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Resumen

Myotis velifer es un murciélago insectivoro, cuya area de distribucion se extiende desde el noroeste
de Estados Unidos hasta Honduras, teniendo poblaciones tanto residentes como migratorias,
dependiendo de la region geografica. Esta especie se considera politipica, con tres a seis
subespecies reconocidas morfoldgicamente. Sin embargo, estudios genéticos previos en
poblaciones de Estados Unidos, revelaron altos niveles de similitud genética entre algunas
subespecies, asi como inconsistencias entre su taxonomia y la descripcion de la estructura genética
a lo largo de su distribucion geografica. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue determinar la
variacion genética de M. velifer y su correlacion con la taxonomia subespecifica, para describir los
procesos evolutivos asociados a su variacion intraespecifica. Para ello, se analizaron secuencias de
dos marcadores mitocondriales y tres nucleares, en 234 muestras, de 38 localidades, a lo largo de
su distribucién; asimismo, se realizaron analisis filogenéticos de estructura y de conectividad
genética. Los resultados de varianza molecular, filogenéticos y de redes haplotipicas generados en
el presente estudio, no fueron consistentes con las subespecies propuestas, tampoco reflejaron un
patron de diferenciacion genética correlacionado con las delimitaciones geograficas
subespecificas. En cambio, se identificd un patron de estructura marcadamente diferente entre los
datos nucleares con respecto a los mitocondriales. Ello sugiere que, el flujo génico en esta especie
esta impulsado en gran medida por los machos, mientras que las hembras exhiben débil fidelidad
regional. Esto fue respaldado por una estructura mitocondrial significativa (Fst=0.437) y con nueve
haplogrupos asociados a ciertas ecorregiones, asi como una correlacion positiva de aislamiento por
distancia. En contraste, los datos nucleares no indicaron diferenciacion genética (Fst=0.068), ni
aislamiento por distancia, lo cual fue consistente con las estimaciones de flujo génico. De tal
manera que, los resultados geneticos del presente estudio no apoyan la separacion de M. velifer en

subespecies, por lo que proponemos que deberia tratarse como una especie monotipica.



Abstract

Myotis velifer is an insectivorous bat whose distribution ranges from the northwestern United States
to Honduras, with both resident and migratory populations depending on the geographic region.
This species is considered polytypic, with three to six morphologically recognized subspecies.
However, previous genetic studies in populations from the United States revealed high levels of
genetic similarity between some subspecies, as well as inconsistencies between its taxonomy and
the description of genetic structure across its geographic range. Therefore, the objective of this
project was to determine the genetic variation of M. velifer and its correlation with subspecific
taxonomy in order to describe the evolutionary processes associated with its intraspecific variation.
To this end, sequences from two mitochondrial markers and three nuclear markers were analyzed
in 234 samples from 38 localities throughout its range. Phylogenetic, genetic structure, and
connectivity analyses were also performed. The molecular variance, phylogenetic, and haplotype
network results obtained in this study were not consistent with the proposed subspecies and did not
reflect a pattern of genetic differentiation correlated with the subspecific geographic boundaries.
Instead, a markedly different genetic structure pattern was identified between the nuclear and
mitochondrial data. This suggests that gene flow in this species is largely male-driven, while
females exhibit weak regional fidelity. This was supported by significant mitochondrial structure
(FST = 0.437) and nine haplogroups associated with certain ecoregions, as well as a positive
correlation with isolation by distance. In contrast, nuclear data did not indicate genetic
differentiation (FST = 0.068), nor isolation by distance, which was consistent with the gene flow
estimates. Thus, the genetic results of this study do not support the separation of M. velifer into

subspecies, and we propose that it should be treated as a monotypic species.
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Introduccion

Myotis velifer (J. A. Allen, 1890) comunmente conocido como Myotis mexicano o Myotis de las
cavernas, es un murciélago insectivoro perteneciente a la familia VVespertilionidae. Se distingue por

presentar un area escasamente peluda entre los hombros y por ser uno de los miembros de mayor
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tamano del género (Kaup, 1829), con longitud del antebrazo entre 40- 47 mm (Hayward, 1970).
Esta especie presenta una amplia distribucion geogréafica tanto en altitud como en latitud, que
abarca desde el noroeste de los Estados Unidos en Kansas, descendiendo al suroeste por Oklahoma
hasta Texas y el sureste de Nuevo México; en el suroeste de EE.UU., desde el sur de Nevada,
California y Arizona, extendiéndose a lo largo de México de norte a sur y en la region noroeste en
Baja California, excepto en la peninsula de Yucatan. De Chiapas, México, se extiende hacia el sur
por Guatemala hasta Honduras (Solari, 2019). Su intervalo altitudinal va desde las tierras bajas
hasta los 3,300 m.s.n.m., habitando en cuevas, tineles y edificaciones abandonadas en colonias de
2000 a 5000 individuos (Fitch et al., 1981). Es una especie que presenta poblaciones tanto
migratorias como residentes en algunas localidades de EE.UU (Hayward, 1970). La dindmica
migratoria en algunas areas incluye la aparicion y desaparicion de colonias durante los meses de
abril y mediados de septiembre hasta finales de octubre. Las poblaciones del noroeste de Texas,
Oklahoma y el centro-sur de Kansas pueden ser residentes, ya que permanecen durante el invierno,
mientras que en Arizona y Texas se han identificado grandes colonias durante el verano que migran
en invierno en busca de refugios de hibernacion (Hayward 1970). En Meéxico, los registros
realizados en el centro del pais reportan la migracion de algunas poblaciones de manera altitudinal
hacia lugares con elevaciones mas altas durante la temporada de invierno (Villa, 1966), mientras
que registros de su presencia durante todo el afio en una localidad en centro de México indican que
son poblaciones residentes (Avila-Flores y Medellin, 2004).

Myotis velifer presenta una notable variacion morfoldgica a lo largo de su distribucion geografica
(Miller y Allen, 1928; Hayward, 1970; Fitch et al., 1981; Hall, 1982), por lo que basados en las

diferencias en el color del pelaje, caracteres craneodentales y del tamafio corporal, asi como de los
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ambientes que ocupan (Vaughan, 1954; Hayward, 1970; Allen, 1896; Miller y Allen, 1928; Choate
y Hall, 1967), se ha determinado la clasificacion intraespecifica que comprende entre tres a seis
subespecies (Hayward, 1970; Hall, 1981; Simmons, 2005; Parlos, 2008; Wilson et al., 2019). En
la base de datos sobre la Diversidad de Mamiferos [MDD] (2023) se reportan seis subespecies para
M. velifer: M. v. velifer (Allen, 1890), M. v. incautus (Allen, 1896), M. v. peninsularis (Miller y
Allen, 1928), M. v. brevis (Vaughan, 1954), M. v. magnamolaris (Choate y Hall, 1967) y M. v.
grandis (Hayward, 1970). No obstante, la existencia de las subespecies M. v. brevis (Hayward,
1970; Wilson et al., 2019) y M. v. magnamolaris (Dorsey, 1977; Dalquest y Stangl, 1984) ha sido

ampliamente debatida.

