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Estimado lector:

Este escrito es producto de un trabajo que empezo hace ya varios afios. La primera parte se inicio
alrededor del 2006, cuando propuse vagamente hacer una valoracion de la diversidad genética de
una colonia de murciélagos. En ese momento, |jjno tenia ni la mds remota idea de en qué lio me
estaba metiendo!!!. Desde aquel momento, este trabajo ha continuado por sinuosos caminos en
diferentes etapas, con nuevos objetivos y por lo tanto, ha sufrido innumerables mutaciones
(incluyendo transversiones, translocaciones, inserciones y deleciones en el sentido mas literal que
la citogenética permita).

Siendo asi. Sea pues ésta una aclaracion mas que un agradecimiento de que las siguientes paginas
que aqui se exponen son producto del esfuerzo, tiempo y trabajo de una gran cantidad de personas
y jamas solamente propio.

Por lo tanto, si tuviera que escribir el nombre, apellidos y colaboraciones principales de todas las
personas que han colaborado directa o indirectamente en alguna de las multiples fases que este
trabajo requirio, esta tesis resultaria mas extensa que la enciclopedia temdtica Salvat. Por tal
motivo y en aras de la practicidad tal cantidad ha sido severamente reducida, solicitando una
disculpa anticipada a todas aquellas personas que no figuran directamente pero a quienes el
agradecimiento y créditos pertinentes se les hara llegar de manera personal.

Para empezar, quiero expresar mi mds profundo agradecimiento a las dos personas que me han
llevado de la mano a través de este largo, lastimoso y a la vez satisfactorio camino de la ciencia y
que apoyaron mis locas ideas desde que desde que fueron solamente rayones sobre un papel.
Quienes me dieron la oportunidad de crecer en total libertad y probar mis propios limites, quienes
“adoptaron” desde sus diferentes trincheras y me dieron un segundo hogar (el laboratorio) y una
segunda familia (mis compaiieros). [Docs, Muchas gracias, trabajar con ustedes ha sido un honor y
un privilegio!

A la Dra. Maria del Carmen Sanchez Hernandez, quien me alento a iniciar este trabajo y me
proporciono los medios para construirlo, pero que por causas de fuerza mayor y ajena a su
voluntad no concluyo en el papel correspondiente. Gracias por otorgarme su confianza desde el
primer momento, por darme la libertad necesaria para trabajar en lo que yo queria y dejarme
cometer mis propios errores, por darme palabras de apoyo en los momentos de desesperacion y por
invertir en mi mucho de su tiempo, dinero y esfuerzo.

Al Dr. Alberto E. Rojas Martinez, le agradezco muchisimo el haberme considerado desde el
principio como parte de su equipo (jaunque oficialmente no lo era! ;) ), me otorgd toda su
confianza, me abrio las puertas de su laboratorio, su oficina y su casa y me dejo trabajar con sus
alumnos y con su familia. Eso me permitio crecer en un ambiente de total libertad y me brindo la
posibilidad de abrir mis ojos y ver un panorama mucho mas amplio de lo que me imaginé jamads.
Muchas gracias Doc, por haberme ensefiado tanto, por conducirme en el campo, el laboratorio y
mi carrera, por compartir conmigo su experiencia y su conocimiento, por tenderme siempre su
mano en los momentos dificiles.

A la Doctora Norma Manriquez Mordn quien se integro a este equipo desde que se convirtio en un
proyecto de maestria y quien me ha apoyado profundamente en todo momento. Me ha enseriado



mucho gracias a sus atinados comentarios y me ha permitido colaborar con ella en otras
actividades.

Al Dr. Juan Carlos Gaytan Oyarzun de quien siempre recibi ayuda en los momentos en que las
cosas se complicaban y a quien le agradezco profundamente sus comentarios, consejos y charlas
amenas que ayudaron mucho a mejorar este trabajo. Muchas gracias, Juan Carlos, por alentarme a
tomar nuevos retos, y ayudarme a ser mejor profesionista, con aquellas charlas en las tardes en el
lab, acompariadas con café, musica y chocolates.

Al Dr. Pablo Aguilar quien se integrara mds recientemente al equipo, pero que con sus comentarios
me ha ayudado enormemente a mejorar el presente trabajo.

A mi mamd y mi papd, que me dieron vida, genes y todo su amor toda mi vida, que siempre me han
apoyado en todas mis desiciones y me han acompariado, cuidado, ayudado y levantado en todas las
empresas que me he propuesto. Gracias mama por enseriarme el valor del trabajo, la paciencia y el
compromiso conmigo misma. Gracias papd por transmitirme el cardacter y el valor para enfrentar
mis retos.

A mi “Agiie” Julian Ramos, que aunque no pudo ver este resultado, siempre sembro en mi el
primordio de la ciencia: la semilla de la observacion meticulosa, propia de la gente de campo...

A la maestra Magdalena Meza, quien también me ha ayudado muchisimo con consejos y asesorias
profesionales y personales. Con quien he compartido tanto charlas, café y chistes como el pan y la
sal. Muchas gracias Magda, por toda tu ayuda y tu confianza, porque mds que maestra eres una
gran amiga con quien sé que puedo contar.

A todo mi equipo de campo que se avento conmigo las noches, cdlidas, frias, apacibles o
tormentosas, que la naturaleza decide a capricho. Pero que no se rindio hasta que obtuve las
ultimas muestras: Los chicos del verano de la ciencia 2010, las boxitas Lorena y Genny (que se
morian de frio) y los poblanitos Azucena y Ricardo. Al equipo local: Lalo (el cuasicolega), Nalle
(la vecina) y mi primito-carnalito Aaron (Aroncio). Y a mis padawanes, Bilma Angelina Martinez
(UMAR-Pto Escondido) y Monica Contreras Torres (BUAP) quienes también me ayudaron
muchisimo en el laboratorio para procesar las muestras, hacer geles, soluciones, los infinitos
PCR’s y las bases de datos.

Al programa “verano de la ciencia”, de la Academia Mexicana de Ciencias que me ayudo a
consolidar mi vocacion cientifica durante la licenciatura, a encontrar mis dreas de interés y
fortalecio mi formacion profesional por medio de dos estancias de verano. A mis anfitriones de los
veranos, de quienes aprendi tantas cosas, el Dr. Cornelio Sanchez y la Dra. Maria de Lourdes
Romero (IB-UNAM) y el Dr. Omar Chassin Noria (CMEB-UMSNH).

A mi amiguita la M. en C. Melany Aguilar Lopez por haberme enseiiado siempre a superar mis
propios limites, porque las fronteras solo estan en la mente. Los cerros, los rios, los barrancos, el
frio, el lodo, el hambre, la lluvia, la obscuridad, los insectos, los golpes, las mordidas y anexas,
son solo insignificancias, pero jamas obstdculos suficientes para impedirme alcanzar mis metas.
Gracias por haberme permitido vivir contigo tantas y tan valiosas aventuras.... |y las que faltan!



Al M. en C. Antonio Alvarez Delgadillo, con quien pasé muchisimas horas amenas en el
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maestro Jedi y me enseiio muchas de las mas indispensable técnicas de biologia molecular, siempre
con una sonrisa y mucha dedicacion.
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Genética historica del género Leptonycteris

RESUMEN

Los murciélagos nectarivoros del género Leptonycteris son polinizadores vy
dispersores de semillas de una gran variedad de plantas en ecosistemas aridos y tienen una
amplia distribucibn en México. Se consideran como migratorios, sin embargo,
recientemente, su movilidad ha sido puesta en duda, para las dos especies que conforman
el género (Leptonycteris nivalis y Leptonycteris yerbabuenae) en el centro de México.
Ambas especies estan consideradas como en peligro de extincion en EUA y amenazadas en
México. El objetivo de este trabajo es documentar la estructura genética de las especies
para determinar la dindmica del flujo genético en tres colonias de L. yerbabuenae y dos de
L. nivalis en el centro del pais, utilizando marcadores genéticos (microsatélites). Para ello,
fueron recolectadas muestras de tejido cutaneo (Cueva del Guano, municipio de Metztitlan;
Gruta de Xoxafi, municipio de Santiago de Anaya; Ahuacatitla, municipio de Huasca de
Ocampo y Parque Ecoldgico de Cubitos, municipio de Pachuca en el estado de Hidalgoy la
Cueva del Obispo, municipio de San Juan Nochixtlan, en el estado de Oaxaca). De cada
muestra se extrajo el DNA para posteriormente amplificar los microsatélites seleccionados y
visualizarlos en geles de acrilamida, tefiidos con nitrato de plata. Fueron evaluados los
parametros de polimorfismo, heterocigosidad, riqueza alélica y estructura genética, a nivel
genotipico, asi como las relaciones de los haplotipos mas frecuentes y compartidos entre las
poblaciones. Los resultados muestran que las poblaciones son altamente polimérficas y en
ellas existe una elevada diversidad genética. El flujo genético resultdé ser mas abundante en
L. nivalis, lo que le confiere una menor diferenciacién con respecto a L. yerbabuenae, donde
la estructura general estuvo determinada por los machos. No se demostré aislamiento por
distancia. Con respecto a las relaciones haplotipicas, L. nivalis muestra una red altamente
centralizada, con elevada conectividad, compatible con el flujo genético mas abundante. En
L. yerbabuenae, se encontré6 una red de topologia excéntrica en cascada, con baja
conectividad, por lo que los patrones de flujo genético son complejos y derivan en una

mayor diferenciacion.
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INTRODUCCION

El género Leptonycteris en México, estd representado por dos especies de
murciélagos de tamafio mediano; Leptonycteris nivalis y Leptonycteris yerbabuenae, se
alimentan de néctar y polen; son polinizadores especificos de una gran variedad de plantas
de ecosistemas xéricos, entre las que destacan los agaves, las cactaceas y las
convolvulaceas, entre otras (Arita, 2005a y 2005b).

Ambas especies son similares en morfologia y por varios afios fueron confundidas o
clasificadas como una misma especie, usandose diversos nombres: L. sanborni, L.
curasoae, L nivalis y L. yerbabuenae (Hayward y Cockrum 1991; Hensley y Wilkins, 1988;
Cockrum, 1991).

La taxonomia de estos murciélagos no fue totalmente clara hasta finales de la
década de los 80's del siglo XX, cuando se reconoci6 la existencia de dos especies dentro
del género Leptonycteris (Arita y Humprey, 1988; Anexo ).

Leptonycteris nivalis, designa a la especie mas grande y tiene una distribuciéon
practicamente restringida al territorio mexicano.

Leptonycteris curasoae, designa a la especie mas pequefia, que esta dividida con
dos subespecies con distribucion geograficamente disyunta: L. curasoae yerbabuenae que
habita en la porcién norte del continente americano desde el suroeste de Estados Unidos
hasta Honduras y L. curasoae curasoae que habita la costa norte de Colombia y Venezuela
y las islas del Caribe de Aruba, Bonaire, Curazao y Margarita.

Posteriormente, Cole y Wilson (2006) propusieron elevar a las subespecies de L.
curasoae al nivel de especie, por lo que el género quedd constituido por tres especies (L.
nivalis, L. curasoae y L. yerbabuenae).

Aunque el murciélago de hocico mayor (L. nivalis) es ligeramente mas grande que su
especie hermana (L. yerbabuenae) en Norteamérica, y pese a que es una especie
relativamente comun, existen pocos trabajos sobre la ecologia, la alimentacion y el

comportamiento reproductivo.
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Por otra parte, las publicaciones sobre diversos aspectos de la biologia y ecologia
del murciélago menor (L. yerbabuenae), son mucho mas numerosas. Se han documentado
aspectos reproductivos de particular importancia desde el punto de vista genético (Torres y
Rojas-Martinez 2001, 2002). Se ha docmentado la existencia de dos poblaciones
reproductivas en las hembras: una que se reproduce en primavera-verano y otra que se
reproduce en el otofio-invierno (Arita, 2005a), con dos periodos reproductivos en los machos
(Torres y Rojas-Martinez, 2002). Esta especie ha sido considerada histéricamente como
migratoria y se ha propuesto que siguen un “corredor de néctar” formado por el florecimiento
secuencial de diversas especies de plantas a lo largo de su ruta migratoria, que inicia en el
centro de México y que termina en el sureste de Estados Unidos (Cockrum, 1991; Ceballos,

et al., 1998; Stoner, et al., 2003; Galindo, et al., 2004; Cole y Wilson, 2006).

El seguimiento de este tipo de eventos migratorios por métodos directos de ecologia
clasica (tales como telemetria, captura-marcaje-recaptura, observacién del comportamiento,
etc.) requieren un seguimiento complejo y continuo de las poblaciones en escalas muy
grandes de tiempo y é&rea de distribucion. Mismos que requieren de un considerable
esfuerzo de captura, tomando en cueta la cantidad de individuos que suelen componer a las
poblaciones, adicionalmente, s6lo permiten medir la vagilidad de los organismos, pero no el

éxito reproductivo de los migrantes (Eguiarte y Souza, 2007).

Sin embargo, el uso de métodos de ecologia molecular, que pretenden resolver
preguntas de caracter ecoldégico, por medio de la aplicacion de las técnicas de biologia
molecular, son herramientas Gtiles que permiten dar respuesta a este tipo de preguntas en
escalas de tiempo y espacio determinadas. Adicionalmente, es posible abordar los
problemas ecolégicos desde distintos niveles simultdneamente, y permiten evaluar el éxito
reproductivo de los migrantes en las generaciones sucesivas (Burland y Worthingthon, 2001,

Eguiarte y Souza, 2007; Rios, et al., 2009).
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ANTECEDENTES

El concepto de Genética Historica

La estructura genética contemporanea de una poblacidn es resultado de los eventos
historicos de hibridacion, flujo, deriva y seleccion natural en generaciones previas. Asi, la
genética histérica permite crear interpretaciones sobre eventos pasados con base en la
informacién obtenida a partir de las frecuencias genotipicas contemporaneas. Estos
fendmenos pueden rastrearse con mayor 0 menor precision a partir de las genealogias,
frecuencias genéticas y/o documentos histéricos (Morton, et al., 1972).

Las relaciones evolutivas dentro y entre poblaciones, involucran generalmente a los
procesos histéricos a los que se han sometido los genes y la estructura genética actual de
dichos grupos. Sin embargo, en poblaciones grandes, la estructura genética suele ser
resultado de los procesos deterministicos de hibridacion y seleccion ascendentes; mientras
gque en poblaciones aisladas son importantes los procesos de deriva genética, el nimero de
individuos fundadores y el efecto de los cuellos de botella (Morton, et al.,, 1972; Sans, et al.,
1997; Shiang-Fan, et al., 2006).

Uno de los objetivos méas importantes de la genética histérica ha sido determinar la
contribuciéon de los principales fundadores a la poza genética actual. Definiendo como
individuos fundadores, a todos aquéllos miembros de la poblacibn que en ciertas
generaciones previas tuvieron padres que llegaron de otros grupos o que son desconocidos.
De esta manera, los genes de un grupo particular de alelos son derivados de un pequefio
numero de fundadores (Morton, et al., 1972).

Los procesos evolutivos pueden ser deducidos tanto de los estudios
intrapoblacionales como interpoblacionales y una de las aproximaciones mas focalizadas es
el analisis del flujo génico entre grupos (Sans, et al., 1997), por lo tanto, es una herramienta
eficiente en la elucidacion de los procesos pasados que afectaron la configuracion genética
de una o mas poblaciones de individuos de grupos contemporaneos (Epp, et al., 2010). Bajo

ésta definicion, el uso de la expresion “genética histérica” como tal, puede rastrearse desde
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la década de los 70°s del siglo pasado, aunque este concepto ha sido escasamente utilizado
(Morton, et al., 1972).

