1 0,31 1 3 Indic Braquial 2 0,84 1 4

Cromosoma Lor?g relativa 13 1,00| 10| 17 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,35 3 5
2 Indice Centrom. 43 7,85| 12| 50 12 Indice Centrom. 39 8,63| 22| 50

Indic Braquial 2 1,07 1 7 Indic Braquial 2 0,74 1 4

Cromosoma Long relativa 8 0,70 7| 12 Cromosoma Long relativa 3 0,26 2 3
3 Indice Centrom. 25 7,41| 15| 46 13 Indice Centrom. 42 5,67| 28| 50

Indic Braquial 3 1,10 1 6 Indic Braquial 1 0,39 1 3

Cromosoma Lor?g relativa 8 0,70 7| 12 Cromosoma Lor?g relativa 3 0,26 2 3
4 Indice Centrom. 24 7,50| 13| 50 14 Indice Centrom. 41 7,56| 20| 50

Indic Braquial 3 1,16 1 7 Indic Braquial 2 0,62 1 4

Cromosoma Loqg relativa 7 0,41 6 8 Cromosoma Lor_ng relativa 2 0,25 2 3
5 Indice Centrom. 23 6,65 14| 49 15 Indice Centrom. 43 5,10] 31| 50

Indic Braquial 4 1,13 1 6 Indic Braquial 1 0,31 1 2

Cromosoma Loqg relativa 7 0,41 6 8 Cromosoma Loqg relativa 2 0,25 2 3
6 Indice Centrom. 24 6,47 | 13| 47 16 Indice Centrom. 45 4,28| 32| 50

Indic Braquial 3 1,10 1 7 Indic Braquial 1 0,25 1 2

Cromosoma Loqg relativa 6 0,64 5 7 Cromosoma LoQg relativa 2 0,35 1 3
7 Indice Centrom. 24 8,66| 12| 48 17 Indice Centrom. 44 494| 29| 50

Indic Braquial 4 1,41 1 8 Indic Braquial 1 0,29 1 2

Cromosoma Long relativa 6 0,64 5 7 Cromosoma Long relativa 2 0,28 1 3
8 Indice Centrom. 25 8,69| 14| 49 18 Indice Centrom. 45 4,32 34| 50

Indic Braquial 3 1,30 1 6 Indic Braquial 1 0,24 1 2

Cromosoma Long relativa 4 0,48 3 6 Cromosoma Long relativa 2 0,40 1 2
9 Indice Centrom. 36 792 15| 50 19 Indice Centrom. 45 3,64 35| 50

Indic Braquial 2 0,84 1 6 Indic Braquial 1 0,20 1 2

Cromosoma Long relativa 4 0,48 3 6 Cromosoma Long relativa 2 0,30 1 2
10 Indice Centrom. 35 6,92 22| 49 20 Indice Centrom. 45 532] 30| 50
Indic Braquial 2 0,62 1 4 Indic Braquial 1 0,34 1 2
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Carollia perspicillata Hembra (EK050)

Carollia perspicillata Hembra (EK050)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Long relativa 12 0,99| 11| 15 Long relativa 3 0,32 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 45 5,11| 21| 50| cCromosoma |Indice Centrom. 36 7,65| 21| 49
1 Indic Braquial 1 0,40 1 4 12 Indic Braquial 2 0,66 1 4

Long relativa 12 0,99| 11| 15 Long relativa 3 0,32 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 44 6,31| 20| 50| cCromosoma |Indice Centrom. 35 7,69| 24| 50
2 Indic Braquial 1 0,61 1 4 13 Indic Braquial 2 0,62 1 3

Long relativa 8 0,83 7] 11 Long relativa 3 0,34 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 25 8,16| 17| 48| Cromosoma |Indice Centrom. 43 6,67| 22| 50
3 Indic Braquial 3 1,01 1 5 14 Indic Braquial 1 0,49 1 4

Long relativa 8 0,83 7| 11 Long relativa 3 0,34 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 25 7,12 15| 47| Cromosoma | Indice Centrom. 43 6,32| 16| 50
4 Indic Braquial 3 1,00 1 6 15 Indic Braquial 1 0,64 1 5

Long relativa 7 0,49 5 8 Long relativa 2 0,36 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 24 6,72| 14| 47| Cromosoma | Indice Centrom. 45 3,89| 33| 50
5 Indic Braquial 3 1,00 1 6 16 Indic Braquial 1 0,23 1 2

Long relativa 7 0,49 5 8 Long relativa 2 0,36 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 24 6,52 0| 42|cCromosoma |Indice Centrom. 45 432| 29| 50
6 Indic Braquial 3 0,96 0 6 17 Indic Braquial 1 0,27 1 3

Long relativa 6 0,82 5 8 Long relativa 2 0,39 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 26 5,79| 18| 45| Cromosoma | Indice Centrom. 43 9,85 0| 50
7 Indic Braquial 3 0,81 1 5 18 Indic Braquial 1 0,34 0 2