Para mejorar el entendimiento sobre la variacidn intraespecifica de esta especie se han realizado
analisis genéticos. Straney et al. (1976) detectaron, con base en aloenzimas, altos niveles de
variacion genética y una notable similitud genética entre las poblaciones de tres localidades en
Arizonay Texas. Por su parte, Parlos (2008) encontrd diferencias entre marcadores mitocondriales
y microsatélites, asi como inconsistencias entre la estructura genética y la taxonomia subespecifica
para poblaciones en Texas, California'y Arizona. Finalmente, N4jera-Cortazar et al. (2015), a partir
de genes mitocondriales y de andlisis de morfometria geométrica, concluyeron que la variacién
genética de poblaciones de Baja California Sur (M. peninsularis) estuvo dentro del intervalo de
variacion intraespecifica de M. velifer, por lo que sugirieron incluirla como una subespecie (M. v.
peninsularis).

Asi, estos estudios sugieren que la estructura genética observada de M. velifer no se correlaciona
con la taxonomia subespecifica actual; asimismo, que los datos nucleares y mitocondriales

muestran discrepancias significativas. Por otro lado, existe un vacio de informacion sobre los
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procesos evolutivos asociados a su variacion genética. Por lo tanto, es necesario evaluar los
patrones genéticos y taxonomicos de M. velifer considerando su patron de distribucion, que incluye
las regiones biogeogréaficas Neartica y Neotropical, caracterizadas por una notable complejidad

orografica y una diversidad de ecorregiones (Morrone, 2019).

Lo anterior representa una oportunidad para investigar la variacion genética de la especie a lo largo
de un intervalo geografico mas amplio, que incluya localidades representativas de todas las
subespecies y utilice un mayor numero de marcadores genéticos de ADN mitocondrial y nuclear.
Con ello, se puede evaluar la coherencia entre la estructura genética y la taxonomia subespecifica
para inferir procesos evolutivos que hayan modelado la estructura genética de las poblaciones de

esta especie.

Antecedentes

Historia taxonémica de Myotis velifer

La primera revision taxonomica para la especie fue realizada por Hayward (1970), quien incluye a
las subespecies M. v. velifer, M. v. incautus y M. v. peninsularis. En su estudio, basado en medidas
morfometricas (siete corporales y 16 craneales) de varios ejemplares de Estados Unidos y México,
identifico que los individuos del norte de Estados Unidos, del oeste de Oklahoma y del sur de

Kansas presentaban un tamafio mayor en comparacion con los especimenes del sur de Texas, lo
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cual posteriormente seria determinante para definir a la subespecie M. v. grandis. En adicion, a
partir de sus resultados, sugiri6 que M. v. peninsularis era morfologicamente distinta e
independiente de la subespecie nominativa (M. v. velifer), justificado en su menor tamarfio y
limitada distribucion para la region del Cabo, en Baja California Sur, México. Asimismo, propuso
que M. v. brevis era consubespecifica de M. v. velifer, ya que las mediciones no mostraron
tendencias concluyentes para respaldar esta subdivision taxonomica, sugiriendo que la variacion
gradual observada en los rasgos morfoldgicos (disminucién de tamafio, color mas claro y pelaje
mas corto hacia el noroeste) corresponderia a un patron de variacion clinal a lo largo del gradiente
geografico de la especie.

Posteriormente, otros estudios continuaron con la evaluacion del estatus taxonomico dentro de la
especie, como lo fue Dorsey (1977), quien compar6 las medidas de las mandibulas de individuos
de poblaciones del sur del Panhandle, Texas, de la subespecie M. v. grandis con el holotipo de M.
magnamolaris. Descubriendo que el canino de gran tamafio encontrado en M. magnamolaris se
explicaba como un crecimiento alométrico, y que las medidas se superponian, aungue eran
ligeramente mas grandes que en M. v. grandis, llevo a considerar a M. magnamolaris como un
sinbnimo de M. velifer; mas adelante, Dalquest y Stangl (1984) confirmaron los hallazgos de
Dorsey (1977). Con base en medidas adicionales, destacaron que las poblaciones de M. velifer de
Kansas y del norte de Texas correspondian a la subespecie mas grande, lo cual reconoce la validez
de la subespecie M. v. grandis. Sin embargo, consideraron que el nombre adecuado para este taxén
era M. v. magnamolaris (Choate y Hall, 1967), ya que tiene prioridad por haber sido propuesto tres
afos antes, por lo que M. v. grandis (Hayward, 1970) se propuso como sinonimo. El mas reciente,
Néajera-Cortazar et al. (2015), a partir de andlisis filogenéticos y morfometria geométrica,

sugirieron que M. peninsularis fuera considerada como una subespecie de M. velifer.

16



No obstante, a pesar de estas revisiones, las principales obras de referencia taxondémica y
sistematica han reconocido distintas subespecies a lo largo del tiempo. Por ejemplo, en The
Mammals of North America, Hall (1982) incluye cuatro subespecies: M. v. velifer, M. v. incautus,
M. v. grandis y M. v. brevis. En el liboro Mammal Species of the World, Simmons (2005) incluyd
cinco subespecies: M. v. velifer, M. v. incautus, M. v. brevis, M. v. grandis y M. v. magnamolaris.
En el Handbook of the Mammals of the World de murciélagos, Wilson y Mittermeier (2019)
incluyeron tres subespecies: M. v. velifer, M. v. incautus y M. v. grandis. Actualmente, en la Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023), se enlistan cuatro subespecies para M. velifer: M.
v. velifer, M. v. incautus, M. v. grandis y M. v. magnamolaris. Por su parte, la MDD (2023) enlista
seis subespecies: M. v. velifer, M. v. incautus, M. v. grandis, M. v. brevis, M. v. magnamolaris y
M. v. peninsularis. Si se toma en consideracion este tltimo reporte, en México estarian presentes
M. v. velifer, M. v. incautus, M. v. brevis y M. v. peninsularis, y en Estados Unidos M. v. incautus,
M. v. brevis, M. v. grandis y M. v. magnamolaris (Simmons, 2005; Ramirez-Pulido et al., 2014;

Néjera-Cortazar et al., 2015).