En 1972, Morton y colaboradores estudiaron la desproporcién contemporanea de la
piramide de edades en poblaciones humanas de un par de islotes en Micronesia. Para
rastrear la causa, se emplearon datos historicos y contemporaneos que incluyeron
genealogias ancestrales, frecuencias de grupos sanguineos, inmunoglobulinas, isoenzimas
y datos de pacientes con patologias genéticas para identificar a los ancestros portadores.
El resultado, apunté como responsable al cuello de botella provocado por una hambruna
gue azoté a las islas en 1775, diezmando la poblacién. En plantas, la genética historica ha
sido una herramienta para evaluar el origen de algunas uvas rojas, usadas en Francia para
la fabricacion de vino, usando secuencias de microsatélites altamente polimérficas se logro
rastrear el parentesco hasta dos variedades cultivadas en la edad media (Bowers, et al.,
1999). Mas recientemente, Shiang-Fan (2006) emple6 datos genéticos para inferir la historia
demografica y elucidar los procesos que han moldeado la evolucion y estructura genética
del murciélago Rhinolophus monoceros, endémico de la isla de Taiwan.

Los polimorfismos Short Tandem Repeats (STR), también han sido utilizados en
estudios de genética histérica que pretenden identificar y entender la historia, demografia y
la evolucién de poblaciones modernas. Por ejemplo, en seres humanos, los movimientos
poblacionales pasados y las interrelaciones entre poblaciones se pueden inferir a través de
marcadores genéticos especificos (Sans, et al., 1997; Callegari-Jacques, et al., 2003).
Aplicaciones de la ecologia molecular en el estudio de poblaciones naturales de
murciélagos

Los murciélagos son modelos utiles en el campo de la biologia evolutiva debido a su
gran capacidad de dispersion a través del vuelo, que se relaciona frecuentemente con una
estructura poblacional baja y elevados niveles de flujo genético interpoblacional (Miller-
Butterworth, et al., 2003; Moreira y Morielle-Versute, 2006). Usualmente, las poblaciones de

mamiferos con subestructura poblacional fuerte estan separadas por barreras no
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transgredibles o pertenecen a especies terrestres con habilidades de dispersion bajas o

nulas (Miller-Butterworth, et al., 2003).

El grado de diferenciacion genética puede ser el resultado de factores historicos,
evolutivos y ecoldgicos, por lo tanto, es importante para entender como se distribuye la
diversidad en las poblaciones de mamiferos. Las diferencias entre especies
filogenéticamente relacionadas normalmente se han interpretado como resultado de

capacidades diferenciales de vagilidad y de flujo génico (Moreira y Morielle-Versute, 2006).

Importancia ecoldgica y relevancia de la conservacion de murciélagos del género
Leptonycteris

Las adaptaciones ecologicas de los murciélagos nectarivoros, pueden hacerlos mas
susceptibles a la extincién, en comparacién con otros quirépteros neotropicales, ya que en
general, los grupos mas especializados tienden a ser mas vulnerables que los generalistas
(Arita y Santos del Prado, 1999). Los habitos de percha gregarios los hacen mucho mas
vulnerables a los disturbios humanos en los refugios (Ceballos, et al., 1997), aunado a esto,
el comportamiento migratorio los hace mas sensibles aln, porque los hace dependientes de
los recursos y a las condiciones ambientales a lo largo de las rutas de migracion. Por
ejemplo, los disturbios que pudieran reducir las poblaciones de plantas de las que se
alimentan tendrian consecuencias severas en la conectividad de las poblaciones (Ceballos,

et al., 1997; Arita y Santos del Prado, 1999).

Al considerar la importancia ecologica de éstas especies como polinizadoras de
varias especies de plantas, es evidente que el descenso en las poblaciones de murciélagos
provocaria efectos negativos en la eficiencia reproductiva de tales plantas (Stoner, et al.,
2003).

Entre las estrategias sugeridas la conservacion de estas especies, se encuentran la

identificacion, proteccion y monitoreo continuo de los refugios de maternidad en el sureste
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de Estados Unidos, asi como en los refugios clave de las colonias residentes del tropico que
proveen de sitios de apareamiento y de los animales que migran (sitios de refugio dentro
de corredores bioldgicos; Fleming, et al., 1993; Ceballos, et al., 1997, 1998; Stoner, et al.,

2003).

Uso de marcadores moleculares en la cuantificacién de la variacién genética

Para cuantificar la variacion genética en una poblacién, la fraccion de los loci que son
polimérficos o la riqueza y las frecuencias alélicas presentes, es necesario contar tanto con
loci monomorficos (invariantes) como polimdorficos en una muestra aleatoria de los alelos de
una poblacion. Los caracteres fenotipicos ordinarios no pueden proporcionar esa
informacién, porque no es posible determinar el nimero de genes que contribuyen para
construir rasgos fenotipicos (Hartl, 2000). Por eso, es necesario utilizar biomoléculas
conocidas como marcadores moleculares, que pueden ser proteinas (que son la expresion
de los genes) o fragmentos de DNA, para detectar la presencia de caracteres relacionados

con los rasgos hereditarios (Futuyma, 1998; Selkoe y Toonen, 2006; Garcia-Davila, 2007).

El estudio de la diversidad y de la estructura genética de las poblaciones

Dentro de la teoria de la genética de poblaciones (que estudia los patrones y las
causas de la diversidad genética en las poblaciones), existen una gran variedad de métodos
que estiman la diferenciacién y la estructura genética, en su mayoria descomponen la va-

riacion genética en diferentes factores (Pifiero, et al., 2008).

La estructura genética refleja el nimero de alelos compartidos y exclusivos dentro y
entre poblaciones y que puede homogeneizar las frecuencias alélicas entre ellas, en funcién
del flujo génico o que pueden diferenciarse por los efectos relativos de la seleccién y de la
deriva génica. El flujo alto de genes descarta una adaptacion local y por lo tanto también

impide los procesos de especiacion (Dominguez-Olmedo, 2009).
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Las distintas medidas de estructura genética estan relacionadas entre si y se basan
en analizar las diferencias en las frecuencias alélicas. Las pruebas méas sencillas
simplemente las comparan. Otros métodos, se basan en estimar la proporcién de la
variacion genética que se encuentra dentro y entre las poblaciones, tal es el caso de los
estadisticos “F” (indices de fijacion), que se dividen en tres niveles: Fis, Fir Y Fst, propuestos

originalmente por Wrigth en 1951 (Wrigth, 1951,1965; Nei 1977).

Los estadisticos F son coeficientes de correlacion que se usan para partir la variacion
genética de una poblacion subdividida. Son coeficientes de correlacion que localizan la
variabilidad a diferentes niveles: entre poblaciones totales (T), subpoblaciones (S) e

individuos ().

Los estadisticos Fis y Fr son medidas de la desviacién de las proporciones
esperadas bajo el equilibrio Hardy-Weinberg dentro de las subpoblaciones y dentro de la
poblacion total respectivamente, donde los valores positivos indican deficiencia de

heterocigotos y los negativos, el exceso (Meirmans y Hedrick, 2011).

Particularmente, el estadistico Fis describe el nivel de endogamia o apareamiento
entre individuos con relaciones cercanas, los valores para este indice van de -1 a 1, donde
los valores aproximados a -1 indicarian niveles importantes de exogamia con
superabundancia de heterocigotos, los valores cercanos a 0 muestran una poblacién

panmictica y los cercanos a 1, altas tasas de endogamia.

Fir es un coeficiente de endogamia en poblaciones subdivididas, puede interpretarse
como el total de individuos heterocigotos en el Equilibrio Hardy-Weinberg, comparando
entre Fis y Fst, s decir, representa un balance entre deriva y flujo génico de los individuos
dentro y entre poblaciones. Este pardmetro toma valores entre -1 y 1, donde los valores

negativos indicarian deriva genética y los positivos, flujo genético.

Finalmente, Fst es la proporcién de la desviacion del equilibrio contenida dentro de

las poblaciones y representa una medida de diferenciaciébn entre poblaciones. Este
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parametro toma valores de 0 a 1, en el que los valores cercanos a 0 indican la similitud total
(que es posible interpretar como la presencia de flujo genético elevado) y los valores
cercanos a 1, la diferenciacién total como resultado de la fijacién de alelos distintos en cada

poblacion debidos a la deriva génica (Alvarez , 2006; Meirmans y Hedrick, 2011).

Si bien, los estadisticos F han sido ampliamente utilizados, se han detectado
limitaciones, tal es el caso del Fsyr original, que fuera descrito Gnicamente para un locus y
dos alelos. Por lo que posteriormente se han propuesto modificaciones que se ajustan a
requerimientos mas especializados y que han derivado en medidas comparables que en
general, se basan en frecuencias alélicas y proporciones de heterocigotos por lo que

también pueden tomar valores entre 0 y 1 (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Medidas derivadas de Fsr, principales pardmetros propuestos para mejorar las
aproximaciones en la cuantificacion de la diferenciacion genética.

Pardmetro Autor Caracteristicas
Se basa en proporciones alélicas y de
Fst (original) Wrigth, 1951 heterocigdticas. Sélo evalla sistemas de un locus

con dos alelos
Definicion ampliada para incluir un nUmero ilimitado
Gsr Nei, 1973 de alelos y de loci, en términos de comparacion de
heterocigosis.
Particion de la varianza, por lo que se supone que
Theta @ (Coeficiente | Weir & Cockerham, | estd  menos sesgado a las  proporciones
de coancestria) 1984 heterocigéticas, permite manejar diferencias en el
nUumero de individuos entre loci y entre poblaciones
El Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) estima
FST con menos requerimientos estadisticos por lo que
estd  menos sesgado a las  proporciones
Excoffier, 2006 heterocigdticas. Permite estimaciones a varios niveles
(dentro y entre poblaciones). Especificamente
recomendado para datos de  marcadores
moleculares
Estimacién basada en sumas de diferencias al
cuadrado. Corregido para seguir el modelo de
Rst Slatkin, 1995 mutacién de sitios infinitos (step-wise mutation model;
recomendado para datos de  marcadores
codominantes, como microsatélites)
Estimacién corregida para datos obtenidos a partir

Fst (obtenido por
AMOVA)

Lynch y Crease,

Nst 1990 de secuencias. Basada en la tasa de sustitucion
molecular.
D Estimacién basada en nUmero de alelos efectivos por
“Diferenciacion Jost, 2008 poblaciéon. Tiene comportamiento lineal que cumple
_genéticu verdadera” con el principio de duplicacién y replicacion.
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Estudios de genética de poblaciones en especies voladoras y migratorias, como
murciélagos y aves, han mostrado tradicionalmente estructuras minimas de poblacién

caracterizadas por altos niveles de flujo génico (Miller-Butterworth, et al., 2003).

La estimacién del flujo génico

El flujo génico se refiere a aquellos mecanismos que participan en el transporte de
genes de una poblacion a otra, tales como el movimiento de gametos, semillas, individuos
jévenes y adultos, y eventos ecolégicos como extincion y recolonizacién de poblaciones
completas. Generalmente, los niveles de flujo génico son altos en la mayoria de las
especies, actuando como una fuerza integradora que permite que todas las poblaciones
evolucionen de manera conjunta, si por el contrario, los niveles de flujo génico son bajos,
las poblaciones empezaran a divergir, contribuyendo al aislamiento reproductivo y la

formacion de linajes evolutivos independientes (Aguirre, 2007).

Es posible realizar estimaciones del flujo génico por medio de tres tipos de métodos,

cuya eleccion dependera de los objetivos de cada caso de estudio en particular:
DIRECTOS.- por medio de observaciones y experimentos que midan el grado de
dispersion de gametos o individuos como captura y recaptura de individuos marcados,
y como andlisis de parentesco. Este tipo de métodos detectan el flujo génico en una

escala ecoldgica fina.

INDIRECTOS.- se basan en técnicas moleculares, observan la distribucién espacial
de alelos en las poblaciones para inferir los niveles y patrones del flujo, bajo dos
modelos: 1.- que los organismos estan formando poblaciones discretas (modelo de
islas) que se diferencian por mutacion y deriva génica, o 2.- que forman poblaciones
con una distribucion continua (modelos de aislamiento por distancia) donde la
probabilidad de flujo génico disminuye al incrementarse la distancia espacial. Estos

métodos tienen la ventaja de incorporar los efectos de todos los componentes

Ramos-Frias, J. 2013 10




Genética historica del género Leptonycteris

historicos de dispersién y generar un promedio de la variacién en la dispersion a

través del tiempo, y por lo tanto, reflejar el flujo génico historico.

GENEALOGICOS.- que consiste en trazar genealogias entre haplotipos o alelos para
reconstruir los procesos evolutivos con los principios de coalescencia hasta hallar un

ancestro comun.

Inferencia de la dinamica del flujo genético

La teoria de las metapoblaciones fue propuesta en la década de los 70°s, por
Richard Levine. Una metapoblaciéon consiste en una poblacibn compuesta por varias
poblaciones locales (subpoblaciones o “demes”; Futuyma, 1998). Segun esta definicién,
tales subpoblaciones pueden tener distintos grados de diferenciacion genética local, que
estaran condicionados por la cantidad de migrantes intercambiados y el éxito reproductivo
de los mismos. Asi, el flujo genético influencia fuertemente la escala espacial en la cual la

diferenciacion genética puede observarse (Hansi, 2001).

La estructura genética y la distribucién de la variabilidad de una poblacion dependen
de distintos factores tales como el numero de fundadores, la probabilidad de que exista un
origen comun y del tipo de estructura (Futuyma, 1998).

En el caso de los grupos jerarquicos de las poblaciones en el paisaje, Tero y
colaboradores (2003) propusieron cinco hipétesis, relacionadas con los patrones de
migracion que determinarian el origen, distribucion y estructura de la variabilidad genética,
basandose en los modelos “basicos” de Levine (Hansi, 2001) y el modelo de Stepping-stone
de Kimura (1953). Estos modelos proveen diferentes hipétesis susceptibles de probarse
acerca de la distribucion de la variacion genética dentro y entre subpoblaciones

En los tres primeros, las subpoblaciones son aparentemente permanentes mientras

que en los ultimos dos, las poblaciones pueden ser temporales (Figura 1):
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Figura 1.- Representacion esquematica de los cinco tipos posibles de estructura de
poblacién y migracién entre subpoblaciones (Tomado y modificado de Tero, et al., 2003).

1.- Las subpoblaciones forman una sola unidad panmictica. El flujo génico se
distribuye libremente a través de una poblacién genéticamente uniforme (no hay estructura
genética), a pesar de la aparente estructura poblacional que pudiera observarse.

2.- Las subpoblaciones representan fragmentos de una poblacion continua sin
migracién actual entre las poblaciones. El flujo genético es nulo y las fracciones estarian
completamente diferenciadas.

3.- El modelo clasico de Stteping-stone: la migracidon solamente ocurre entre
poblaciones adyacentes temporalmente persistentes. En este caso, la diferenciacion
genética depende directamente de la distancia geogréafica que guardan las poblaciones,
donde la cantidad de flujo génico disminuye progresivamente. Ademas, la cantidad de la
variacion genética en las subpoblaciones esta también determinada por el equilibrio entre
mutacion y deriva génica.

4.- Las subpoblaciones forman una metapoblacion tipo fuente-resumidero. Bajo esta
hipotesis, las subpoblaciones mas grandes, diversas y permanentes (poblaciones fuente)
son exportadoras de migrantes hacia subpoblaciones menores (poblaciones resumidero).
Las subpoblaciones resumidero pueden extinguirse si la migracién desde las poblaciones

fuente se detiene o se dificulta. Las poblaciones fuente exhibirian mayores parametros
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demograficos y de diversidad genética, mientras que la estructura de las poblaciones seria
determinada por la migracion de las “fuentes” hacia los “resumideros”.