Long relativa 6 0,82 5 8 Long relativa 2 0,33 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 28 9,73 0| 50|Cromosoma |Indice Centrom. 45 407| 34| 50
8 Indic Braquial 3 1,15 0 6 19 Indic Braquial 1 0,22 1 2

Long relativa 4 0,32 3 5 Long relativa 2 0,44 0 3

Cromosoma | Indice Centrom. 35 7,90 0| 50|cCromosoma |Indice Centrom. 44 3,96| 33| 50
9 Indic Braquial 2 0,59 0 4 20 Indic Braquial 1 0,23 1 2

Long relativa 4 0,32 3 5 Long relativa 2 0,31 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 37 7,45| 15| 50| Cromosoma | Indice Centrom. 43 4,40| 33| 50
10 Indic Braquial 2 0,82 1 6 21 Indic Braquial 1 0,26 1 2
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Carollia perspicillata Hembra (EK052)

Carollia perspicillata Hembra (EK052)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Long relativa 12 0,87| 10| 15 Long relativa 3 0,21 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 45 3,06| 34| 50|Cromosoma | Indice Centrom. 39 760 18| 50
1 Indic Braquial 1 0,17 1 2 11 Indic Braquial 2 0,65 1 5

Long relativa 12 0,87| 10| 15 Long relativa 3 0,21 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 43 7,36| 10| 50| Cromosoma | Indice Centrom. 40 6,23| 28| 49
2 Indic Braquial 2 1,25 1 9 12 Indic Braquial 2 0,43 1 3

Long relativa 8 0,47 7 9 Long relativa 3 0,23 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 25 5,68| 13| 44 |Cromosoma | Indice Centrom. 42 558| 26| 50
3 Indic Braquial 3 0,92 1 7 13 Indic Braquial 1 0,38 1 3

Long relativa 8 0,47 7 9 Long relativa 3 0,23 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 23 485| 16| 43|Cromosoma | Indice Centrom. 44 464| 31| 50
4 Indic Braquial 3 0,83 1 5 14 Indic Braquial 1 0,29 1 2

Long relativa 7 0,41 5 8 Long relativa 3 0,29 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 24 5,83| 18| 47|Cromosoma | Indice Centrom. 44 4,07| 35| 50
5 Indic Braquial 3 0,84 1 5 15 Indic Braquial 1 0,23 1 2

Long relativa 7 0,41 5 8 Long relativa 3 0,29 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 25 5,43| 16| 40|Cromosoma | Indice Centrom. 44 458| 32| 50
6 Indic Braquial 3 0,82 2 5 16 Indic Braquial 1 0,27 1 2

Long relativa 6 0,77/ 4 7 Long relativa 2 0,35 1 3

Cromosoma Indice Centrom. 26 6,12 12 41| Cromosoma Indice Centrom. 46 4,50 26 50
7 Indic Braquial 3 1,02 1 7 17 Indic Braquial 1 0,30 1 3

Long relativa 6 0,77] 4 7 Long relativa 2 0,30 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 27 8,07| 11| 46|Cromosoma |Indice Centrom. 45 5,00 31| 50
8 Indic Braquial 3 1,18 1 8 18 Indic Braquial 1 0,30 1 2

Long relativa 4 0,48 4 6 Long relativa 2 0,43 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 36 7,64| 15| 48| Cromosoma | Indice Centrom. 45 3,96| 36| 50
9 Indic Braquial 2 0,84 1 6 19 Indic Braquial 1 0,22 1 2

Long relativa 4 0,48 4 6 Long relativa 2 0,24 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 38 6,87| 20 50 | Cromosoma | Indice Centrom. 44 3,95| 34| 50
10 Indic Braquial 2 0,59 1 4 20 Indic Braquial 1 0,23 1 2
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Carollia perspicillata Hembra (EK056)

Carollia perspicillata Hembra (EK056)

Variable Media | Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Long relativa 12 1,34 6| 14 Long relativa 3 0,31 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 44 6,85| 17| 50| Cromosoma |Indice Centrom. 37 7,15| 22| 49
1 Indic Braquial 1 0,76 1 5 11 Indic Braquial 2 0,58 1 4

Long relativa 12 1,11 7| 14 Long relativa 3 0,31 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 42 10,06| 14| 50| Cromosoma | Indice Centrom. 38 7,01| 24| 50
2 Indic Braquial 2 1,15 1 6 12 Indic Braquial 2 0,54 1 3

Long relativa 8 0,65 6| 10 Long relativa 3 0,33 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 24 489| 13| 36| Cromosoma | Indice Centrom. 40 7,68| 23| 50
3 Indic Braquial 3 0,94 2 7 13 Indic Braquial 2 0,59 1 3

Long relativa 8 0,62 6| 10 Long relativa 3 0,33 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 22 5,83| 12| 47|Cromosoma | Indice Centrom. 44 4,72| 28| 50
4 Indic Braquial 4 1,20 1 7 14 Indic Braquial 1 0,30 1 3

Long relativa 7 0,46 6 9 Long relativa 3 0,38 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 25 5,92| 14| 45| Cromosoma |Indice Centrom. 44 490| 26| 50
5 Indic Braquial 3 0,95 1 6 15 Indic Braquial 1 0,32 1 3