Descripcion de las subespecies

Myotis velifer velifer (J. A. Allen, 1890)

Presenta un tamafio ligeramente inferior al maximo registrado para las otras subespecies, con un
antebrazo entre 42.1 y 46 mm y una longitud craneal méxima que oscila entre 15.6 y 17.0 mm. Su
pelaje corporal es sepia oscuro, el cual puede variar a lo largo de su distribucién. La distribucion
de M. v. velifer se extiende de norte a sur de México, iniciando en la parte noroeste, al sur de

Sonora, descendiendo a lo largo de la Sierra Madre Occidental, donde se conecta con la faja
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Volcanica Transmexicana, la cuenca del Balsas, la Sierra Norte de Oaxaca, parte de la Sierra Madre
del Sur y la planicie costera del Golfo de México, hasta la sierra de Chiapas. Habita desde bosques
espinosos hasta bosques tropicales himedos y selvas, en un rango altitudinal que va desde los 970

hasta 2 500 msnm (Miller y Allen, 1928; Hayward, 1970).

M. v. brevis Vaughan, 1954

Presenta una longitud de antebrazo entre 40.4 y 44.5mm Yy una longitud del craneo de 15.1 y
15.8 mm. Su pelaje corporal es marron amarillento y, aparentemente, es mas corto y menos denso
en comparacion con M. v. velifer y M. v. incautus. En esta subespecie, la zona escasamente peluda
entre los hombros se presenta de manera mucho mas pronunciada. La distribucion de M. v. brevis
inicia desde el sureste de los Estados Unidos en California y Arizona hasta el suroeste de Nuevo
México y el norte de Sonora, donde habita especialmente dentro del desierto Sonorense (Vaughan,

1954).

M. v. incautus (J. A. Allen, 1896)

Presenta una longitud del antebrazo de 43 mm y una longitud craneal promedio de 15.8 mm. Su
pelaje corporal es de color oliva amarillento. La distribucién de M. v. incautus es a lo largo de
Texas y el sureste de Nuevo México, en los Estados Unidos. En México se distribuye desde la
frontera, a lo largo del Altiplano Mexicano y una parte de la Sierra Madre Oriental. Habita
predominantemente en ambientes desérticos y aridos, en rangos altitudinales de 450 hasta

1 000 msnm (Miller y Allen, 1928; Hayward, 1970).

M. v. peninsularis (Miller, 1898)
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Presenta la longitud del antebrazo més pequefia que cualquiera de las otras subespecies,
generalmente menor a 40 mm, con una longitud maxima del craneo de 14.2 a 15.6 mm. Su pelaje
corporal puede ir desde tonalidades claras hasta rojizas mas intensas. La distribucion de M. v.
peninsularis se restringe a México, especificamente en la region de Los Cabos y en el extremo sur
de la cordillera de Baja California Sur. Habita en el area de desierto caracteristica de la regién, a

una elevacion de alrededor de 600 msnm (Miller y Allen, 1928; Hayward, 1970).

M. v. grandis Hayward, 1970

Presenta una longitud del antebrazo més grande que la de todas las subespecies, entre 45 y 47 mm,
y una longitud maxima del craneo de 16 a 17 mm. Su pelaje corporal presenta tonos marrones
palidos. La distribucion de M. v. grandis se restringe a los Estados Unidos, en el centro-sur de
Kansas, el oeste de Oklahoma y el noroeste de Texas. Habita en ambientes de praderas y pastos

caracteristicos de la regién (Kunz, 1974).

M. v. magnamolaris Choate y Hall, 1967

Descrita inicialmente como M. magnamolaris a partir de restos fosiles de un depdsito del
Pleistoceno en una cueva del condado de Travis, Texas. EI material correspondia a mandibulas
parciales y completas que presentaban dimensiones mayores, comparativamente con las otras
subespecies, ademas de un canino mas largo y masivo y una mandibula mas curvada. El area de
distribucion de M. v. magnamolaris estaria dentro del intervalo de M. v. incautus (Choate y Hall,

1967).
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Estudios genéticos poblacionales

El conocimiento actual sobre la estructura genética poblacional de Myotis velifer se basa en un
namero reducido de investigaciones, restringidas en areas puntuales de su rango de distribucion.
Straney et al. (1976), a través de 17 loci de aloenzimas evaluaron la variacién bioquimica y génica
en tres poblaciones de M. velifer de Texas y Arizona. Como resultado, encontraron niveles altos de
heterocigosidad, que fue atribuida a la presencia de esta especie en diversos ambientes y a la
seleccion diferencial de habitats de los machos y hembras. Ademas, altos valores de similitud
genética (nimero medio de loci heterdcigos por individuo) entre tres poblaciones. Parlos (2008),
empleo el gen mitocondrial citocromo b y microsatélites para evaluar la estructura genética, la
coherencia de las designaciones taxondmicas subespecificas y la historia demogréfica de las
poblaciones de M. velifer, en el norte, centro y oeste de Texas y en la frontera entre California 'y
Arizona. Sus resultados indicaron una estructura mitocondrial no congruente con la taxonomia
subespecifica propuesta por Hayward (1970), ni con su comportamiento migratorio ni la
distribucion geografica de las subespecies. Por otro lado, la informacion de los microsatélites
revel6 flujo génico uniforme entre las poblaciones y una expansion demografica historica.
Concluyé que las subespecies de M. velifer no estaban respaldadas genéticamente y, sugirio la
necesidad de realizar analisis genéticos de las poblaciones mexicanas y centroamericanas para
evaluar si las asignaciones taxondmicas subespecificas eran apropiadas. Néajera-Cortazar et al.
(2015) es el unico que incluye especimenes con distribucion en México, utilizando genes
mitocondriales (Citocromo Oxidasa | y citocromo b) y andlisis de morfometria geométrica;
asimismo, evaluaron el estatus taxondmico y las relaciones filogenéticas de M. peninsularis. Sus
resultados indicaron que la distancia genética entre M. peninsularis y M. velifer estan dentro del

intervalo promedio de variacion intraespecifica. Asimismo, que la variacion morfométrica
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observada para M. peninsularis puede atribuirse a aislamiento geografico, asi como a adaptaciones
a la heterogeneidad ambiental. Consecuentemente, estos autores sugieren considerar a las
poblaciones de Baja California Sur (M. peninsularis) como parte de las subespecies de M. velifer

(M. v. peninsularis).