5.- Todas las subpoblaciones son efimeras y las fuentes de individuos migrantes
pueden ser mas diversas. En este caso, la distribucién de la diversidad y la estructura estan
determinadas por factores multiples, posiblemente sin mostrar patrones claros.

La informacion genética aporta evidencias acerca de cudles fuerzas evolutivas
moldean la estructura de las poblaciones, lo que permite hacer inferencias acerca de cémo
han interactuado a través de la historia de las subpoblaciones y de la cantidad de flujo
génico que ha ocurrido entre ellas (Tero, et al., 2003).

La pérdida de heterocigosidad por deriva genética en las subpoblaciones bajo el
modelo de Stepping-stone, esta relacionada inversamente con el tamafio efectivo de las
subpoblaciones, asi podrian encontrarse asociaciones significativas entre el tamafio de la
subpoblaciones y la cantidad de la diversidad genética (Futuyma, 1998).

El modelo de fuente resumidero y el de Stepping-stone predicen diferencias
significativas en la diversidad genética dentro de las poblaciones. En el modelo de fuente-
resumidero, la heterocigosidad dentro de la poblacion resumidero podria estar muy
reducida, ya que la variacion genética sélo puede mantenerse a través del flujo continuo de
genes. También se sugiere que la existencia de cuellos de botella poblacionales recientes y
la extincibn o reemplazo de algunas poblaciones resumidero son factores que pueden
incrementar el desequilibrio de ligamiento entre loci, de manera considerable dentro de la
poblacion completa (Tero, et al., 2003).

En una adaptacion posterior al modelo de Stteping-stone, es posible predecir que los
parametros de diversidad genética esperada seran mayores cerca del centro del habitat, en

comparacion con los bordes de la distribucion (Gaggiotti y Smouse, 1996).

Inferenciay representacion grafica de las relaciones genealégicas
La asignacion del parentesco por medio de analisis moleculares es necesaria cuando

es imposible identificarlo por la via etolégica. El uso de marcadores genéticos moleculares
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puede proveer informacion sobre los sistemas de apareamiento, patrones de cortejo,
seleccién sexual, organizacion social y grado de adecuacién en los individuos (Goodnight y

Queller, 1999; Ortega et al., 2002).

La cuantificacion e identificacion del parentesco aporta informacion directa sobre el
esfuerzo reproductivo, transmision de atributos fenotipicos heredables y puede combinarse
con informacidon demografica y conductual para generar un enfoque méas general que
permita disefiar estrategias de manejo para su aplicacion en la biologia de la conservacién
(Golubov y Ortega, 2007).

Las relaciones genealdgicas se pueden determinar a partir del patréon de alelos que
son heredados a la progenie. Dependiendo del uso de diversos marcadores moleculares, se
identifican y comparan similitudes y diferencias en los caracteres evaluados (que pueden ser
genotipos, haplotipos o nucleétidos; Golubov y Ortega, 2007) por lo tanto la asignacion del
parentesco serd mas robusta mientras un mayor nimero de loci sean evaluados (Goodnight
y Queller, 1999).

El parentesco conlleva la ramificacion evolutiva de los linajes a través de las
generaciones y puede representarse de manera esquematica en forma de red. Una red es
una representacion grafica que contiene uno o mas ciclos, es decir un conjunto de nodos
entre los cuales es posible trazar una linea secuencial que los una sin cruzar cada uno mas
de una vez. En otras palabras, una red es un esquema en el que para al menos un par de
nodos, existe mas de una via que los una (Martinez-Castilla, 2007).

De esta manera, la construccion de redes como herramienta gréafica para entender la
relacion entre la estructura poblacional, la distribucion geografica y la historia evolutiva de
las poblaciones es fundamental, porque facilitan una interpretacion clara y al mismo tiempo
permiten la realizacién de andlisis posteriores (Hernandez-Bafios, 2007).

Los métodos mas frecuentes para la construccion de las redes son (Martinez

Castilla, 2007):
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. METODOS DE DISTANCIA.- Comparan proporciones de las identidades
observadas entre los nodos terminales, se considera que tales identidades son
consecuencia de mutaciones multiples. Las comparaciones se llevan a cabo por
pares, de acuerdo a criterios preestablecidos y se eliminan los datos diferenciales
(incluyen los algoritmos neighbor joinig, cuadrados minimos, evoluciébn minima y
agrupamiento por pares no ponderados con media aritmética-UPGMA).

. METODOS DE PARSIMONIA.- Buscan la topologia que optimice la

distribucion de los patrones observados para cada caracter. De esta forma, se busca

disminuir al minimo el nimero de pasos evolutivos requeridos para explicar un
conjunto de datos.

. METODOS DE MAXIMA VEROSIMILITUD.- Buscan escoger la topologia
que maximice la probabilidad de observar los datos. Considera el ajuste entre un
modelo evolutivo, los datos y cada uno de las topologias posibles.

. METODOS DE INFERENCIA BAYESIANA.- Se basa en “la probabilidad
posterior” de cada topologia probable, es decir, cual es la probabilidad de que tales
arreglos sean ciertos, bajo una probabilidad previa.

Una vez que se han obtenido las redes de las diferentes poblaciones, pueden
utilizarse para conocer las relaciones evolutivas, frecuencias y la distribucién espacial de los
caracteres (Templeton, et al., 1992).

Cuando el tamafio de muestra lo permite, se pueden inferir aspectos de la historia
reciente de las poblaciones al llevar a cabo analisis basados en la teoria de coalescencia,
gue proporciona métodos para determinar eventos en el pasado de las poblaciones (como
cambios demograficos, por ejemplo) e inferir el momento en el que ocurrieron (Hernandez-

Bafios, 2007).

La representacion de las relaciones genealdgicas a través de redes en lugar de los
métodos filogenéticos tradicionales tiene la ventaja de tomar en cuenta muchas

caracteristicas asociadas con la evolucion intraespecifica de los genes, incluyendo la
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presencia de haplotipos ancestrales, la existencia de haplotipos descendientes multiples y
ocasionalmente, los bajos niveles de variacion (en el caso de marcadores haploides;

Shiang-Fan, et al., 2006).

JUSTIFICACION

Analizar los patrones de diversidad genética interpoblacional en murciélagos, puede
proporcionar informacién valiosa sobre los procesos evolutivos historicos y actuales que
afectan a una especie. Se considera que los murciélagos del género Leptonycteris son
especies clave en los ecosistemas aridos y vectores del flujo genético entre las plantas, al
ser polinizadores altamente eficientes y dispersores de semillas, mantienen la conectividad
de los ecosistemas. Por este motivo, la valoracion de la diversidad genética y de su
distribucion, aunado a la cuantificacion y direccionamiento del flujo genético que guardan las
poblaciones (parametros que se desconocian hasta este momento en una escala local), son
de fundamental importancia para comprender los procesos ecoldgicos, histéricos y
evolutivos que los determinan. Lo anterior permitird conocer la forma en cémo el parentesco

estructura las poblaciones.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar las relaciones genéticas de parentesco en cinco poblaciones de murciélagos
del género Leptonycteris (Leptonycteris yerbabuenae y Leptonycteris nivalis), para dilucidar
procesos microevolutivos histéricos, asociados esencialmente al flujo genético dentro y entre

poblaciones, usando marcadores moleculares altamente polimorficos (microsatélites).

Objetivos particulares:

e Medir y comparar los pardmetros de diversidad genética y de riqueza alélica en dos

poblaciones de L. nivalis en el estado de Hidalgo y tres poblaciones de L. yerbabuenae
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en el centro de México, usando cuatro loci de microsatélites, para verificar los parametros
microevolutivos de ambas especies.

e Determinar los patrones de estructura y flujo genético entre las poblaciones
seleccionadas, para inferir la dinamica del flujo genético dentro y entre las mismas, en
ambas especies.

e Medir la distancia genética y compararla con la distancia geografica entre las
poblaciones analizadas, por medio de una prueba de Mantel, para determinar si existe un
modelo genético de aislamiento por distancia.

e Conocer las relaciones de parentesco por medio de la construccion de redes de
haplotipos, con el fin de elucidar los probables eventos histéricos y recientes que han

condicionado el patrén genético contemporaneo en ambas especies analizadas.

Hipotesis de trabajo:

Si la cercania geografica determina el flujo génico entre poblaciones, entonces se
espera que el flujo sea mayor entre poblaciones préximas y que los niveles de diferenciaciéon
sean menores, por el contrario, la mayor diferenciacién ocurriria entre poblaciones remotas,

como resultado del flujo genético restringido.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Areas de Estudio

Fueron seleccionados cinco sitios en el centro de México (Figura 2), donde se ha
registrado la presencia de colonias de estas especies. Los dos primeros corresponden a la
especie L. nivalis. El primero, es un refugio estacional de maternidad de la especie (Tuneles

de Ahuacatitla), y el segundo es un sitio de alimentacion, también estacional.
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Figura 2 .- Ubicacién de las cinco localidades de colecta.

Los ultimos tres, corresponden a la especie L. yerbabuenae. Dos de ellos presentan
colonias permanentes (el tercero, la Cueva del Guano y el cuarto, la Cueva del Obispo), con
fluctuaciones a lo largo del afio. Finalmente, el quinto punto es una poblacion estacional
(Gruta de Xoxafi).

Los sitios de muestreo se encuentran ubicados dentro de las zonas prioritarias
principales propuestas como importantes para la conservacion de murciélagos glosofaginos
(zona I.- Sierra Madre Occidental y zona Ill.- Sierra Madre del Sur; Arita y Santos del Prado,

1999; Stoner, et al., 2003).

1.- Tdneles de Ahuacatitla

PARQUE ECOTURISTICO AHUACATITLA, HUASCA DE OCAMPO, HGO (Figuras
2, 3).- Sitio ubicado a 2.3 km al noroeste de la comunidad de Santa Maria Regla (20°15

52.91"°N y 98°32°55.68"”"W, 2405 msnm). Este sitio es el menos estudiado, la colonia se
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ubica en un tanel que fue construido para conducir agua a través de una red que alimentaba
una planta hidroeléctrica, ahora en desuso. Tales instalaciones han sido remodeladas para
proporcionar servicios ecoturisticos.

La localidad se ubica en una pequefia barranca al limite sur oriental de la Reserva
de la Biosfera Barranca de Metztitlan (RBBM). Presenta clima de tipo semiseco templado
(Bsk) con régimen de lluvias de verano. Como producto de la topografia, la vegetacion es
mixta. Se compone de un bosque de galeria en la parte mas baja, aledafa al rio; bosque
tropical caducifolio (Juarez-Castillo, 2006), selva mediana y matorral xerdéfilo en las laderas
con vegetacion introducida en las proximidades de las instalaciones de servicios.

Este sitio provee refugio temporal a la Unica colonia de maternidad de L. nivalis
conocida en México (Rojas-Martinez Com. Pers.). La colonia se forma aproximadamente a
mediados de marzo cuando arriban las hembras antes de parir, la mayor parte de
nacimientos ocurre entre mayo-julio y se desintegra a mediados de agosto cuando las
Ultimas crias son destetadas. El tinel mide 4.5 m de alto por 1.75 de ancho y es una
ramificaciébn accesoria que conduce agua desde la presa de Santa Maria Regla. La
temperatura interior oscila alrededor de los 16-19°C dependiendo de las condiciones
meteoroldgicas externas, la hora del dia y la cantidad de murciélagos. Cuenta con una
entrada principal y un boquete producto del colapso parcial del tanel en el otro extremo. La
colonia suele ocupar un tramo de 79 m de largo en el tunel principal y 32 m adicionales en
una ramificacién. El tamafio de la poblacion es variable, segun célculos preliminares, hechos
a partir de fotografias, podrian existir mas de 10,000 individuos en el punto maximo de

ocupacion (Bolafos-Garcia, 2013 Com.Pers.).
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Figura 3.- Zona donde se ubica la barranca de Ahuacadititia.

2.- Parque Ecoldgico Cubitos

PACHUCA, HGO (Figuras 2, 4).- Sitio ubicado al sureste de la ciudad, entre los
municipios de Pachuca y Mineral de la Reforma colindando en todas direcciones con areas
urbanas altamente pobladas (20°06" 33N y 98°45°00"O, la altitud varia de los 2,245 a los
2,495 msnm).

Este sitio, es un area natural protegida de categoria estatal que cuenta con 90.4 ha,
de extension y se halla completamente inmersa en la ciudad. El parque contiene
edificaciones que albergan oficinas gubernamentales, areas verdes recreativas y con fines
de educacién ambiental y finalmente, una zona de reserva ecoldgica con mediano grado de
perturbacion que protege un matorral xerofilo. El uso del suelo en el Parque es forestal y en
la zona de influencia es urbano y forestal. Este lugar presenta problematica ambiental
relacionada con la perturbacién e involucra aspectos como: erosion de suelos, residuos
solidos, presion demografica e invasion por fauna nociva.

La localidad presenta clima templado-frio con lluvias en verano (Bw), la vegetacion
es mixta como resultado de las diferentes estrategias de reforestacion que se han
implementado de acuerdo con los periodos de administracion y va del matorral xerdfilo y
rosetofilo con diferentes grados de perturbacion, hasta el pastizal inducido. Los parches con
vegetacion original incluyen Agave lechuguilla, Mamillaria magnimama, Yucca filifera,
Opuntia streptacantha, Dalea verisicolor, Zaluzamia augusta y Mimosa biuncifera, entre

otras plantas. La vegetacion introducida es un mosaico complejo que incluye un bosquete de
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coniferas (Pinus sp., Cupressus sp.), y diferentes plantas sembradas con fines de
recreacion: yucas (Yucca filifera), nopales (Opuntia spp) y diferentes especies de cactaceas
y agaves procedentes de diversas regiones del centro de México sembradas como parte de
la coleccién del “Jardin Botanico Ollintépetl”. Tales condiciones proveen de recursos
alimenticios (florales) para diversas especies de murciélagos nectarivoras, por lo tanto, la
cantidad de murciélagos visitantes es muy variable y depende de la cantidad de recursos

disponibles dentro y fuera del parque (Milo, 2008; Tirado, 2009).

Figura 4.-Jardin botanico “Ollintépetl” del parque Ecolégico Cubitos (Pachuca).

3.-Cueva del Guano

SAN PABLO TETLAPAYAC, METZTITLAN, HIDALGO. RESERVA DE LA
BIOSFERA “BARRANCA DE METZTITLAN” (RBBM, Figuras 2, 5).-La cueva se encuentra
al noroeste de la Reserva, en las cercanias de la comunidad de San Pablo Tetlapayac
(20°37°32.62"N y 98°54°39.33"W, 1,041 msnm) enclavada en la base de la ladera oriental
al fondo de una cafada, por donde corre un rio permanente, afluente del Rio Amajac-

Teconco.
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Cuenta con una entrada Unica, de forma triangular de tres m por lado, que permite el
acceso a un tanel irregular de 30 m de largo (aungue no ha sido explorado en su totalidad) y
aproximada mente 4 m de alto, con una inclinacion de cerca de 45° en la entrada y que baja
cerca de 15 m del nivel de la misma. El tanel concluye en una camara de aproximadamente
15 m de altura donde se refugian la mayor parte de los individuos de la colonia (Escorcia,
2008).