Long relativa 7 0,47 6 9 Long relativa 3 0,38 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 23 5,37| 15| 41|Cromosoma | Indice Centrom. 45 4,23 31| 50
6 Indic Braquial 3 0,94 1 6 16 Indic Braquial 1 0,25 1 2

Long relativa 6 0,55 5 8 Long relativa 2 0,47 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 25 6,72| 16| 48| Cromosoma | Indice Centrom. 45 496| 25| 50
7 Indic Braquial 3 0,98 1 5 17 Indic Braquial 1 0,34 1 3

Long relativa 6 0,56 5 8 Long relativa 2 0,39 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 25 6,80| 14| 48| Cromosoma |Indice Centrom. 44 7,17 0| 50
8 Indic Braquial 3 1,08 1 6 18 Indic Braquial 1 0,26 0 2

Long relativa 4 0,44 4 6 Long relativa 2 0,49 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 36 7,06 21| 49| Cromosoma | Indice Centrom. 44 469| 30| 50
9 Indic Braquial 2 0,61 1 4 19 Indic Braquial 1 0,28 1 2

Long relativa 4 0,42 4 6 Long relativa 2 0,37 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 37 6,86| 21| 50|Cromosoma |Indice Centrom. 44 401| 34| 50
10 Indic Braquial 2 0,58 1 4 20 Indic Braquial 1 0,23 1 2
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Carollia brevicauda Hembra (EK058)

Carollia brevicauda Hembra (EK058)

Variable Media| Desviacion | Min | Max Variable Media | Desviacion | Min | Max

Long relativa 12]1,032138507| 10| 15 Long relativa 3| 0,323644258 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 451 4,841236109| 19| 50| Cromosoma | Indice Centrom. 36| 8,041142472| 18| 50
1 Indic Braquial 1]0,473184734 1 4 11 Indic Braquial 2| 0,775962891 1 4

Long relativa 12]1,039920566| 10| 15 Long relativa 3] 0,323644258 3 4

Cromosoma | Indice Centrom. 42| 8,59697537| 19| 50| Cromosoma | Indice Centrom. 37| 8,089146576| 17| 49
2 Indic Braquial 2| 0,891931086 1 4 12 Indic Braquial 2| 0,748702238 1 5

Long relativa 8| 0,571890094 7 9 Long relativa 3| 0,363938778 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 24 | 7,459899581 9 48 | Cromosoma | Indice Centrom. 42| 5,504251994 | 29 49
3 Indic Braquial 4| 1,408895356 1] 10 13 Indic Braquial 1| 0,363748091 1 3

Long relativa 8| 0,571890094 7 9 Long relativa 3] 0,363938778 2 4

Cromosoma | Indice Centrom. 22| 5,347022307| 13| 46 |Cromosoma | Indice Centrom. 42| 5,971268706| 28| 50
4 Indic Braquial 4 0,9530078 1 7 14 Indic Braquial 1| 0,393835477 1 3

Long relativa 710,436504914| 6 8 Long relativa 2| 0,351855134 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 2315,126413977| 15| 40|Cromosoma | Indice Centrom. 43| 5,652047675| 29| 50
5 Indic Braquial 4 0,911835022 2 6 15 Indic Braquial 1| 0,385046581 1 3

Long relativa 7| 0,436504914 6 8 Long relativa 2| 0,351855134 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 22| 4,568312813| 14| 34 |Cromosoma | Indice Centrom. 44| 6,052782787| 27| 50
6 Indic Braquial 4 0,999995375 2 6 16 Indic Braquial 1| 0,418357654 1 3

Long relativa 6| 0,54646285 5 7 Long relativa 2| 0,376384278 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 24 6,855553398| 11| 45|Cromosoma | Indice Centrom. 44| 4,062857186| 34| 50
7 Indic Braquial 4| 1,234037768 1 8 17 Indic Braquial 1| 0,229567425 1 2

Long relativa 6| 0,54646285 5 7 Long relativa 2| 0,376384278 2 3

Cromosoma | Indice Centrom. 26| 8,372260484| 17| 49|Cromosoma | Indice Centrom. 44| 4,023449995| 31| 50
8 Indic Braquial 3| 1,02107306 1 5 18 Indic Braquial 1| 0,237723555 1 2

Long relativa 4 0,390355515 3 5 Long relativa 2| 0,420585518 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 31| 7,031274131| 15| 49|Cromosoma | Indice Centrom. 45| 4,074565957| 34| 50
9 Indic Braquial 2| 0,803651472 1 6 19 Indic Braquial 1| 0,230772212 1 2

Long relativa 4 0,390355515 3 5 Long relativa 2| 0,38038812 1 3

Cromosoma | Indice Centrom. 35| 6,34245201| 24| 49 |Cromosoma | Indice Centrom. 44| 4,090933534| 35| 50
10 Indic Braquial 2| 0,557648028 1 3 20 Indic Braquial 1| 0,212418914 1 2
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