En la actualidad, no existen estudios que expliquen los procesos histéricos asociados a la variacion
genética de Myotis velifer y su relacion con la categorizacion subespecifica de sus poblaciones. Sin
embargo, investigaciones en otras especies de murciélagos a lo largo de su distribucion en Estados
Unidos y México, han identificado factores historicos y geograficos que influyen en la variacion
genética. Por ejemplo, se ha documentado en Pteronotus davyi Gray, 1838 (Guevara-Chumacero
et al., 2010) y P. personatus Grouvelle, 1919 (Zarate-Martinez et al., 2018), una diferenciacién
genética en dos grupos, promovida por el Istmo de Tehuantepec como una barrera geografica. En
Natalus mexicanus Miller, 1902 (Lopez-Wilchis et al., 2021) se identificaron cuatro linajes
diferenciados cuya estructura genética esta determinada por las barreras geogréaficas asociadas a
las cadenas montafiosas de la Sierra Madre Oriental, la Sierra Madre Occidental y el Istmo de
Tehuantepec. Asimismo, Leptonycteris yerbabuenae Martinez & Villa-R., 1940 (Trejo-Salazar et
al., 2021) se identificaron tres grupos geograficos distintos asociados con el Istmo de Tehuantepec

y la region al oeste del rio Balsas.

Por otro lado, existen ejemplos donde, la diferenciacion genética parece no estar influenciada por
barreras geograficas evidentes, y resulta mas bien por factores climaticos y ecologicos relacionados
con los cambios del Pleistoceno. Por ejemplo, Weyandt y Van Den Bussche (2007) identificaron
tres linajes para Antrozous pallidus (LeConte, 1856) en el suroeste de Estados Unidos, lo que

atribuyeron a la diferenciacion gradual de los desiertos modernos. De manera similar, se detectaron
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dos haplogrupos en Sturnira parvidens Goldman, 1917 (Hernandez-Canchola y Leon-Paniagua,
2017) con distribuciones casi alopatricas, correspondientes al oeste y este de México, cuya

delimitacion esta relacionada con procesos de diversificacion en las tierras bajas mesoamericanas.

Justificacion

La clasificacion subespecifica de Myotis velifer propuesta en distintos estudios a lo largo del tiempo
se ha caracterizado por una falta de consistencia en el tratamiento y reconocimiento de sus
subespecies. Asimismo, la variabilidad genética de sus poblaciones a lo largo de su distribucion ha
sido poco explorada y los estudios existentes han abordado un namero limitado de localidades, con
respecto a las subespecies propuestas, obteniendo resultados contrastantes entre la variacion
genética y la subdivision taxondmica subespecifica. Lo anterior resalta la necesidad de una
investigacion que involucre un mayor esfuerzo de muestreo a lo largo de la distribucion de M.

velifer que incluya localidades representativas para todas las subespecies reconocidas
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taxondmicamente, para evaluar genéticamente si existe consistencia entre la estructuracion
genética y la taxonomia subespecifica actual, asi como los procesos evolutivos potencialmente

asociados.

Pregunta de investigacion

¢Existe relacion entre la variacion y estructura genética de las poblaciones de Myotis velifer y las

delimitaciones geograficas asociadas con la designacion taxondmica de sus subespecies?

Hipotesis

Debido a la amplia distribucién geografica de Myotis velifer que abarca parte de las regiones
biogeograficas Neéartica y Neotropical, caracterizadas por una notable complejidad orografica y
una diversidad de ecorregiones, se esperaria que la variacion y estructura genética de sus
poblaciones refleje patrones de diferenciacion congruentes con las delimitaciones geograficas de

las subespecies reconocidas.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la variacion y estructura genética de Myotis velifer y si tienen congruencia con las
delimitaciones geogréficas de sus subespecies a lo largo de su intervalo de distribucién en Estados

Unidos y México.

Objetivos especificos

1. Determinar la estructuracion genética entre poblaciones de M. velifer.

2. Inferir las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de M. velifer.

3. ldentificar la congruencia entre la estructura genética con la taxonomia a nivel
subespecifico de las poblaciones de M. velifer.

4. Inferir algunos de los procesos evolutivos asociados a la variacion y estructura genética

de las poblaciones de M. velifer.

Métodos

Colecta de muestras

Se obtuvieron muestras de 234 murciélagos de 38 localidades a lo largo de su intervalo de
distribucion en Estados Unidos y México (Figura 1), las cuales provinieron de diferentes
especimenes depositados en museos y colecciones de ambos paises. Para la seleccion de las

muestras se considero una distancia aproximada de 200 km entre cada localidad, con el objetivo de
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garantizar una representacion geografica adecuada de localidades dentro del intervalo de

distribucion de las subespecies registradas (Anexo 1).
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W M.y, grandis
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B 7. v magramolaris J‘I; 3
[ M.+ peninsularis g
WO M. v velifer 0 250 500 km
|
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Figura 1. Mapa de la distribucidn de las seis subespecies de Myotis velifer. Los diferentes colores muestran
la distribucion geogréafica de las subespecies de M. velifer de acuerdo con Hayward (1970), Fitch et al.
(1981), y Hall (1982) y los puntos negros corresponden a las localidades de los especimenes analizados en
este estudio (Ver Anexo 1).

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

Se extrajo ADN total a partir de biopsias de alas, tejido de 6rganos o masculos, utilizando el
protocolo de ADN animal de CTAB al 2% y SDS al 10% (Anexo 2) y el kit de tejido Dneasy™
(QIAGEN). La pureza y la concentracion de ADN extraido fue cuantificado con el equipo Thermo
Scientific NanoDrop 2000. Ademas, se evalud la integridad del ADN utilizando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, capturando la imagen mediante un foto documentador

MiniLumi.
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Se seleccionaron cinco marcadores moleculares, dos mitocondriales (ADNmt): Citocromo Oxidasa
Subunidad I (COI) y la Region Control y tres nucleares (ADNn) correspondientes a exones: el Gen
de Activacion de Recombinacion (RAG2), el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) y

la Apolipoproteina B (APOB) (Tabla 1).

Tabla 1 Regiones de ADN y cebadores seleccionados para la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

REGION CEBADOR SECUENCIA CITA
col FF2 5 CTAACCACAAAGACATTGG 3 Modificado de
FR1 5TCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA3 Ivanova et al. (2007)

REGION L16517 5 CATCTGGTTCTTACTTCAGG 3’

CONTROL  SH651 5 AAGGCCAGGACCAAACCT 3’ Castella et al. (2001)

AAG) 968R 5 CCCATGTTGCTTCCAAACCATA 3 Stadelmann et al.
179F 5 CAGTTTTCTCTAAGGAYTCCTGC 3 (2007)
APOF 5 GGCTGGACAGTGAAATATTATGAAC 3

APOB APOR 5 AATCAGAGAGTTGGTCTGAAAAAT 3 Lacketal. (2010)
EX2F 5 TGTCCCCACAGCACATTTC 3 Richman et al

CMH EX2R 5 CACCCCATAGTTGTGTCTGCA 3 (2010)