La localidad presenta clima predominantemente seco semicélido, (BSOhw) con
régimen de lluvias en verano. La precipitacion media anual es de 437.1 mm, y la
temperatura anual fluctia de 16 a 23°C con un promedio de 20.2°C (INEGI, 1995; CONANP,
2003), estas condiciones favorecen la presencia de un bosque tropical caducifolio con
predominancia de Isolatocereus dumortieri, Pachycereus weberi, Prosopis laevigata y
Bursera morelensis (Juarez-Castillo, 2006) que contrasta con el bosque de galeria,
mezclado con tierras de cultivo, huertos frutales y vegetacion arbérea tropical inducida de
Musa sp. y Mangifera sp, etc. La cueva alberga una poblacibn permanente de L.
yerbabuenae, que presenta fluctuaciones anuales importantes, variando desde 48,023
individuos en julio, hasta 7304 en marzo, ademas de proporcionar refugio a cinco especies

adicionales de murciélagos insectivoros (Escorcia, 2008).
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Ramos-Frias, J. . 2010

Figura 5.- Paisaje que rodea a la cueva del guano.

4.-Cueva del Obispo

SAN JUAN NOCHIXTLAN, SANTIAGO CHAZUMBA, OAXACA. RESERVA DE LA
BIOSFERA “TEHUACAN-CUICATLAN” (RBTC; Figurass 2, 6).- Este refugio se localiza al
norte de la reserva, a dos kilbmetros y medio al noroeste de la comunidad de San Juan
Nochixtlan (18° 00" 5.94" N y 97°30°7.95”W, 1,890 msnm), sobre una ladera erosionada
por arroyos temporales.

Cuenta con una entrada principal y por lo menos otra accesoria de 8 m de largo y 6
de alto, en forma de cruz que desemboca en una camara de 15 m de alto y abre el acceso a
dos tuneles, de los cuales el primero es de 2 m de ancho, 15 de altura y 50 de largo, sirve
de refugio permanente para L. yerbabuenae (Rojas—Martinez, 2001). El segundo sigue por
un tiro vertical de 8 m, que baja hasta un tanel irregular de 8 m de ancho por 70 de longitud,
cuya parte mas distante es ocupada sélo cuando la colonia es muy numerosa (Angeles,

2008).
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Figura 6.- La Cueva del Obispo se ubica en la pared de una ladera formada por la erosion
de un arroyo temporal.

La localidad presenta en general, un clima semicélido sub-himedo (AcW), con
régimen de lluvias en verano. La precipitacion media anual es de 680 mm y la temperatura
anual fluctia de 17 a 23°C con un promedio de 19.8°C (INEGI, 2004), que favorecen el
establecimiento de vegetacién tipo matorral xeréfilo y selva baja caducifolia. Es importante
mencionar que por su diversidad, particularmente de cactaceas columnares y su alto grado
de endemismos, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan es considerado como el centro de
diversidad biol6gica de las cactaceas en México, por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN; CONANP, 2003).

La Cueva del Obispo alberga una poblacion permanente, que oscila entre 22,128
animales en marzo y 1,719 en mayo (Angeles, 2008), pero se supone mucho mayor (Rojas-

Martinez, 2009,com. pers).
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5.-Gruta de Xoxafi

EL PALMAR, SANTIAGO DE ANAYA, HIDALGO (Figuras 2, 7).- Esta ubicado en el
Valle del Mezquital, a 1.5 km de la comunidad de EI Palmar (20° 2317" N y
99°01°37.62""W, 2,022 msnm). La gruta es un boquete circular en la cima de una pequefa
loma, convertido actualmente en un centro ecoturistico.

La abertura de la entrada principal es vertical y abre paso a varios tineles y cAmaras,
de los cuales sdlo uno es ocupado por murciélagos de la especie L. yerbabuenae durante
su permanencia en el sitio; los tuneles restantes son utilizados para las actividades
ecoturisticas. La parte donde se realiz6 el muestreo es una béveda de cerca de ocho metros
de largo y seis de ancho, con una entrada reducida (de dos metros de diametro) que
conduce al fondo, a 13 m aproximadamente de la entrada hacia una camara accesoria con
una entrada triangular de 1.20 m y luego a un sistema de camaras mas pequefas de dos a

tres metros de altura, que son los principales sitios de percha.

Figura 7.-Paisaje que se observa alrededor de las Grutas de Xoxafi.
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La localidad presenta clima semiseco templado (BSk) con régimen de lluvias en
verano. La precipitacién media anual es de 234.3 mm y la temperatura puede variar de 11 a
19°C con promedio anual de 16.58°C (INEGI, 2000). La vegetacion es de matorral desértico
calcicola, con vegetacién micréfila de Agave spp., Acacia spp Bouvardia ternifolia, Condalia
mexicana, Decatropis bicolor, Flourensia resinosa, Fraxinus greggii y Salvia regia, entre
otros- En el lugar son comunes Myrtillocactus geometrizans, Opuntia streptacantha y
Prosopis juliflora (Villalpando, 2006; Vizcaino, 2006).

Se calcula que la poblacion alberga a una colonia importante que presenta
fluctuaciones sobresalientes aun en los pocos meses que la ocupan: de 17,142 en mayo a

6,171 en junio del mismo afio (Villalpando, 2006).

El género Leptonycteris

El género Leptonycteris agrupa murciélagos nectarivoro-palin6fagos de tamafo
grande (en comparacion con el resto de los glosofaginos) con una longitud del antebrazo
>48mm), el uropatagio esta reducido y ligeramente cubierto con pelaje (Medellin, et al.,
2007). Debido a sus habitos alimenticios, estos murciélagos son de fundamental
importancia en el mantenimiento y conservacion de los ecosistemas semisecos, ya que
actian como polinizadores y dispersores de semillas de las plantas con las que se
alimentan, algunas de las cuales son incluso de importancia econémica (Arita y Santos del
Prado, 1999; Arita, 1991; Arita, 2005a, 2005b; Gutiérrez—Pardo, 2008; Stoner, et al., 2003;

Cuadro 2).
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Cuadro 2.- Cuadro comparativo de las medidas somaticas generales de las dos especies
de murciélagos del género Leptonycteris en México (Arita 2005a, 2005b).

Caracteristica L. nivalis L. yerbabuenae
Longitud total 76-85 mm 75-85 mm
Cola vertebral 0 mm 0 mm
Longitud de la pata 13-19 mm 12-15 mm
Longitud de la oreja 17-19 mm 14-17 mm
Longitud del antebrazo 53-59 mm 47-56 mm
Peso 18-30 g 15-25¢g
Férmula dentaria 12/2,C1/1, PM2/3, M2/2=30 12/2,C1/1, PM2/3, M2/2=30
Longitud del tercer dedo >100 mm <100 mm

Leptonycteris nivalis (Saussure, 1860)

Esta especie ha sido poco estudiada, por lo que existe poca informacién referente a
su ecologia e historia natural. En parte, por la falta de informacion sobre sus refugios (tanto
permanentes como temporales), sus movimientos, distribucion y por las controversias
historicas sobre su taxonomia. Hasta la revision taxondmica de Arita y Humprey (1988), L.
nivalis fue frecuentemente confundida con L. yerbabuenae, dado su parecido morfolégico y

el hecho de que existan en simpatria en algunas localidades (Anexo |).

Descripcion.-L. nivalis es una especie monotipica. Comparada con L. yerbabuenae,
es mas grande (entre 18 y 30 g), considerandose la especie de mayor talla de la familia
glosofaginae en México (Cuadro 1). Al igual que en otros murciélagos nectarivoros, las
orejas y la hoja nasal son pequefas y el rostro y la lengua son alargados. El color general es
pardo con aspecto mas grisaceo que en Leptonycteris yerbabuenae; ademas el pelaje
dorsal es més largo. La membrana interfemoral del uropatagio esté reducida a una banda
muy angosta cubierta de pelo abundante en el borde. La cola est4d formada por tres
vertebras diminutas que no se aprecian externamente (Pfrimmer y Wilkins,1988; Arita y

Humprey,1988; Arita, 2005b; Figura 8a; Anexo I).
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Figura 8.- Leptonycteris nivalis. a) Ejemplar hembra capturado en el Parque Ecolégico
Cubitos. Fotografia Ramos-Frias, J. b) Mapa que muestra la distribuciéon de la especie en
México. Tomado y modificado de Pfrimmer y Wilkins, 1988.

Reproduccion.- Se conoce un refugio de copula para L. nivalis, en la Cueva del
Diablo en Morelos, y la informacion disponible sobre los patrones de reproducciéon estan
basados en observaciones ocasionales. Easterla (1972), menciona la presencia de hembras
lactantes en junio, en la cueva de Monte Emory en el Parque Nacional Big Bend en Texas,
USA. Para julio, la mayoria de las hembras adultas son ya postlactantes y los jévenes estan
cerca de alcanzar la madurez, por lo que se ha sugerido el nacimiento de las crias ocurre

en México entre abril y junio, antes de que la colonia arribe a la cueva del Monte Emory.

Ecologia.- L. nivalis usualmente habita cavernas profundas aunque también puede
ser encontrado en minas, arboles huecos y edificios abandonados, tales refugios son
habitualmente frios. El tamafio de la colonia puede llegar a ser muy grande (superando los
10,000 individuos) e inestable. Se conoce que los machos adultos son segregados
geograficamente por las hembras en el verano y cuando no ocupan la parte norte de su area
de distribucion. Es probable que esta especie lleve a cabo migraciones largas para asegurar
el suministro de recursos alimentarios que necesita. Se ha observado que en el verano,
Leptonycteris nivalis ocurre en elevaciones altas del parque nacional Big Bend (el unico
refugio grande y semi permanente conocido para la especie, en Texas, USA) y en algunas

pocas localidades incidentales del norte de México. Por lo tanto, es probable que en el
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invierno migre hacia el sur de México, a lugares tan lejos como Jalisco y Morelos (Easterla,

1972; Pfrimmer y Wilkins, 1988).

Distribucién: es una especie practicamente endémica de México, pues sblo se
encuentra en dos regiones pequefias del sur de Estados Unidos en la primavera y el verano
(Nuevo México y Texas). Se encuentra principalmente en matorrales xeréfilos, en bosques
de pino-encino y en la transicion entre este ultimo tipo de vegetacion y el bosque tropical
caducifolio. La mayoria de las localidades se encuentran entre 1,000 y 2,000 msnm (Arita,
2005b), por lo que frecuentemente habita en zonas mas frias que L. yerbabuenae (Figura
8b).

Status de conservacion.- Se le ha incluido como una especie amenazada en la lista
de especies en peligro de extincion de los Estados Unidos y México. Aparentemente, las
poblaciones han declinado en los ultimos afios, si bien faltan mas estudios para entender su

situacion (SEMARNAT, 2010).

Leptonycteris yerbabuenae (Martinez y Villa-Ramirez, 1940)

Descripciéon: Es una especie monotipica, de tamafio mediano (Ceballos, et al.,
1997; Galindo, et al., 2004; Arita, 2005a; Cuadro 1; Figura 9a) la hoja nasal es pequefia y de
forma triangular. El rostro es alargado, las orejas pequefias, el pelaje es corto color pardo

claroy el uropatagio esta reducido, carece de cola (Arita, 1991).

Reproduccion.-Con base en observaciones en el norte de México y el suroeste de
Estados Unidos, se ha sugerido que el patron reproductivo es monoéstrico, estacional y
monotoco. Por lo tanto, la reproduccion ocurre a finales de la primavera y principios del
verano. En el sur de México, el patron de reproducciéon ha sido poco estudiado. Martinez-
Coronel y colaboradores (2004) registraron nacimientos a finales de octubre y principios de

diciembre en la Cueva de los Laguitos, en Chiapas.
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Josefina Ramos-Frias, 2009

Figura 9.-Leptonycteris yerbabuenae. a) Hembra de las Grutas de Xoxafi. b) distribuciéon de
la especie en México. Tomado y modificado de Medellin, 2007.

Otros autores han descrito el patrén reproductivo como poliéstrico bimodal, que
indicaria varios periodos de apareamiento por afio, pero concentrados en dos momentos.
Este patrdn es frecuente en otras especies de filostomidos (Rojas-Martinez, 1995; Escorcia,
2008). Torres y Rojas (2001) demostraron que los machos del Valle de Tehuacan presentan
desarrollo testicular (indicativo de fertilidad) durante la primavera y el verano, e incluso una
actividad moderada en invierno, por lo que consideraron un periodo de reproduccion
continuo, en el que la actividad sexual se presenta todo el afio.

En el caso de las hembras, Ceballos y colaboradores (1997) sefialan la existencia de
dos poblaciones reproductivas: por una parte, las que paren en primavera y forman colonias
de maternidad en el sureste de Arizona y por la otra, las del sur de México que paren entre
diciembre y enero, sin embrago, debido al gasto energético que conlleva la gestacion, se
descarta que las hembras de L. yerbabuenae puedan parir dos veces por afio.

Ecologia.- Leptonycteris yerbabuenae, se ha considerado como una especie
obligadamente migratoria, que por su alta dependencia de los productos florales (néctar y
polen), se desplazaba cada afio en busca de recursos, durante la primavera, desde el
tropico mexicano al suroeste de Estados Unidos, siguiendo un “corredor de néctar” formado
por la fenologia secuencial de la floracion de algunas agavaceas y cactaceas, regresando a
México en el otofio, cuando la abundancia de los recursos florales declina en aquellas

regiones (Cockrum, 1991). La hipotesis de esta migracion latitudinal generalizada, se ha
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visto contrastada por los reportes de la presencia de colonias permanentes en los tropicos,
pero que sufren fluctuaciones anuales importantes (Ceballos, et al., 1997; Stoner, et al.,
2003; Villalpando, 2006; Cornejo, 2007; Angeles, 2008; Escorcia, 2008)

En general, Téllez-Zenteno (2001) propone que las poblaciones se segregan en tres
grupos: el primero que exhibe un flujo de murciélagos entre los habitats de cactaceas
columnares del norte de México y la Cuenca del Balsas, el segundo implicaria un
movimiento latitudinal en direccién norte a sur desplazandose al menos 500 Km entre el
centro de Meéxico, adicional a los movimientos altitudinales y el tercero, que implica
movimiento del centro hacia refugios desconocidos en el bosque tropical caducifolio de
Oaxaca.

Por su parte, Wilkinson y Fleming (1996) proponen la existencia de dos poblaciones
migratorias latitudinales: una, la continental, que seguiria la topografia de la Sierra Madre
Occidental, y la otra, que viajaria a través de la llanura costera del Pacifico y que utilizaria
los “corredores de néctar” producidos por la fenologia de la floracién de agaves y cactaceas
columnares.

En cuanto al ambito hogarefio, se tienen datos que sustentan que L. yerbabuenae
puede volar hasta cinco horas continuas y logra desplazarse hasta 100 km en un sola noche
(Stoner, et al., 2003). Esta especie no presenta dimorfismo sexual (Cole y Wilson, 2006;
Figura 9a, Anexo |).

Distribucién.-La especie encuentra su limite norte desde el sur de Arizona y el
suroeste de Nuevo México (Arita, 1991; Cockrum, 1991; Fleming y Nassar, 2002) y se
extiende hacia el sur hasta llegar al limite en El Salvador y Honduras (Arita y Humprey,
1988). Habita principalmente en bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios, bosques
espinosos, bosques de pino-encino, bosques meséfilos y matorrales xerdfilos. Las
localidades se encuentran desde el nivel del mar hasta los 2,400 metros (Arita, 2005a), pero
la mayoria de los registros, se ubican entre los 300 y los 1,800 msnm (Arita, 1991; Figura

9b).
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Status de conservacion.- Esta especie se encuentra en la lista de especies
amenazadas en México y Estados Unidos, (SEMARNAT, 2001; U.S. Fish and Wildlife
Service, 1997) y estd considerada como vulnerable por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (Hutson, et al., 2001). Diversas fuentes (Howell, 1974;
Howell y Roth, 1981; Shull, 1988; Arita y Santos del Prado, 1999), han sugerido la
declinacion acelerada de las poblaciones de esta especie.