La amplificacién del ADN se llevé a cabo mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en un volumen de reaccion de 25 ml que contenia: 9.5 pl de agua, 12.5 ul de
GoTaq Master Mix de Promega, 1 ul de cada cebador a 10M y 1 pl de ADN que presentaban un
intervalo de concentracion de entre 1.5 a 50 ng/ul. Estas amplificaciones se realizaron en un
termociclador BioRad T100. Los productos amplificados se observaron mediante geles de agarosa
al 1%, utilizando una escalera (A) N3231L de ADN de 100 pb como marcador de referencia. La
captura y visualizacion de las imagenes se realizaron mediante un foto documentador MiniLumi y
el programa GelCapture. Las reacciones de secuenciacion en una direccion para cada marcador

fueron realizadas en Macrogen Inc. (Seoul, Korea) y Eurofins (USA).
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Edicién y alineamiento de secuencias

Las secuencias fueron editadas con el software Sequencher® v. 4.1.4 (Gene Codes), garantizando
la correccion y coherencia de las mismas. Para las secuencias de los genes nucleares diploides, se
examind el conjunto de datos cuidadosamente en cada posicion polimérfica para asegurar que los
picos dobles fueran identificados correctamente y de manera consistente para todas las muestras.
Los sitios heterocigotos fueron codificados utilizando los codigos de ambigliedad de la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés). Los haplotipos para
cada gen fueron inferidos utilizando PHASE v. 2.1.1 (Stephens et al. 2001; Stephens & Donnelly
2003). Para el andlisis de los datos, se emple6 un modelo de mutacion independiente de los
progenitores (-d), se realizaron 1000 iteraciones con un intervalo de adelgazamiento de dos y se
llevé a cabo una fase de calentamiento (burn-in) de 1000 pasos, seguida de una ejecucion
prolongada del algoritmo (opcion -X5). También se realizaron ejecuciones sin recombinacion (-
MS) y se considerd la incorporacién de informacion de fase a priori (-k) de individuos heterocigotos
para un ‘indel’. Las secuencias nucleares y mitocondriales fueron alineadas y se verificaron con
base en codones de parada, al traducir a aminoacidos utilizando el software Mesquite v. 3.81
(Maddison y Maddison, 2023). Para confirmar la autenticidad de las secuencias a la especie Myotis
velifer se realizé un analisis de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) estandar nucledtido-
nucleotido en la base de datos del GenBank, siguiendo la metodologia propuesta por Altschul et

al. (1990).

Analisis de variacién y estructura genética

Para evaluar niveles de diferenciacion genética se utilizaron diferentes métodos. Primero, se realizo

un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con 10,000 permutaciones, utilizando el software
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ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Este andlisis se llevo a cabo en dos niveles: 1)
para cada uno de los marcadores nucleares y mitocondriales y, 2) de manera concatenada tanto para
los tres marcadores nucleares como para los dos marcadores mitocondriales en donde solo se
evaluaron los individuos sin datos genotipicos faltantes. Este enfoque permitié evaluar el grado de

diferenciacion tanto entre poblaciones como dentro de las mismas.

Posteriormente, se realizd un analisis Bayesiano de asignacion genética entre poblaciones,
utilizando el programa STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000), para inferir el nimero de
grupos geneticos mas probable (K) y las proporciones de asignacion individual. Este método asigna
individuos de manera aleatoria a un nimero especifico de grupos basandose en las estimaciones de
frecuencias alélicas. Con ello, se queria evaluar si la asignacion de individuos de las diferentes
subespecies era consistente con los patrones de estructura detectados. Se realizaron 10 réplicas
probando K=1-5, con 50,000 pasos de burnin y 100,000 repeticiones MCMC después del burnin.
Para visualizar los resultados e identificar la K méas probable se utiliz6 el método de Evanno
(Evanno et al. 2005), con el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012). Los
resultados de las réplicas fueron combinados y visualizados con el programa CLUMPAK v. beta

(Kopelman et al. 2015).

Inferencias filogenéticas y redes de haplotipos

Para analizar las relaciones haplotipicas se generaron redes de haplotipos utilizando el método de
Median Joining con el software PopArt v.1.7 (Leigh y Bryant, 2015). Este método describe arboles

de expansion minima con secuencias de consenso que representan haplotipos extintos o no
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muestreados, ademas es conocido por construir redes de datos que estan libres de recombinacion
genetica.

La inferencia de relaciones filogenéticas se realizo con analisis cladisticos de manera independiente
y concatenada con ADNn y ADNmt. Para este proposito, se realizd un analisis Bayesiano
utilizando el programa MrBayes v.3.2.7. (Ronquist et al., 2012), con un modelo de sustitucion que
se seleccion6 utilizando el Criterio de Informacion de Akaike tal como se implementa en
ModelTest v. 2.1.10 (Posada, 2008). Para los marcadores mitocondriales se emplearon los
siguientes modelos y parametros: COIl, modelo K80+G con frecuencia de bases A=0.25, C=0.25,
G=0.16, T=0.32; y region control, modelo TrN+I+G con frecuencias de bases A=0.28, C=0.21,
G=0.24, T=0.27. Los parametros para COI fueron: Nst=2, rates =gamma y para region control,
Nst=6, Ngen=2000000, Samplefreq=100, printfreq=100, con cuatro cadenas. Después de eliminar
los primeros 5000 arboles con “burn-in”, se construyo6 un arbol consenso utilizando probabilidades
bayesianas a posteriori para cada nodo. Considerando las relaciones filogenéticas descritas por
Korstian et al. (2024) y la disponibilidad de individuos previamente secuenciados en Genbank, se
emplearon como grupos externos para COl: Myotis yumanensis (GenBank GU723131.1), M. vivesi
(GenBank HQ966967.1) y M. lucifugus (GeneBank NC029849.1); para region control: M.
lucifugus (GeneBank NC029849.1 y KP273591.1). En los arboles concatenados mitocondriales se
indicaron las particiones y modelos evolutivos correspondientes empleando Ngen=3000000,
Samplefreq=500, printfreq=1000. El grupo externo para la filogenia mitocondrial fue Myotis

lucifugus (GeneBank NC029849.1 y NC029849.1)

Para los marcadores nucleares los modelos y pardmetros fueron: APOB, modelo HKY con

frecuencias de bases A=0.33, C=0.20, G=0.20, T=0.27; CMH, modelo GTR+I+G con frecuencias
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de bases A=0.24, C=0.25, G=0.36, T=0.14; y RAG2, modelo TIM2+I con frecuencias de bases
A=0.27, C=0.22, G=0.21, T=0.29. Los parametros utilizados fueron: para CMH, Nst=6, rates
=gamma; APOB: Nst=2, rates=equal; y RAG2: Nst=6, rates=equal, Ngen=2000000,
Samplefreq=100, printfreq=100 y cuatro cadenas. Después de eliminar los primeros 5000 arboles
con burn-in, se generd un arbol consenso con probabilidades bayesianas a posteriori para cada
nodo. Los grupos externos fueron: para APOB: Myotis yumanensis (Genbank GU328178.1); para
CMH: M. vivesi (Genebank GUO012452.1, GUO012451.1, GUO012450.1, GUO012449.1,
HMO004073.1); y para RAG: M. lucifugus (Genebank KC747711.1) y M. yumanensis (Genebank
AMZ265700.1). En los arboles concatenados nucleares se emplearon las particiones y modelos
evolutivos previamente evaluados. Se emplearon los parametros Ngen=3000000, Samplefreq=500,
printfreq=1000. El grupo externo para la filogenia nuclear fue M. yumanensis (Genbank

GU328178.1, AM265700.1).