Es posible que debido a su complejidad, la migracion de los murciélagos de la
especie L. yerbabuenae sea considerada como un “fendmeno en peligro” como ha sido
definido en el caso de las mariposas monarcas (Arita y Santos del Prado, 1999). Sin
embargo, otros autores han calificado su inclusién en la lista de especies amenazadas como
prematura y precipitada, tomando como referencia, los registros recientes de poblaciones
abundantes (Quiroz, et al.,1986; Ceballos, et al.,1997; Stoner, et al.,2003; Villalpando, 2006;
Angeles, 2008; Escorcia, 2008;) y argumentando que las fluctuaciones reportadas para
aquéllas colonias e incluso, la total ausencia, puede explicarse por la falta de conocimiento
de los movimientos ciclicos estacionales de la especie dentro de su area de distribucion

(Cockrum y Petryszyn, 1991).

Trabajo de campo

Los especimenes se capturaron mediante la instalacién de redes de niebla, de mayo
de 2008 hasta agosto de 2010. A cada ejemplar capturado se le tomaron los siguientes
datos: longitud del antebrazo, peso y la longitud del tercer dedo (para confirmar la especie;
<100 mm se considera L. yerbabuenae y >100 mm se considera L. nivalis); ademas fue
determinado el sexo, la edad y la condicién reproductiva, segun la metodologia habitual para

el trabajo de ecologia con quirdpteros (Romero-Almaraz, et al., 2006).

Posteriormente, de cada espécimen se tomé una muestra (Figura 10) de tejido,
efectuando un pequefio corte (previa limpieza con etanol 70%) de aproximadamente 4 mm
de largo, del borde exterior de la membrana del uropatagio y aplicando cloruro de

benzalcolnio para evitar una infeccion posterior a la toma de la muestra.
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TRABAJO DE CAMPO

1.- Colecta

TRABAJO DE LABORATORIO
3.- Extraccioén

de DNA (PCR)

4.- Amplificacién

5.- Separacién
(Electroforesis)

6.- Tincién

TRABAJO DE GABINETE
7.- Digitalizacién

8.- Lectura

9.- Integracién de bases de datos
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Figura 10.- Resumen visual de los métodos utilizados.
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Los fragmentos de tejido se colocaron en microtubos de 1.6 ml, con 500 pl de buffer
de digestién (Anexo Il) y se mantuvieron en frio durante su transporte al Laboratorio de
Genética Evolutiva y Ambiental CIB-UAEH, donde fueron almacenadas en refrigeracion
(4°C), hasta la extraccion del DNA (por convencion internacional, IUPAC-1UB,1974; Figura

10).

Trabajo de laboratorio

EXTRACCION DE DNA.-La extraccion del DNA se realiz6 con el método de
solventes organicos y precipitacién etandlica, siguiendo el protocolo de Higuchi (1989) con
modificaciones (Anexo Il; Figura 10), la extraccion fue verificada por electroforesis en gel de

agarosa al 1.4 %.

SELECCION DE MICROSATELITES Y OBTENCION DE PRODUCTOS
AMPLIFICADOS.- Los cuatro microsatélites (Leye 11, Leye 23, Leye 71 y Leye 17), fueron
seleccionados por ser aquéllos que exhibieron la mayor cantidad de alelos segun la cita
original y los que mostraron resultados mejores en la amplificacion cruzada con otras

especies de murciélagos glossofaginos (Ramirez, et al., 2011; Cuadro 3).

Cuadro 3 .-Microsatélites seleccionados (Ramirez, et al., 2011). P=primer, Sec=Secuencia 5°-
3", AR=Arreglo de repeticién, NAR= NUmero alelos reportados, TR=tamaio reportado.

P Sec AR NAR TR

F GCTTGA ACA AAC TGC (GT)» ATIGT)17 GCA
CIG C 2 17
R GCATIG GGC TAT GGA CT(CATT)s 12 235-300
GAC TG
TCA GAT CCTCCC CTT
F TTA GG
LEYE 17 (GT)aGCCT(GT)TGG(GT) 7 200-240
GTA TAG AAA TGG TGG 16

CAC ATG C
CAC AAC TGG AAT CCG

AATGTA G

LEYE 11

LEYE 23 GCA GAC TOA CAG ACA (GT)z 12 200-255

GATTCA CC

CTG TAA AGA CTT GCG
AAC AAG TG
LEYE L71 CAATOG CTC CAC AGE (CAs 7 130-180

ATT CTG
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Tras el proceso de estandarizacion especifica para ambas especies, la amplificacién
de las muestras se llevé a cabo mediante la técnica estandar de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction), con condiciones

modificadas a las que se us6 Ramirez (2011; 2012; Anexo ll).

SEPARACION Y VISUALIZACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS.-
Posteriormente, se verifico la amplificacion por electroforesis en geles verticales de
poliacrilamida al 40%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador
estandar a 302 nm.

La separacion final de los productos de PCR se realizé por electroforesis en geles
verticales de poliacrilamida-urea de alta resolucién (Benbouza, et al., 2006; Anexo Il), que se

visualizaron con tincion estandar de nitrato de plata (Figura 10).

Tras la separacion de los alelos, se llevd a cabo la lectura de los geles,
digitalizandolos con un escaner convencional a por lo menos 600 dpi y determinando el peso
molecular por medio del software GelAnalyzer version 2010a freeware (Lazar, 2010; Figura
10). Fue tomada como base la escala del marcador del peso molecular, que fue incluido
durante el corrimiento del gel y normalizando la migracion de los fragmentos por medio de
una funcién cuadratica. Esta técnica permite evaluar de manera indirecta las diferencias en

el tamafio de los fragmentos amplificados.

Analisis de diversidad y estructura genética

Los parametros de diversidad genética se obtuvieron con base en las frecuencias
alélicas, grado de polimorfismo de los loci y niveles de heterocigosidad (esperada y
observada), que fueron obtenidos con software de genética de poblaciones TFPGA version
1.3 (Miller, 2000) y la paqueteria accesoria de Excel MS TOOLS (Park, 2001) y GenAIEx 6

(Peakall y Smouse, 2006).
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Los pardmetros de estructura genética F, sensu Wrigth (1951) fueron calculados por
medio de las formulas originales, con fines de comparacion:

(Hg — Ho)

Fro=
1S HE

Donde Ho representa la frecuencia de individuos heterocigotos observados en la
poblacion, y He es la frecuencia esperada de individuos heterocigotos.

(Hr — Hp)

F,. =
IT HT

Donde H; representa la frecuencia esperada de individuos heterocigotos en una
poblaciéon con reproduccién panmictica y H,, la frecuencia de los individuos heterocigotos
observados en la poblacion.

(Hr — Hy)

Feor =
ST HS

Donde Hy representa la frecuencia total de individuos heterocigotos en una poblacién
con reproduccion al azar y Hs la frecuencia esperada de individuos heterocigotos en una
poblacion con reproduccién al azar.

Adicionalmente, se obtuvieron parametros modificados de estructura genética Fsr,
Rst y Theta (Wrigth, 1965; Weir & Cockerham, 1984; Slatkin, 1995; Excoffier, 2006),
promediados para todos los loci. El analisis molecular de la varianza (Fst por AMOVA), se
obtuvo con el programa ARLEQUIN versién 3.01 (Excoffier, 2006) por medio del método de
distancia de nimero de alelos diferentes (Fst; p<0.05; 10,100 permutaciones), para obtener
las fuentes de variacion, tanto de los parametros absolutos como los ponderados, para
conocer diferencias dentro y entre grupos.

Se us6 el programa GENEALEX (Peakall, 2006) para calcular los parametros R
equivalentes usando el método de distancia de nimero de alelos diferentes (Rst;p<0.05;
9999 permutaciones) para obtener las fuentes de variacién, tanto de los parametros

absolutos como los ponderados (Slatkin, 1995).
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Estimacion del Flujo Génico

La dindmica del flujo genético se estimdé por métodos indirectos y genealdgicos,
usando el software STRUCTURE version 2.2 (Pritchard, et al., 2000; Falush, et al., 2003 y
Pritchard et al.,, 2007), con el modelo de ancestria “mezclado” y frecuencias alélicas
correlacionadas.

Las estimaciones se hicieron inicialmente con el total de las muestras y
posteriormente se segregaron por sexo para observar si hembras y machos contribuyen de
manera distinta en la estructura genética.

Se obtuvieron las medidas de la distancia genética de Nei (1978) entre pares de
poblaciones de L. yerbabuenae y se correlacionaron con las distancias geogréficas por
pares para poner a prueba el modelo de aislamiento por distancia (Prueba de Mantel). Este

analisis se realiz6 con GENALEX 6 (Peakall y Smouse, 2006).

Relaciones de parentesco y genética histérica

Se infirié el nimero minimo de haplotipos posibles en cada especie, por medio del
programa ARLEQUIN v3.11 (Excoffier, 2006; Gametic phase=1). En total, se obtuvieron 218
haplotipos para L. yerbabuenae y 131 para L. nivalis. De cada grupo, se integré a su vez
una matriz triangular de distancias euclidianas usando el mismo software. La matriz fue
depurada seleccionado Unicamente aquellos haplotipos que: 1.- estuvieran siendo
compartidos en ambas especies en al menos dos marcadores (50%), o bien 2.- que tuvieran
al menos tres repeticiones de por lo menos dos marcadores (50%) en una sola especie. De
esta forma, fueron seleccionados 64 haplotipos para L. nivalis y 70 haplotipos para L.
yerbabuenae, después, las matrices depuradas fueron integradas nuevamente en el formato
triangular. La genealogia de grupos de genes se construyd por medio del software TCS v
1.21 (Clement, et al., 2000). Esta genealogia fue estimada por medio del método de
parsimonia estadistica (95%; Templeton, et al., 1992), y se representé por medio de una red
de haplotipos. Finalmente, la red ya construida fue trasladada al software CYTOSCAPE v

2.8.3 (Shannon, et al., 2003) para editarla y analizarla En ambos casos se seleccion¢ el
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método de ordenacion jerarquico. Este método permite representar una direccion principal o
“niveles de flujo” de informacién dentro de la red. Los nodos se ubican en capas ordenadas
jerarquicamente y el orden de los nodos dentro de cada capa se sitia minimizando el

numero de lineas cruzadas.

RESULTADOS
Trabajo de campo

Se llevaron a cabo 12 salidas al campo y se recolectaron un total de 175 muestras
Utiles para ambas especies. De cada localidad se recolectaron entre 29 y 40 muestras (35
en promedio). En las localidades de Ahuacatitla, EI Obispo y Xoxafi la proporcion de sexos
es cercana al equilibrio. A diferencia de las localidades de Cubitos, donde tres cuartas

partes son hembras y El Guano de la que dos terceras partes son machos (Grafica 1).

40
35
30

25
20 B Machos

15 B Hembras
10

: =

0

Ahuacatitla Cubitos Guano Obispo Xoxafi

Numero de individuos

Localidad

Figura 11.- Individuos capturados por localidad. Se muestra nOmero total y composiciéon por
sexo.

Trabajo de laboratorio
Los cuatro microsatélites seleccionados fueron polimérficos, en total, se detectaron
137 alelos distintos., Los marcadores fueron mas sensibles de lo que se habia encontrado

inicialmente y también se ampli6 el intervalo observado de amplificacion (Cuadro 4).
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Cuadro 4.- Proporcion de polimorfismos detectados por locus

No. De alelos No. de alelos Tamano _
Locus Tamano observado
reportados observados reportado
LEYE 11 12 33 235-300 225-313
LEYE 17 7 34 200-240 152-288
LEYE 23 12 35 200-255 200-292
LEYE L71 7 35 130-180 124-204

Andlisis de diversidad y estructura genética
Las poblaciones con mayor numero de alelos detectados fueron las del Obispo y la
de Ahuacatitla (Cuadro 5), siendo los microsatélites Leye 23 y Leye L71 los mas polimorficos

detectando 35 alelos cada uno.

Cuadro 5.- Alelos detectados por locus por poblacion.

Poblacion Leye 11 Leye 17 Leye 23 Leye 71 Total
Ahuacadtitla 24 22 29 21 96
Cubitos 22 15 22 18 77
Guano 24 11 25 24 84
Obispo 27 24 25 20 96
Xoxafi 26 12 22 17 77

Parametros generales de diversidad genética

Se obtuvieron los parametros generales de diversidad genética para ambas
especies, mismos que se exponen en los cuadros 6y 7.

En el caso de L. nivalis (Cuadro 6) aunque los resultados muestran parametros
comparables, la localidad de Ahuacatitla es mas diversa, en nimero de alelos distintos,
alelos efectivos e indice de Shannon. En ambos sitios, la heterocigosidad observada es

menor que la esperada, aunque la diferencia es mucho mayor en Cubitos.
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Cuadro é .-Pardmetros generales de diversidad genética en L. nivalis. N=tamafio de la
muestra, Na= NOmero de alelos diferentes, Ne= nimero de alelos efectivos, I=indice de Shannon,
Ho=Heterocigosidad observada, He=Heterocigosidad esperada, FiS=indice de fijacién de Wright
general por poblacién.

Poblacién Locus N Na Ne 1 Ho He FIS
Leye 11 35 24 17.254 2995 0.743 0.942
o Leye 17 37 22 1722 2942 0892 0.942
5 Leye 23 37 29 23203 325 0919 0.957
§ leyel71 37 21 15.646 2.871 0703 0.936
< Promedio  36.5 24 18.331 3.015 0.814 0.944 0.137832
SE 0.5 1.78 1.667  0.083 0.054 0.004
Leye 11 29 22 17521 297 0862 0.943
Leye 17 28 15 11529 2563 0.857 0913
8 Leye 23 26 22 15191 2.891 0.346 0.934
3 leyel71 29 18 15153  2.804 0.448 0.934
Promedio 28.000 19.25  14.849 2807 0.428 0.931 0.325083
SE 0707 1702 1237 0088 0.135 0.006
"TOTAL | Promedio  32.250 21.625 16.590 2911 0.721 0.938 0.230801
SE 1.656  1.45]1 1.165  0.068 0.076 0.004

En el caso de L. yerbabuenae (Cuadro 7), la localidad mas diversa es el Obispo, que
ostenta el mayor numero de alelos diferentes, efectivos e indice de Shannon. Las
poblaciones de El Guano y Xoxafi, se observan valores muy similares en alelos efectivos e
indice de Shannon, a excepcién del nimero de alelos diferentes que es ligeramente mayor
en El Guano.

En las tres localidades, se reconoce que la heterocigosidad observada es menor a la

heterocigosidad esperada bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Cuadro 7.- ParGmetros generales de diversidad genética en L. yerbabuenae. N=tamaiio de la
muestra, Na= NOmero de alelos diferentes, Ne= nimero de alelos efectivos, I=indice de Shannon,
Ho=Heterocigosidad observada, He=Heterocigosidad esperada, FiS=indice de fijacién de Wright
general por poblacién.