Distancias filogenéticas

La diferenciacion genética se midio calculando la distancia genética entre haplotipos para cada
marcador mitocondrial y nuclear, utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica Kimura 2-
parametros (K2P; Kimura, 1980) con el software MEGA v. 11 (Tamura et al. 2011). Este modelo
se utilizé con el propdsito de que los valores pudieran ser comparados con los obtenidos en otras

especies de murciélagos. Asimismo, se calcularon las distancias genéticas entre los grupos externos
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y la totalidad de las secuencias. En los casos en que se identificaron clados a partir de los analisis

filogenéticos, también se midié la diferenciacion genética entre ellos.

Aislamiento por distancia

Para explorar si hubo aislamiento por distancia a lo largo de la distribucion, se realiz6 una prueba
de Mantel considerando las distancias genéticas y las geograficas con el paquete ade4 (Dray y
Dufour, 2007). La significancia estadistica se probd creando una distribucion nula (una ausencia
de estructura espacial; 1000 réplicas) y comparando el valor empirico con esta distribucion. Estos
andlisis se llevaron a cabo en todo el intervalo y con los genes mitocondriales y nucleares
concatenados por separado. La distancia genética entre individuos se calcul6 utilizando el modelo
de sustitucion nucleotidica Kimura 2-parametros (K2P; Kimura, 1980) con el software MEGA v.11
(Tamura et al. 2011) y la distancia geografica se estimé como la distancia euclidiana entre

localidades.

Flujo génico

Se estimaron los niveles de flujo génico entre los dos grupos genéticos identificados con
STRUCTURE (ver resultados), con el programa IMA3 (Hey et al. 2018). Para, ello se utilizé el
conjunto de datos nucleares, mientras que de mitocondriales sélo se consideraron los de COIl ya
gue el modelo HKY no esta disefiado para la variacién de tasa externa que ocurre tipicamente en

la regién control. IMA3 implementa una simulacion MCMC para un modelo de aislamiento por
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migracion IM con multiples poblaciones y sus estimaciones se basan en la distribucion posterior
marginal de los pardmetros; estima filogenias, tasas de migracion bidireccionales vy

unidireccionales, tiempos de divergencia y tamafios poblacionales.

Se aplicaron 50,000 pasos tras un periodo de burnin de 350,000 pasos y se corrieron diferentes
analisis (utilizando diferentes semillas iniciales) de 100 cadenas, con términos de calentamiento de
0.99 y 0.65 (opciones —ha y —hb), un valor maximo de 25 en el priori de migracion, un maximo de
50 en el priori de tamafio poblacional y un tiempo méximo de separacion poblacional de tres. Los
datos a priori se estimaron inicialmente a partir de la medida geométrica de la tasa de mutacién
poblacional 4Nu, para lo cual se eligio la diversidad nucleotidica como estimador para calcular
4Nu para cada gen. La convergencia de las ejecuciones independientes se confirmé al examinar los
gréaficos de tendencia ASCII de todos los pardmetros estimados. Se evaluaron niveles significativos
de la tasa de migracion poblacional (>0) mediante una prueba de razén de verosimilitud marginal
(Nielsen y Wakeley, 2001). Esta tasa se define como M=2Nem, resultado del producto entre el

namero efectivo de copias de genes y la tasa de migracion por copia de gen.

Resultados

Marcadores mitocondriales

Se realizaron anélisis independientes de los genes mitocondriales; para COl, se obtuvieron 218
secuencias con una longitud de 623 pares de bases (pb) y se identificaron 57 sitios variables y 44

sitios parsimoniosamente informativos. En total, se encontraron 51 haplotipos, de los cuales 29
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fueron compartidos y 22 fueron dnicos. El haplotipo 25, fue el mas frecuente con un 17.35%

(n=36), seguido por el haplotipo 3con el 10 % (n=22) y el haplotipo 9 con el 8.22% (n=18).

Para la regién control, se obtuvieron 205 secuencias con una longitud de 197 pb. Se identificaron
22 sitios variables y 18 parsimoniosamente informativos. Se encontraron 93 haplotipos, de los
cuales 41 fueron compartidos y 52 fueron Unicos. El haplotipo 13, fue el mas frecuente con el
9.28% (n=18), sequido por el haplotipo 4 con el 5.15% (n=10). La concatenacion de los genes
mitocondriales resulté en un conjunto de 203 secuencias, con una longitud total de 820 pares de
bases y un total de 79 sitios variables y 63 parsimoniosamente informativos. Se encontraron 105
haplotipos, de los cuales 39 fueron compartidos y 66 fueron Unicos. El haplotipo 46, fue el mas

frecuente con el 6.4% (n=13), seguido por el haplotipo 4 con el 4.4% (n=9).

Variacion y estructura genética

Los resultados de varianza molecular (AMOVA) mostraron algunas diferencias en los patrones de
variacion entre los genes mitocondriales. Para COl se observé el mayor porcentaje de variacion
distribuido entre las poblaciones (53%), mientras que para la region control el mayor porcentaje se
dio dentro de las poblaciones (63%). De igual forma, los valores del indice de fijacion (Fsr)
reflejaron una diferenciacion genética alta para COI (Fst=0.5344; p<0.05) y moderada para region
control (Fst=0.36797; p<0.05). Los resultados concatenados mostraron una diferenciacion

moderada de los valores de Fsr (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de AMOVA para datos mitocondriales (COI, Regidn control) y concatenados.

Marcador Fuente de Suma de Varianza Porcentaje de Fst

variacion cuadrados variacion
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Col EP 413.883 1.70648 53.44319 0.53443*

DP 270.394 1.48659 46.55681

Regidn control EP 356.709 1.39835 36.79706 0.36797*
DP 406.079 2.40181 63.20294

Concatenado EP 695.787 2.91113 43.68538 0.43685*
DP 628.269 3.75273 56.31462

Nota. EP = Entre poblaciones, DP = Dentro de poblaciones. * p < 0.05.