Poblacién Locus N Na Ne 1 Ho He FIS
leye 11 30 24 15 2931 1 0.933
g |leye17 30 1 5405 1974 0367 0815
3 |teye2s 28 25 18447 3051 1 0.946
leyel71 30 24 17647 3014 08 0943
Promedio 29.5 21 14125 2743 0792 0909  0.129429
SE 0.5 3342 2998 0257 0.149 0032
leye11 39 27 169 3043 0897 0941
8 |leyer17 @ 24 1828 3028 0905 0.945
& |leye2s 4 25 16183 2976 0881 0938
leyel71 42 20 15611 2836 0667 0936
Promedio 4125 24 16743 2971 0837 0940  0.109156
SE 075 1472 0576 0047 0057 0002
leye 11 37 26 17.665 3056 1 0.943
T |teye17 3 12 9969 2357 0917 09
S |leye2z 30 22 17822 2975 0667 0944
leyel71 37 17 11802 259 0784 0915
Promedio 35 19.25 14314 2746 0842 0926  0.090518
SE 1683 3038 2015 0164 0073 0011
Promedio 3525 21.42 15061 2820 0824 0925  0.109583
TOTAL | ¢ 1558 1549 1.6 0098 0053 0011

Comparando los valores generales del indice de Shannon (Cuadro 8) por locus, los
microsatélites Leye 11 y Leye 23 resultaron ser los més diversos. Las poblaciones més
diversas son Ahuacatitla y El Obispo en segundo lugar. La poblacion menos diversa es
Cubitos. Finalmente, en promedio general, L nivalis es la especie mas diversa, aunque la

diferencia es minima.

Cuadro 8 .-indices de Shannon, por especie.

Especie Poblacién Leye 11 Leye 17 Leye 23 Leye L71 Promedio

L. nivalis Ahuacadtitla 4.321 4.245 4.689 4,142 4.349
Cubitos 4.285 3.697 4171 4,045 4.049
Promedio 4.303 3.971 4.430 4.094 4.199

L. yerbabuenae | Guano 4.229 2.849 4.401 4.348 3.957
Obispo 4.391 4.369 4.293 4,091 4,286
Xoxafi 4.409 3.401 4.292 3.745 3.962
Promedio 4.343 3.539 4.328 4.061 4.068
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Parametros de Estructura Genética

Los indices de fijacion de cada especie (Fst y Rst) por AMOVA, en general,
mostraron que la mayor parte de la variacién esta contenida dentro de los individuos, por lo
gue no hay una diferenciacion. A excepcion del caso de L. yerbabuenae, con Rst que
evidencié mayor cantidad de variacidén entre las poblaciones y registré variabilidad nula entre

los individuos (Grafica 2).
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Figura 12 .-Fuentes de variacion por especie, promediados y ponderados para todos los loci.
Las dos columnas de la izquierda, representan las fuentes de variacién con relacién a los
parametros Fsr obtenidas por medio de la AMOVA (Excoffier, 2006). Las dos columnas de la
derechaq, representan las fuentes de variaciéon con relacion a los pardmetros Rsr obtenidos
por medio de la AMOVA (Slatkin, 1995).

El promedio general para todos los loci, también mostraron mayor diferenciacion en
L. yerbabuenae en comparacion con L. nivalis, fue mucho mas evidente en Rsr, €en
comparacion con Fsr . La diferenciacion fue méas (Grafica 3).

Con respecto a los valores de Fis y R;s, que describe los niveles de endogamia en las
subpoblaciones, en ambos casos L. nivalis revel6 mayores parametros en comparacion con
L. yerbabuenae y esta diferencia fue mayor en R;s (cuantificandose una cifra negativa). Sin
embargo, en todos los casos, los resultados finales fueron cercanos a cero.

Por su parte Fir y Ryr, los parametros que describen los niveles de endogamia en la

poblacion total presentaron informacion aparentemente ambigua: L. nivalis presenta la cifra
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mas elevada en F;r y L. yerbabuenae presenta la cifra mas alta con R;r. No obstante, en
ambos casos son positivas.
Por su parte, el Nm (NUumero de migrantes por generacién) muestra valores mas

altos en L. nivalis en comparacién con L. yerbabuenae (Grafica 3).

1.5
2.022
1
0.658
0.566
0.5
0.11994 0.15593 0152 0.24 o .
0'2300- 0‘242' 0.01644 00409 '
o AIT FST R. RIT RST Nm
-0.268
-0.5
L. nivalis W L. yerbabuenae

Figura 13.- Estadisticos de estructura basados en parametros F (Wright, 1951; Excoffier, 2006) y
R (Slatkin, 1995), totales por especie. Método de distancia Rs;, suma de las diferencias al
cuadrado (9,999 permutaciones). Método de distancia Fs;, suma de las diferencias al
cuadrado (10,100 permutaciones).

Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel, que relaciona las distancias geograficas lineales entre los

refugios con la distancia genética de Nei, no mostrd correlacion alguna (Cuadro 9).

Cuadro 9.-Distancias (L. yerbabuenae). Distancia genética de Nei (bajo la diagonal);
distancia geogrdfica lineal, en km (sobre la diagonal).

Guano Obispo Xoxafi

0 327.446 28.615 Guano
5972 0 309.927 Obispo
6.059 6.060 0 Xoxafi
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Grdfica 1.- Correlacion entre las distancias genéticas y geogrdficas.

Flujo genético

La dinamica del flujo genético, estimado en L. nivalis (Figura 11), muestra que tanto
Ahuacatitla como Cubitos resultaron ser poblaciones muy homogéneas y similares. El
analisis por sexo también revel6 que tanto hembras como machos tienen una estructura
muy similar.

En el caso de L. yerbabuenae (Figura 12), en el analisis total, las poblaciones
muestran una estructura moderadamente diferenciada, aunque con algunos alelos
compartidos. Particularmente, el Guano y el Obispo muestran mayor similitud entre si que
con respecto a Xoxafi, que se muestra distinta. El analisis por sexos mostré que las hembras
mantienen en general una estructura similar. Por el contrario, los machos muestran una
estructura mucho més diferenciada, con mayor similitud entre el Guano y el Obispo, en

comparacion con Xoxafi.
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Figura 14.- Dindmica del flujo Genético en Leptonycteris nivalis
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Figura 15.- Dindmica de flujo genético en Leptonycteris yerbabuenae
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Relaciones de parentesco y genética histérica

Se obtuvo una red que muestra las relaciones genealdgicas entre los haplotipos de
cada especie (Anexos Il y IV). Cada haplotipo se relaciona con otro por un solo cambio; los
circulos pequefios infieren haplotipos perdidos que pudieron no haber sido muestreados o
bien, que existieron en algiin momento y que desaparecieron. La topologia de la red de cada
especie es claramente distinta.

En el caso de L. nivalis, la mayoria de los haplotipos Utiles e informativos proceden
del refugio de Ahuacatitla. La topologia del arbol muestra una red fuertemente centralizada
alrededor del haplotipo ancestral inferido (h125, marcado con un simbolo cuadrado en la
red), que funge como haplotipo clave (Anexo Ill). El origen de este haplotipo es el sitio de
Cubitos.

En el caso de L. yerbabuenae, la topologia del arbol (Anexo IV) muestra una red
excéntrica en cascada, sin centralizacion. El haplotipo ancestral inferido se halla en la
localidad del Obispo. La mayoria de los nodos estan interconectados por una gran cantidad
de pasos y estan ausentes los haplotipos clave, que muestren conexiones importantes que

unan diferentes fracciones de la red.

DISCUSION
Diversidad genética

Los cuatro microsatélites seleccionados resultaron ser altamente polimorficos,
detectando entre 34 y 35 alelos cada uno. Lo anterior resulta ser uno de los polimorfismos
mas elevados registrados en quirdpteros migratorios.

Ortega y Maldonado (2007), compararon 113 microsatélites descritos para 12
especies de murciélagos en trabajos previamente publicados, en ellas encontraron que el
nivel de polimorfismo fue muy elevado, principalmente entre especies de la familia
Vespertilionidae, detectando en promedio 11.1 alelos por especie (el minimo fue de 5 en

Hipposideros turpis y el médximo de 18 en Miniopterus schreibersii). Por su parte, Petit y

Ramos-Frias, J. 2013 47




Genética historica del género Leptonycteris

Mayer (1999) encontraron que en Nictalus noctula, un microquiréptero europeo, existen de
10 a 25 alelos en ocho marcadores de microsatélites nucleares.

Asimismo, se ha propuesto (Petit y Mayer, 1999; Ortega y Maldonado, 2007) la
existencia de una correlacion positiva entre el tamafio de los microsatélites (determinados
por la longitud y la complejidad de los oligonucleétidos) y el nivel del polimorfismo que
detectan (determinados por el numero de alelos identificados), encontrando que
microsatélites con mayor nimero de bases, presentan mas adiciones y esto se refleja en el
namero de alelos que son capaces de detectar. En este trabajo, no fue hallada esta
correlacion, puesto que en general, los microsatélites detectaron un nuimero de alelos
comparable, aunque la longitud de los mismos fue ampliamente variable (de 26 a 69 bases).

Los valores de diversidad encontrados mediante el indice de Shannon oscilaron
entre 2.743 en el Guano y 3.015 en Ahuacatitla. En general el indice de Shannon muestra
mayor diversidad en L. nivalis (2.911) que en L. yerbabuenae (2.820), aunque la diferencia
es pequefia. Sin embargo, en todos los parametros, resultan mayores a los valores
encontrados por otros autores para otras especies de murciélagos, obtenidos con diferentes
métodos. Urbiola (2009) evalué la diversidad genética de Myotis velifer en la cuenca de
Cuitzeo, Michoacan con ISSR’s, encontrando indices de Shannon de 0.34 a 0.43, que son
comparables a los 0.35 a 0.37 de Sturnira ludovici y Artibeus toltecus respectivamente,
obtenidos con ISSR’s (Asher, 2009).

A diferencia de los trabajos realizados anteriormente, los microsatélites permiten
tipificar genéticamente a los individuos diferenciando heterocigotos y homocigotos, gracias a
su mecanismo de herencia codominante (Selkoe y Toonen, 2006).

En este trabajo, se obtuvieron valores elevados de heterocigosidad observada (Ho)
de 0.721 para L. nivalis y 0.824 para L. yerbabuenae, estos resultados son mayores a los
parametros equivalentes reportados por Ramirez (2011), obtenidos con 12 microsatélites
(entre los que se hallan los utilizados aqui) en 16 localidades de la costa occidental de
México y el suroeste de Estados Unidos (Ho=0.581, He=0.691). Sin embargo, al igual que

en este trabajo, los valores de Ho son menores a los valores de He, (de 0.938 y 0.925
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respectivamente), mostrando un déficit del 23.1 al 11% de los heterocigotos en todas las
poblaciones. Este déficit podria ser el resultado de la endogamia, que puede ocasionar la
pérdida de heterocigotos.

De la misma manera, en Myotis bechsteinii (Durrant, et al., 2009) se encontré un
exceso de homocigotos en relacion a los esperados bajo la hipotesis del equilibrio de Hardy-
Weinberg, los autores proponen que los valores positivos de Fis (Fis=0.129-0.289, p<0.05)
podrian revelar efectos de poblaciones endogamicas.

En general, destaca que las poblaciones de Ahuacatitla y el Obispo son las mas ricas
y diversas para todos los pardmetros evaluados (alelos observados, alelos efectivos, alelos
exclusivos, indice de Shannon y heterocigosidad esperada), en L. nivalis y L. yerbabuenae,
respectivamente, probablemente porque las colonias son muy numerosas en el caso del
Obispo, o bien porgue podrian revelar un origen multiple (Ahuacatitla).

Del total de alelos encontrados, los alelos exclusivos representan en promedio del
0.01 al 0.93% (con 9 en Ahuacatitla, 4 en Cubitos, 1.25 en Guano, 5 en Obispo y 4 en
Xoxafi). En todos los casos, la frecuencia de los alelos exclusivos fue muy baja. Ninguno de
estos alelos se ha fijado significativamente en la poblacién, probablemente por efectos de
endogamia, mutacién, deriva o podrian revelar un origen reciente que en el futuro pueden
conducir a la diferenciacién local. Dominguez-Olmedo (2009) mostré la presencia de alelos
exclusivos en una poblacion de lagartijas (Sceloporus grammicus) y propone este resultado
como probable evidencia de la existencia de patrones de mutacién-seleccién a escala local,
gue estarian actuando para lograr la diferenciacién genética local como resultado de la
deriva génica y que se ha acentuado por la restriccion progresiva del flujo genético a

consecuencia de la fragmentacion. Es posible que los murciélagos tengan un patrén similar.

Estructura genética
La estructura genética refleja el numero de alelos compartidos dentro y entre
poblaciones, el flujo génico homogeniza las frecuencias alélicas entre ellas. Asi, las

diferencias pueden estar determinadas por seleccion, deriva génica, endogamia y
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aislamiento. El alto flujo de genes descarta una adaptacion local y por lo tanto impide los
procesos de especiacién (Balloux y Lugon, 2002; Dominguez-Olmedo, 2009).

Estudios de genética de poblaciones en especies voladoras y migratorias como
murciélagos y aves han mostrado estructura de poblacional minima, caracterizada por altos
niveles de flujo génico (Miller-Butterworth, et al., 2003; Moussy, et al., 2012).

En el caso del género Leptonycteris, los valores de F;s son positivos y cercanos a 0
en todos los casos (de 0.230 en L. nivalis y 0.119 en L. yerbabuenae, en promedio). Estos
resultados indican desde panmixia hasta niveles de endogamia moderadamente altos. El
valor mas bajo corresponde a Xoxafi (Fis=0.090; L.yerbabuenae), la cual puede considerarse
una poblacion casi panmictica. Por otra parte, el valor mas elevado corresponde a la
poblacion de Cubitos (Fs=0.325; L. nivalis) a la que se consideraria como moderadamente
endogamica, paraddjicamente corresponde a un sitio de alimentacion, donde se esperaria
gue la convergencia de animales procedentes de distintos sitios incrementara la panmixia y
bajara considerablemente los parametros de Fis. Es posible que estos resultados estén
siendo condicionados por el comportamiento y que las areas de alimentacion sean visitadas
simultdneamente por grupos de murciélagos emparentados.

El parametro equivalente promedio R;s muestra un comportamiento comparable en L.
nivalis y apunta hacia endogamia baja (R;s=0.152, p<0.013). Sin embargo en L.
yerbabuenae muestra un valor negativo (R;s=-0.268, p<0.005), proponiendo exogamia,
probablemente, esto se debe a las condiciones del refugio y al tamafio de la poblacion.

Con relacién a los parametros generales de Fir y R, que miden el equilibrio entre
deriva y flujo genético, entre cada individuo con respecto al total medido en las poblaciones,
resultaron positivos, similares y superiores en L. nivalis en todos los casos, indicando que
esta especie tiene tasas de flujo génico mayores. Este comportamiento podria estar
condicionado por una capacidad de dispersion mayor en comparacion con L. yerbabuenae
probablemente como resultado adaptativo de la busqueda de sitios mas especializados o

con mayores requerimientos.
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Debido a su capacidad de vuelo, podria esperarse que la estructuracion de las
poblaciones en especies de murciélagos migratorios fuera siempre baja, e incluso, que las
especies fueran casi panmicticas a lo largo de su area de distribucion (Burland y
Worthington, 2001; Moussy, et al. 2012), a diferencia de las especies sedentarias y/o
insulares que podrian exhibir un enorme grado de diferenciacion genética entre poblaciones
(Moussy, et al. 2012). Sin embargo, existen diversos factores, tales como el comportamiento
migratorio, reproductivo y filopatrico, el sistema de apareamiento, la presencia de barreras
geograficas entre otras caracteristicas del paisaje, que dificultan el flujo genético. También
los patrones histéricos de colonizacién pueden ejercer influencia en la definicion de las
fronteras en las poblaciones, y por consiguiente en su estructura (Burland y Worthington,
2001; Newton, et al., 2003; Coulon, et al., 2006; Moussy, et al., 2012). En Nyctalus noctula,
(murciélagos migratorios) se han registrado valores bajos de Fsr (Fst=0.006, p<0001) en
poblaciones continentales europeas, obtenidos con marcadores nucleares de microsatélites.
La estructura genética de las colonias, difiere significativamente de la panmixia,
posiblemente explicada por dispersion no aleatoria de los machos (Petit y Mayer, 1999).
Para L. curasoae, Newton, et al., (2003) hallaron valores de estructura de poblacion
significativamente bajas de (Fsr = 0.167, p<0.001), calculadas por medio de marcadores
mitocondriales. En L. yerbabuenae, Wilkinson y Fleming (1996) evidenciaron flujo genético
muy elevado en poblaciones geograficamente disyuntas hasta por 1,800 km, identificando
haplotipos mitocondriales casi idénticos. Finalmente, Ramirez (2011) encontr6 valores de
diferenciacion genética de Fs1=0.028 (p<0.005) para L. yerbabuenae, usando 12
microsatélites (incluyendo los cuatro utilizados en este estudio) en 16 localidades de la costa
del occidente de México y el sureste de Estados Unidos.