Relaciones haplotipicas y filogenéticas

Los resultados de la red de haplotipos y de filogenia para los haplotipos mitocondriales
evidenciaron agrupaciones que coinciden parcialmente con regiones geogréaficas pero, no se obtuvo
una estructura clara acorde con la taxonomia a nivel subespecifico de las cinco subespecies

descritas, ni con su distribucién geogréfica reconocida.

El cladograma con COI mostro tres clados, con alto valor de soporte filogenético en las ramas
externas e internas (Figura 2). En el clado I, se observo un solo haplotipo (H33), de la regidn centro-
norte de México; el clado Il, quedé conformado por nueve haplotipos exclusivamente de las
regiones centro-norte, centro-sur y oeste de los Estados Unidos (Kansas, Oklahoma, Texas y Nuevo
México); el clado 111, agrupd 42 haplotipos correspondientes a la totalidad de regiones muestreadas
en México y de Estados Unidos y subdividido, a su vez, en subclados bien definidos que agruparon

haplotipos de regiones geogréaficas especificas.

Los resultados de las filogenias para COI tienen concordancia con la configuracion de la red de
haplotipos. Los haplogrupos 11y 111 se separaron por doce pasos mutaciones, con el haplotipo 33

(haplogrupo 1) situado entre estos dos haplogrupos; éste presentd cinco pasos mutacionales con
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respecto al haplogrupo Il y cuatro con respecto al haplogrupo 111, observandose que el haplogrupo
| estd mas relacionado con el haplogrupo Ill. En la red, también se encontraron haplotipos no
muestreados, sobre todo dentro del haplogrupo Ill. Es relevante destacar que se observan

haplotipos compartidos a lo largo de la topologia (Figura 2).

En cuanto a la region control, el cladograma presento un alto valor de soporte filogenético de la
rama externa que agrupa a la totalidad de los haplotipos. A diferencia de la filogenia obtenida en
COl, este arbol no mostré resolucion de clados, los soportes de las ramas internas fueron menores
al 90% en la mayoria de los casos y las ramas bien soportadas agruparon haplotipos de diversas
localidades, sin un patrén de agrupamiento regional. La red haplotipica por su parte mostrd
conexion entre todos los haplotipos sin la formacidn de haplogrupos especificos. En esta red se
observo una alta cantidad de haplotipos no muestreados, asi como un alto nimero de pasos

mutaciones entre haplotipos (Figura 3).
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Figura 2. Red haplotipica y cladograma de los 51 haplotipos del locus mitocondrial COl. Izquierda: Red de
haplotipos que agrupa a los haplogrupos identificados (I, 11, 111). Cada linea dentro de la red corresponde a
un paso mutacional. La dimension de los dvalos en la representacion refleja la frecuencia haplotipica y los
colores corresponden a las distintas subespecies. Derecha: El cladograma derivado de un anélisis Bayesiano
muestra junto a las ramas los valores de probabilidad posterior. Los circulos al final del cladograma
representan las subespecies de Myotis velifer. Los circulos de distintos colores significan que un mismo
haplotipo puede estar presente en diferentes areas de distribucion correspondientes a distintas subespecies.
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Figura 3. Red haplotipica y cladograma de los 93 haplotipos del locus mitocondrial de la region control.
Izquierda: Red de haplotipos donde cada linea dentro de la red corresponde a un paso mutacional. La
dimensidn de los dvalos en la representacion refleja la frecuencia haplotipica y los colores identifican a las
distintas subespecies. Derecha: El cladograma derivado de un analisis Bayesiano muestra, junto a las ramas,
los valores de probabilidad posterior. Los circulos al final del cladograma representan las subespecies de
Myotis velifer. Los circulos de distintos colores significan que un mismo haplotipo puede estar presente en
diferentes areas de distribucion correspondientes a distintas subespecies.
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El andlisis concatenado de COl y region control, reveld una filogenia con bajo soporte filogenético
en las ramas externas, lo que impidié una resolucion clara de las relaciones filogenéticas. No
obstante, algunos de los clados internos presentaron un buen soporte filogenético (Figura 4). Se
identificaron nueve clados (I al 1X) y se pudo observar una tendencia de algunos haplotipos a
agruparse en regiones geograficas cercanas y otros distribuidos de manera mas extensa. En cuanto
a la red de haplotipos, ésta presentd una topologia homogénea con haplogrupos estrechamente
relacionados entre si. La mayor separacion con respecto a pasos mutacionales fue entre el
haplogrupo 1, con respecto al IX, con 16 pasos. En general, se observé la presencia de haplotipos

no muestreados entre los haplogrupos identificados (Figura 4).

Figura 4. Cladograma de la region mitocondrial concatenada y mapa de distribucién de haplogrupos. El
cladograma derivado de un analisis Bayesiano representa en tridngulos de colores a los haplotipos que se
encuentran dentro de los clados del I al XI. En el mapa se observa la distribuciéon geogréfica de estos
haplogrupos haciendo uso de los mismos colores.
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Figura 5. Red haplotipica y cladograma de los 105 haplotipos de la regién mitocondrial concatenada.
Izquierda: Red de haplotipos con los haplogrupos identificados en diferentes rectangulos (I - 1X). Derecha:
El cladograma derivado de un andlisis Bayesiano muestra los clados | al IX en concordancia con las
agrupaciones observadas en la red de haplotipos; arriba de las ramas, se indican los valores de probabilidad
posterior mayores al 90%. Los circulos al final del cladograma representan a las subespecies de Myotis
velifer. Los circulos de distintos colores significan que un mismo haplotipo puede estar presente en
diferentes areas de distribucion correspondientes a distintas subespecies.
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Distancia geneética

La distancia genética entre haplotipos varid entre los genes mitocondriales, con valores de distancia
media de 1% para COl y de 4% para la region control; esta misma diferenciacion se pudo observar
en los rangos de distancia en donde la region control mostré los mayores valores comparativamente
con COI (Tabla 3). En el andlisis comparativo con los grupos externos, M. yumanensis fue la

especie genéticamente mas cercana a M. velifer.

Tabla 3. Porcentajes de distancias genéticas intraespecificas por gen mitocondrial analizado.

Col DLOOP
Entre haplotipos
X 1% 4%
Rango 0.16-3.51% 0-7.8%
M. velifer vs Grupo externo
M. velifer vs M. yumanensis 4.4% -
M. velifer vs M. lucifugus 11.8% 9.20%
M. velifer vs M. vivesi 11.7% -

Nota. Se presentan los valores minimo y maximo de distancia genética observados entre haplotipos para cada gen, asi
como las distancias genéticas comparativas con respecto a los grupos externos utilizados.