Por su parte, las poblaciones de Leptonycteris presentaron niveles bajos de
estructura genética (Fst =0.01644 en L. nivalis, p=0.234 y Fsr=0.0409 en L. yerbabuenae,
p<0.005), comparables con los resultados obtenidos por Ramirez en 2011. Al llevar a cabo
los analisis con el parametro equivalente corregido para marcadores codominantes

(microsatélites) Rsr (Slatkin, 1995), se encontré evidencia de una estructura mejor
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diferenciada para L. nivalis (Rs7=0.110) y elevada para L. yerbabuenae (Rst= 0.658). Rst es
una estimacién basada en las sumas de diferencias al cuadrado y esta corregida segun el
modelo de sitios infinitos (step-wise mutation model) por lo que se recomienda para datos
de marcadores codominantes, altamente variables con alelos mdltiples neutros como los
microsatélites.

Segun los resultados del AMOVA vy a diferencia de otros trabajos donde la mayor
parte de la variacion se halla dentro de las poblaciones (Petit y Mayer, 2000; Morales-Garza,
et al., 2007; Bilgin, et al., 2008; Ruedi, et al., 2009), en las dos especies utilizadas en este
estudio se observa que la mayor parte de la variacibn esta contenida dentro de los
individuos, en los datos obtenidos por medio de Fst. En el caso de Rsy, en L. yerbabuenae
se observa que la mayor parte de la variacion ocurre entre poblaciones (60%) a diferencia
del mismo parametro obtenido con Fst donde se observa una proporcion de 84.4% de
diferencia entre los individuos. Indicando que en general, los individuos son muy distintos
genéticamente entre si.

En todos los casos, la cantidad de varianza contenida dentro de los organismos es

importante, indicando que los individuos son muy diferentes entre si.

Aislamiento por distancia

El modelo de aislamiento por distancia es el mecanismo de flujo génico mas comuan
en especies con distribucién continua, bajo este supuesto, los individuos 0 gametos se
mueven de su sitio de origen, a otros sitios con una probabilidad que es progresivamente
menor mientras se incrementa la distancia (Futuyma, 1998).

Desde el punto de vista de la genética de poblaciones, el modelo de aislamiento por
distancia frecuentemente se obtiene de una correlacién positiva en la comparacion de la
distancia genética (Nei, 1978) y la distancia geografica. Este modelo se ha podido identificar
en varias especies de murciélagos a escalas microgeogréficas (Burland, et al., 1999; Rivers,

et al., 2005; Shiang-Fan, et al.,, 2006; Durrant, et al.,, 2009; Muscarella, et al., 2011)
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incluyendo murciélagos del género Leptonycteris (Morales-Garza, et al., 2007; Newton, et
al., 2003).

El modelo de aislamiento por distancia se puso a prueba, sélo para las muestras de
L. yerbabuenae y no se encontrd correlacion. Leptonycteris yerbabuenae es la especie que
presenta mayor grado de estructuracion, por lo que es probable que la falta de correlacién
entre la distancia geografica y la distancia genética se deba a condiciones ecoldgicas y
bioldgicas adicionales, tales como la conectividad, la migracién, eventos histéricos o el
comportamiento reproductivo (Petit y Mayer, 1999; Miller-Butterworth, et al., 2003; Russel y

McCracken, 2005; Bilgin, et al., 2007; Ruedi y McCracken, 2008; Durrant et al., 2009).

Flujo genético

El flujo genético puede ser una fuerza homogeneizadora muy poderosa en escalas
geograficas extensas, en comparacion con el movimiento demogréfico. El movimiento de los
organismos condiciona directamente la direccidon del intercambio de genes. El grado de
aislamiento geografico parece estar correlacionado con la capacidad de dispersion de las
especies (Burland y Worthinghton, 2001; Moussy, et al. 2012). El flujo genético influye en
procesos ecoldgicos, determinando la persistencia y adaptacién de las poblaciones locales,
las tasas de extincion de las especies, la evolucion de los rangos de distribucion de las
especies y otras propiedades ecoldgicas (Aguirre, 2007).

La migracion implica el movimiento de individuos hacia poblaciones nuevas y la
consecuente introduccion de alelos nuevos en la poblacién (Dominguez-Olmedo, 2009).

La diferenciacién poblacional es el resultado de la restriccion del flujo genético entre
grupos reproductivamente aislados (total o parcialmente), por acumulacion progresiva de
diferencias genéticas por mutacion, deriva o seleccion (Dominguez-Olmedo, 2009).

En este trabajo se demostrd que el flujo genético, entre poblaciones de murciélagos
del género Leptonycteris existe y es moderado, reflejado en el valor positivo de Fr. El flujo
genético es mayor en L. nivalis (Ft=0.24) con respecto a L. yerbabuenae (F=0.15).

Respecto de los parametros equivalentes para Rir, son mayores a los reportados por Fir
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siendo L. yerbabuenae el que presenta mayor flujo genético (R;r=0.56) en comparacion con
L. nivalis (Rr= 0.24). Estos resultados pueden explicarse debido a que los murciélagos
usualmente no tienen requerimientos de alta especificidad en cuanto a la eleccion del
refugio (en general son adaptables y oportunistas; Avila-Flores, 2000) y a su enorme
capacidad de vagilidad total a través del vuelo.

En ambos casos, L. nivalis presenté menor grado de estructuracion que L.
yerbabuenae indicando que las poblaciones son mas parecidas. Considerando que los
pardmetros que miden el flujo genético (Fir, Rir, Nm) son menores en L. nivalis con respecto
a L. yerbabuenae, es posible proponer que ésta especie posee mayor cantidad de flujo
genético, probablemente originado por una mejor y mas efectiva conectividad entre los
grupos.

Esta hipétesis es muy probable, puesto que los sitios de Ahuacatitla y Cubitos se
encuentran geograficamente cercanos (26.904 km lineales) y por lo tanto se esperaria que
la mayoria de los individuos pudieran desplazarse entre los dos sitios, a pesar de la
compleja topografia del terreno (Burland y Worthinghton, 2001).

Considerando que Ahuacatitla presenta mayores indices de diversidad y que esta
localidad funciona como refugio de maternidad, es probable que la mayoria de las hembras
y los jovenes se dirijan al sitio de Cubitos para alimentarse. Sin embargo, la presencia de
alelos exclusivos en ambas poblaciones permite suponer la existencia de otros refugios y
otros sitios de alimentacion no identificados.

Los resultados del flujo genético también indicaron un sistema de dispersion parcial.
En el caso de L. nivalis, probablemente se deben a la cercania geogréfica, la alta tasa de
alelos compartidos hace que las poblaciones tengan una estructura bastante homogénea,
gue es evidente tanto en las hembras, como en los machos, por lo que el flujo genético es
intenso en ambos sexos a escala local.

Contrariamente, en el caso de L. yerbabuenae los resultados indican una poblacién
mayormente estructurada, con niveles moderados de flujo genético entre los refugios de El

Guano y el Obispo (a pesar de la separacion geografica de 327 km), mientras que el de
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Xoxafi esta bastante diferenciado y casi completamente aislado. Sin embargo, la estructura
por sexos muestra que las hembras mantienen una poblacion muy homogénea con
elevados niveles de intercambio genético, mientras que los machos describen un grado de
diferenciacién importante, con cierto intercambio entre las poblaciones de El Guano y el
Obispo y un fuerte aislamiento de Xoxafi, salvo por un bajo intercambio ocasional con el
Guano.

La dispersion parcial de los sexos (donde los individuos de un sexo permanecen
filopatricos mientras que los otros son dispersores) es un patron comun en vertebrados, en
especial en mamiferos donde comunmente los machos son dispersores, mientras que las
hembras son filopatricas (Petit y Mayer, 1999; Prugnolle y Meeus, 2002).

Se han propuesto varias hipoétesis para explicar tales movimientos diferenciales entre
sexos y pueden ser clasificados en tres categorias:1) Hipotesis de competencia por los
recursos, 2) Hipoétesis del apareamiento competitivo y 3) Hipoétesis de la evasion de la
endogamia. Las tres predicen la dispersion masculina en sistemas de apareamiento
poliginico (el mas comin en mamiferos). Sin embargo, las consecuencias genéticas de la
dispersion basada en un sexo dentro de una subpoblacién y sus niveles metapoblacionales,
esta todavia pobremente documentada.

Prout (1981) demostré en un modelo de islas, dispersion diferencial entre machos y
hembras que condujo a un exceso de heterocigotos en la progenie. En este trabajo, se
aprecia que la dispersion basada en un sexo puede actuar como fuerza deterministica
contrarrestando los efectos de la endogamia. Tales observaciones subrayan la importancia
de las caracteristicas de las historias de vida en la ecogenética de las especies. Durrant y
colaboradores (2009) proponen que la dispersibn basada en el sexo puede llegar a
incrementar el Fis en el sexo que es migrante.

Como la dispersion acarrea flujo genético, es posible observar la dispersion
estudiando las diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones (Petit y Mayer,
1999). La filopatria femenina, por incremento de heterocigosidad local, también puede

generar efectos en la diversidad genética dentro de los linajes sociales (Storz, 1999, Storz et
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al., 2001; Durrant, et.al., 2009). El flujo genético mediado por machos a través de la
dispersién parcial, ha sido documentado para varias especies de murciélagos como
Nyctalus noctula (Petit y Mayer, 1999; 2000) Myotis myotis (Castella et al., 2001), M.
bechstenii (Durrant et.al., 2001; Kerth et al., 2002) y Plecotus auritus (Burland et. al, 1999).
Sin embargo el mecanismo en que se lleva a cabo este tipo de transporte de genes varia
fuertemente dependiendo de la ecologia y las caracteristicas conductuales de cada especie.
En Nictalus noctula, la estructura genética depende del origen geogréfico de los machos,
gue las hembras conocen a lo largo de las rutas de migracion (las hembras son filopatricas
natales y fieles al refugio de maternidad; Petit y Mayer, 1999). En Myotis bechstenii el flujo
genético se mantiene a través de refugios de apareamiento (en el que convergen individuos
de varias colonias) que estan geograficamente separados de los refugios de maternidad
(Durrant et al., 2009). En Plecotus auritus (Burland et al., 1999) el flujo genético ocurre via
dispersion natal de los machos y por copulas extra coloniales.

En L. yerbabuenae es posible que el flujo esté siendo condicionado de manera
temporal, puesto que se han sugerido dos periodos anuales de maduracién testicular
(indicativos de actividad reproductiva) en los machos (Torres y Rojas, 2001, 2002), mientras
que para las hembras, por el costo energético de la gestacién y lactancia, el periodo
reproductivo es Unico en el afio, por lo que se segregan en dos poblaciones reproductivas
asincronicas, una que pare en primavera y otra en invierno (Ceballos et.al.,1997). Por tal
motivo, es probable que la estructuracion alta en los machos sea determinada por la
presencia de individuos de regiones distintas (algunas de las cuales no fueron muestreadas
en este estudio), pero que convergen en el centro del pais y permiten el transporte de los
genes a grandes escalas. Mientras tanto, las hembras exhiben comportamiento semi-
filopatrico, manteniendo la conectividad y el flujo genético a escalas espacialmente mas
cortas.

Se sugiere que el comportamiento altruista en la mayoria de los organismos en que
se ha estudiado, esta determinado por relaciones de parentesco cercano y en colonias que

forman redes sociales estables y de largo plazo (Fleming, et al.,, 1998; Burland y
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Worthinghton, 2001). En Leptonycteris yerbabuenae este tipo de comportamiento no ha sido
observado, posiblemente por el tamafio grande y la fluctuacion estacional de las poblaciones
(Fleming, et al., 1998), lo que refuerza la importancia y las implicaciones del flujo genético a

nivel regional observado en esta especie.

Relaciones de parentesco y genética historica

Como se mencion6 antes, en el caso de L. nivalis la red de haplotipos muestra una
topologia centralizada contra una topologia excéntrica en cascada en L. yerbabuenae. Las
relaciones mostradas en la red pueden aportar aproximaciones sobre la dinamica del flujo
genético entre los sitios de muestreo.

En L. nivalis (Anexo lll), los parametros de estructura a nivel genotipico, mostraron
altos niveles de flujo genético formando una sola unidad panmictica, entre un refugio de
maternidad (Ahuacatitla) y un sitio de alimentacion cercano (Cubitos), aunque la presencia
de alelos exclusivos en ambas poblaciones, permiten suponer la existencia de sitios
alternativos de crianza y alimentacion.

La red de haplotipos muestra una topologia altamente centralizada alrededor del
haplotipo H125, procedente de Cubitos. Estas caracteristicas hacen que la conectividad
entre los haplotipos sea elevada y esté mediada por una cantidad reducida de nodos,
evidenciando una vez mas el flujo genético elevado entre los sitios. Sin embargo, la
centralizacion de la red permite, observar que existen diferencias entre los sitios a nivel
haplotipico y que la poblacién de Cubitos podria fungir como una poblacion “fuente” bajo el
modelo de metapoblaciones (Tero et.al., 2003). Sin embargo, considerando que Ahuacatitla
contiene la mayoria de haplotipos Utiles y una diversidad genética importante, es mas
probable que esta poblacién pudiera ser una poblacion “fuente” de diversidad y que Cubitos
pudiera actuar como mediadora, distribuyendo simultdneamente el flujo genético hacia
Ahuacatitla, y otros refugios alternativos no identificados durante la temporada de crianza.

La topologia de la red también permite observar la composicion y estructura de las

interconexiones en los sitios. En el lado derecho, se muestran mayoritariamente haplotipos
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procedentes de Ahuacatitla, con fuertes interconexiones entre si y con haplotipos
procedentes de Cubitos de manera aislada. Por otra parte, en el lado izquierdo, prevalecen
los haplotipos de Cubitos, pero con una representacion importante de haplotipos de
Ahuacatitla. Esta distribucion permite inferir dos procesos: 1.- Pocos de los individuos de
Ahuacatitla se alimentan en Cubitos, aunque la mayoria se dirige hacia sitios de
alimentacion alternos. 2.- De los individuos que Cubitos recibe, una parte importante
proceden de Ahuacatitla, pero otros proceden de diversos refugios desconocidos.

En el caso de L. yerbabuenae (Anexo V), los pardmetros de estructura basados en
genotipos, mostraron una estructura general moderada, muy baja en hembras y mas
diferenciada en machos, principalmente de Xoxafi.

La red de haplotipos muestra una topologia excéntrica en cascada y nula
centralizacion, también es observable que la mayoria de los haplotipos son originarios del
Obispo y en segundo lugar, del Guano y que ambas poblaciones se interconectan
moderadamente. En contraste, los haplotipos de Xoxafi son escasos, aislados y estan
moderadamente conectados con los del Obispo, mas que con el Guano. Por lo tanto, la
conectividad entre los haplotipos es baja y se encuentran unidos entre si por numerosos
nodos.

El haplotipo ancestral inferido procede de el Obispo, que representa la colonia mas
grande (en términos demogréficos) y la poblacién méas diversa (en términos de diversidad
genética) de las estudiadas. Esta localidad, es el origen de la mayoria de los haplotipos
datiles incluidos en el andlisis. Por este motivo, esta poblacién podria llevar a cabo las
funciones de una poblacion “fuente” de alelos segun el modelo de metapoblaciones (Tero,
et.al., 2003). Sin embargo, la baja conectividad del haplotipo ancestral y el resto de los
haplotipos procedentes de ésa poblacion, imposibilitan la exportacion de migrantes hacia
distintos direcciones.

Por otro lado, la topologia en cascada, es frecuente en poblaciones que exhiben flujo
genético segun el modelo de stteping-stone (de aislamiento por distancia) ya encontrado

para ésta y otras especies de murciélagos (Burland, et al., 1999; Miller-Butterworth, et al.,
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2003; Newton, et al.,, 2003; Morales-Garza, 2007). Sin embargo, en este caso, las
poblaciones adyacentes mas proximas (Guano y Xoxafi), exhiben los parametros de
diferenciacion mas elevados y la prueba de Mantel no mostrd correlacion alguna. Xoxafi se
mostré como sitio casi aislado y Guano+Obispo presentaron un gran namero de alelos
compartidos.

Finalmente, es posible que la red resultante muestre una combinacion compleja de
tales modelos, aunque sin exhibir un patrén claro (Tero et al., 2003; Moussy et al., 2012).
Donde la poblacién del Obispo funcionaria como una poblacién fuente (pero no Unica), en el
centro de un sistema de subpoblaciones interconectadas en diferentes niveles en forma de
cascada (piedra-rodante; Gaggiotti y Smouse, 1996), pero determinados mas por factores
ecoldgicos (como la disponibilidad de recursos) y biolégicos (como los sistemas
reproductivos), antes que por simple distancia geogréafica. El origen de tales oscilaciones
podria ser explicado por las variaciones demograficas anuales, que presentan las colonias
permanentes del Guano y el Obispo.

Por el otro lado, Xoxafi, es una colonia de caracter estacional, que cuando se
dispersa podria enviar algunos ejemplares a las otras dos poblaciones, pero donde la
mayoria de los murciélagos se moverian hacia otros sistemas metapoblacionales fuera del
area de estudio, lo que explicaria la baja pero presente, conectividad haplotipica compartida

con los refugios del Guano y el Obispo.

CONCLUSIONES

1. Los murciélagos del género Leptonycteris de las poblaciones estudiadas presentan

indices de diversidad genética elevados, con respecto a los pardmetros esperados.
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En ambas especies, los parametros de diversidad son comparables, aunque
ligeramente mayores en L. nivalis.

2. Leptonycteris nivalis presenta parametros de flujo genético muy elevados, los sitios
de Ahuacatitla y Cubitos son sumamente parecidos y la diferenciacion es minima a
nivel genotipico, sin embargo a nivel haplotipico la diferenciacion es mas notoria y se
evidencia la existencia de refugios y sitios de alimentacién alternos no identificados,
pero que forman parte del sistema.

3. Leptonycteris yerbabuenae presenta estructuracion genética moderada, con base en
datos genotipicos. La estructura result6 ser diferencial por sexos y estar determinada

por los machos, ya que la estructuracién en hembras fue muy baja.
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ANEXOS

ANEXO I: Clave para la identificacion de las especies de murciélagos del género
Leptonycteris (Cole y Wilson, 2006)

El género Leptonycteris

Este género agrupa murciélagos nectarivoro-palin6fagos de tamafio grande (en
comparacion con el resto de los glosofaginos; antebrazo>48mm), con uropatagio reducido
y ligeramente cubierto con pelaje (Medellin, 2008).

Caracteristicas diagndsticas de la clave propuesta por Hoffmeister (1957)

1.-

Las tres falanges del tercer dedo son mayores que el tercer metacarpo; la longitud
del antebrazo es usualmente de 55 mm o superior (57 mm en promedio), uropatagio
moderadamente peludo con un borde y conspicuo de pelos de 3 a 4 mm de
lONGItUd. ... Leptonycteris nivalis

Las tres falanges del tercer dedo son iguales o menor a la longitud del tercer
metacarpo; la longitud del brazo usualmente es de 55 mm o menos (54 mm en promedio),
pelaje es corto y denso; uropatagio poco poblado o desnudo con ausencia pelos en el

2 .-

Longitud de la linea de dientes superior (del canino al Gltimo molar) mayor o igual a
nueve milimetros; dientes superiores e inferiores especialmente incisivos y premolares mas
grandes y eventualmente espaciados; uropatagio poco poblado con pelos dispersos y un
HOEIO FlECO. ... e Leptonycteris curasoae

Longitud de la linea superior de dientes (del canino al ultimo molar) usualmente
menor a nueve milimetros; dientes superiores e inferiores especialmente incisivos y
premolares pequefios y poco espaciados; incisivos superiores en dos pares separados por
un diastema; uropatagio desnUdO. ...........ovieiiiiiiiiii e Leptonycteris
yerbabuenae

ANEXO Il.- Protocolos estandarizados
Protocolo de Extraccién de Muestras de DNA de tejido, modificado de Higuchi, 1989

1. Elfragmento de tejido se coloca en un tubo de 1.6ml con 500ml de buffer de
digestion y se transporta en fresco.

2. El contenido del tubo se macera finamente en un mortero estéril con 15ul de
proteinasa K (50mg/ml) y 15ul de RNAsa (50 mg/ml).

3. La muestra se regresa al tubo para incubarse a 55°C por una hora en bafio
maria.

4. Adicionar al tubo 700 ul de solventes organicos (fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico en proporcién 25:24:1) y homogeneizar por inversion hasta obtener una
solucién blanco-lechosa.

5. Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos.

6. Se recupera la totalidad de la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo y se
efectia un segundo lavado (adicionar 700 pl de solventes y centrifugar a 14 000rpm
durante 5 minutos).

7. Se recuperan 500ul de la fase acuosa (debe ser totalmente trasllcida, de lo
contrario puede hacerse un tercer lavado) a un nuevo tubo y se agregan 1000 ul de
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etanol absoluto (grado molecular) frio (debe almacenarse en refrigeracion) y mezclar
cuidadosamente por inversion.

8. Dejar reposar la muestra durante 20 minutos en hielo para facilitar la
precipitacion del DNA.

9. Centrifugar a 13 000rpm durante 5 minutos

10. Decantar la muestra por inversibn muy cuidadosamente. Se recomienda
pasar el borde del tubo por una servilleta de papel 6 extraer con mucho cuidado con
una pipeta la mayor cantidad posible del sobrenadante.

11. Agregar al tubo 700ul de etanol 70% frio y mezclar vigorosamente para
homogeneizar.

12. Dejar reposar en hielo por 10 minutos.

13. Centrifugar a 13 000rpm durante 5 minutos.

14. Decantar el sobrenadante nuevamente, atiéndase las recomendaciones del
punto 11.

15. Agregar al tubo 100ul de agua estéril doblemente destilada (preferentemente
grado molecular), mezclar vigorosamente y dejarlo reposar cerrado por espacio de
media hora a temperatura ambiente para resuspender. Por medio de este protocolo
se obtienen concentraciones aproximadas de DNA de 20-50ng/ul.

16. La muestra, para evitar su degradaciébn, debe ser almacenada en
refrigeracion a -20°C a corto y mediano plazo y a —80°C para almacenamiento de
largo plazo.

Protocolo de preparacion y corrimiento de electroforesis en geles horizontales de
agarosa al 1.4% para visualizacién de muestras de DNA.

1.Preparacion del gel : se diluyen 3g de agarosa para electroforesis en 288mi
de buffer TBE al 0.5x, calentar y remover cuidadosamente hasta obtener una solucién
totalmente traslicida y liquida.

2.Enfriar el gel en bafio maria removiendo constantemente hasta equilibrar casi
a temperatura ambiente.

3.Verter el gel en la charola de la cdmara, previamente nivelada, instalarle los
peines y dejar polimerizar en reposo por veinte minutos.

4.Armar la cdmara segun el modelo, llenarle con Buffer TBE 0.5x y retirar los
peines con cuidado.

5.Cargar los pozos con las muestras de DNA, previamente tefiidas (3ul de
loading buffer LB con 7.5ul de muestra).

6.Correr a 174 volts, 150miliamperes, 25 watts por hora y media.

7.Teiir el gel durante 15 minutos en bromuro de etidio.

8.Lavar el gel sumergiéndolo durante 10 minutos en agua destilada.

9.Visualizar en transluminador estandar a 320nm.

Condiciones de amplificacién de PCR utilizadas, estandarizadas a partir de las
condiciones reportadas originalmente (Ramirez et.al., 2011)
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Cuadro 10.- Formulacién de la mezcla maestra por juego de oligonucleétidos. CF:
Concentracion final. VF: Volumen final por reaccién de PCR.

Reactivos CF VF CF VF
(Leye 11 y Leye 23) (Leye 17 y Leye L71)
DNA gendmico 20-50ng/ul 2ul 20-50ng/ul 2ul
Agua bidestilada | -—-- 168 16.3ul
estéril
Buffer PCR 10x 1x 2.5ul 1x 2.5ul
MgCl2 2.5mM 2.5ul 3mM 3ul
Primer F 0.4uM 0.25ul 0.4l 0.25ul
Primer R 0.4uM 0.25ul 0.4uM 0.25ul
dNTP’s Mix 0.2mM 0.5ul 0.2mM 0.5ul
Tag. DNA 1U 0.2ul U 0.2ul
Polimerasa
TOTAL 25ul 25ul
Cuadro 11.- Condiciones de amplificacion estandarizadas
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 94 °C 5 minutos
Desnatural 94°C 45 segundos
izacién
40 Leye 11: 54°C 45 segundos
ciclos Alineacion Leye 23: 59°C 45 segundos
Leye 17: 57°C 57 segundos
Leye L71: 61°C 45 segundos
Extension 72°C 45 segundos
Extensién final 72°C 7 minutos
En Espera (Hold) 4°C e

Preparacion y corrimiento de electroforesis en geles verticales de acrilamida al 7.5%
para visualizacién de productos amplificados.

1. Preparacion del gel para un volumen final de 12.5 ml: diluir 2.35ml de
acrilamida al 40% y 1.25ml de buffer TBE 10x en 8.9ml de agua destilada estéril y
refrigerar a 4°C por diez minutos (para retardar la reaccion de polimerizacion). Afadir
20ul de TEMED y 240ul de APS al 10% justo antes de vaciar en la camara.

2. Armar la camara segun el modelo y verter el gel dejandolo escurrir
lentamente por las paredes para evitar que queden burbujas de aire atrapadas.

3. Introducir los peines, cuidando de no dejar burbujas de aire.

4. Dejar polimerizar por diez minutos.

5. Llenar la cAmara con buffer TBE 1x.

6. Cargar con 10ul de muestra tefiida (3.5ul de Loading buffer Sb por cada 25ul
totales de producto de amplificado).

7. Correr a 150volts, 100miliamperes por media hora.

8. Tefir el gel por inmersidon durante 15 minutos en solucion de Bromuro de
Etidio.

9. Lavar el gel sumergiéndolo 10 minutos en agua.

10. Visualizar en transiluminador estandar a 320nm.
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Preparacion y corrimiento de electroforesis en geles verticales de acrilamida al 15% y
condiciones desnaturalizantes de urea 7M; para separacion y visualizacion en alta
resolucién de productos amplificados.

Preparacion del gel (70ml)

1. Mezclar con calor y agitacion constante 29.4 g de urea para electroforesis,
3.5ml de buffer TBE 10x y 13.1ml de acrilamida al 40% hasta obtener una mezcla
homogénea, liquida y completamente transparente. Aforar la solucion a 70ml dejarle
reposar sellada, por veinte minutos en refrigeracion a 4°C (la temperatura baja
retarda la reaccion de polimerizacion). Agregar 285ul de APS al 10% y 28.5ul de
TEMED justo antes de vaciar el gel, remover suavemente.

2. Armar y nivelar la base donde se coloca el gel (usualmente de vidrio), segln
el modelo y verterlo cuidadosamente, para evitar que queden burbujas de aire
atrapadas en el interior.

3.  Colocar en posicion los peines que formaran los pozos, cubrirlo con pelicula
plastica para evitar que se deshidrate, y dejar polimerizar por 3 horas.

4.  Retirar los peines, armar la cAmara segun el modelo, montar el gel y llenar la
camara con buffer TBE 1x.

5.  Precorrer el gel a 2 500 volts, 250miliamperes y 250watts por una hora.

Corrimiento

6. Tefiir las muestras con 3.5ul de loading buffer SB por cada 25yl totales de
producto de amplificacion.

7. Desnaturalizar las muestras en termociclador por 2 minutos a 94°C y pasar
bruscamente a hielo.

8. Cargar los pozos con 10ul de muestra (productos amplificados vy
desnaturalizados).

9.  Correr a 1920 volts, 192miliamperes y 192 watts por cuatro horas y media.

Tincién y visualizacion

10. Retirar la superficie de vidrio que lleva adherido el gel y sumergirlo por
30minutos en solucién 4acido acético al 10% (fijador).

11. Sumergirlo en agua destilada por unos segundos para lavar el exceso de
fijador.

12. Sumergir por 30 minutos en solucion de tincién de nitrato de plata a 37°C
para impregnar. Remover con cuidado y continuamente.

13. Lavar porinmersion en agua destilada.

14. Sumergir en solucién de revelado con 3ml de formaldehido al 100% y 2004l
de tiosulfato de sodio al 1x, durante 3-10minutos 6 hasta ver identificar con claridad
las bandas.

15. Escurrir el gel y cubrirlo con pelicula plastica para evitar su deshidratacion.

PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR PARA BIOLOGIA MOLECULAR

Buffer de digestion paratoma y transporte de muestras de DNA

Cuadro 12.- Féormula para preparar 100ml de Buffer de digestion, mezclar los reactivos en las
cantidades indicadas y aforar a 100mi.

Concentracién de

Sustancia Concentracién Final . Volumen
Soluciones Stock

Tris-HCL pH 8.0 50 mM ™ Sml

EDTA pH 8.0 100 mM 0.5M 10 ml

NaCl 100 mM 5M 2 mi

SDS 1% 20 % 5mi
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Buffer TBE 10x

Tris base 54g
Acido bdérico 27.59
EDTA 0.5M 20ml (pH 8.0)

Disolver los reactivos por agitacion y calor. Aforar a 500ml. Esterilizar en autoclave y
almacenar a temperatura ambiente.

Acrilamida al 40%

Acrilamida (grado molecular) 380g
N,N"-metilbisacrilamida 20g
Agua destilada 600mI

Calentar la solucién a 37°C para disolver y aforar a 1litro con agua destilada. Esterilizar por
filtracién (0.45 microporo) al vacio. Amortiguar pH a 7.0 6 menor. Almacenar en botellas
obscuras en refrigeracion a 4°C.

Solucién fijadora paratincién (acido acético 10%)
Medir 100ml de acido acético glacial y aforar a un litro con agua destilada.

Solucién de tincién de nitrato de plata (1.5g/l NH3;Ag, 0.056% formaldehido)
Disolver 1.5g de nitrato de plata (NHzAg) en aproximadamente 300ml de agua destilada y
agregar 1.5ml de formaldehido al 37%. Aforar a un litro.

Solucién de revelado paratincién
Disolver 30g de hidréxido de sodio (NaOH) en un litro de volumen final de agua destilada.

Tiosulfato de Sodio 1x.
Disolver 0.05g de tiosulfato de sodio en 5ml de volumen final de agua destilada.
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