La mayor divergencia en COI se observd entre los clados Il y Il con un 2.5%, seguida de la
divergencia entre los clados I y 111 (2%) y la menor entre los clados 1 y 11 (1.2%).

Para la filogenia concatenada mitocondrial, la distancia genética entre los clados I y IX fluctuo
entre 2.8% vy el 3.4%. La distancia mas alta se observoé entre los haplogrupos 'y VII (3.4%) y la

mas baja entre los haplogrupos VIl 'y IX (0.8%; Tabla 4).
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Tabla 4. Matriz de distancias genéticas entre haplogrupos identificados en el analisis mitocondrial

concatenado.
| I 11 v \ VI VIl VI IX
| -
I 3.09 -
i 339 247 -
v 290 200 1.86 -
\ 318 219 203 113 -
VI 318 237 234 149 161 -
VI 343 245 207 135 129 176 -
VI 306 212 178 108 107 153 1.08 -
IX 286 220 205 126 127 152 128 0.88 -

Nota. Se encuentran ordenados de | a IX. Los valores indican la distancia genética entre cada par de haplogrupos en
porcentaje, destacando las diferencias mas altas y bajas en negro.

Aislamiento por distancia

La prueba Mantel mostré una correlacion positiva significativa (r2=0.2069, p<0.05) entre las

distancias genéticas y geogréaficas (Figura 6).

Distancias genéticas

T
500 1000 1500 2000

Distancias geograficas (km)

Figura 6. Grafico de la correlacion entre distancias geograficas y distancias genéticas concatenadas de la
regién mitocondrial. La correlacion observada es significativa, indicando una relacion estadisticamente
relevante entre la distancia geogréafica y la distancia genética en la region mitocondrial.
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Marcadores nucleares

También se analizaron de forma independiente los genes nucleares. Para APOB, se examinaron
332 secuencias provenientes de 166 individuos, con una longitud de 274 pb. Se identificaron 12
sitios variables y seis fueron parsimoniosamente informativos. En total se encontraron nueve
haplotipos de los cuales cuatro fueron compartidos y cinco Unicos. Entre éstos, el haplotipo 1 fue
el més frecuente con el 94% (n=310). Para CMH se evaluaron 348 secuencias de 155 individuos,
con una longitud de 185 pb. Se identificaron 27 sitios variables y 21 parsimoniosamente
informativos. En total, se encontraron 57 haplotipos, de los cuales 27 fueron compartidos y 30
unicos. El haplotipo 6 fue el méas frecuente (41.4%; n=72), seguido por el haplotipo 14, (27.6%;
n=48) y el haplotipo 4, (27%; n=47). Para RAG2 se analizaron 342 secuencias provenientes de 171
individuos con una longitud de 693 pb. Se identificaron 34 sitios variables y 19 parsimoniosamente
informativos. En total, se encontraron 38 haplotipos, de los cuales 21 fueron compartidos y 17
fueron Gnicos. El haplotipo 1 fue el mas frecuente (68.9%; n=237). La concatenacion de los genes
nucleares resulté en un conjunto de 218 secuencias, con una longitud de 1,152 pb, un total de 53
sitios variables y 41 parsimoniosamente informativos. Se encontraron 105 haplotipos, de los cuales
21 fueron compartidos y 84 unicos. El haplotipo 1 fue el mas frecuente, (15%; n=33), seguido del

haplotipo 10, (12%; n=27).

Estructura genética y variacion poblacional

Los resultados de AMOVA para cada gen nuclear, indicaron que la mayor parte de la variacion se
encontrd dentro de las poblaciones, mientras que la variacion entre poblaciones fue relativamente
baja, oscilando entre el 7%y el 16% (Tabla 5). Para el gen CMH, se encontro el mayor porcentaje

de variacion dentro de las poblaciones, con un 93%, seguido de APOB, con 90% y RAG2, con

42



84%. Los valores de Fst tambien reflejaron una baja diferenciacion para los genes de manera

individual y concatenada (Fst=0,067; p<0.05).

Tabla 5. Resultados de AMOVA para datos nucleares individuales (APOB, CMH y RAG2), y concatenados.

Marcador Fuente de Suma de Varianza Porcentaje de Fst

variacion cuadrados variacion

APOB EP 6.492 0.01061 10.13327 0.10133*
DP 28.035 0.09408 89.86673

CMH EP 69.977 0.08808 6.69241 0.06692*
DP 385.512 1.22811 93.30759

RAG2 EP 36.397 0.07556 16.02065 0.16021*
DP 124.256 0.39607 83.97935

Concatenado EP 67.078 0.12445 6.77816 0.06778*
DP 333.638 1.71164 93.22184

Nota. EP = Entre poblaciones, DP = Dentro de poblaciones. * P < 0.05.

Los resultados de STRUCTURE tanto en el andlisis sin asignacion previa de individuos a
poblaciones, como en el anlisis considerando asignaciones taxonémicas (5), el nimero 6ptimo de
K fue consistentemente 2 e incluyé individuos de todas las localidades (Figura 7; Anexo 3). De
manera que la estructura genética no es coherente con las poblaciones identificadas a priori ni con
la taxonomia. Ademas, las probabilidades de asignacion fueron simétricas (Figura 7), lo que indica
que el patron de agrupamiento podria ser un artefacto del analisis, dado que el método delta K de

Evanno (2005) no permite calcular valores para K=1.
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Figura 7. Grafica de STRUCTURE de 218 individuos muestreados en México y Estados Unidos. Los
graficos de barras corresponden a cinco poblaciones hipotéticas. Los nimeros en el eje Y se refieren a la
probabilidad de que un individuo sea asignado a esa poblacién, mientras que los nimeros del eje X se
refieren a las subdivisiones taxondmicas subespecificas de Myotis velifer (1=M. v. velifer, 2= M. v. incautus,
3= M. v. peninsularis, 4= M. v. brevis, 5 = M. v. grandis).

Relaciones haplotipicas y filogenéticas

En los cladogramas y redes haplotipicas con los genes nucleares la agrupacion de los haplotipos
fue indiferenciada entre localidades de Estados Unidos y México, sin mostrar estructura genética
acorde con la taxonomia a nivel subespecifico. Los cladogramas, presentaron un alto soporte de
ramas basales para la totalidad de haplotipos. En cuanto a la red haplotipica, el nimero total de
haplotipos fue el doble del nimero de individuos muestreados y se observaron haplotipos de un

mismo individuo en diferentes partes de la red (Figuras 8-10).

Asimismo, se existieron algunas diferencias en cuanto a las relaciones haplotipicas para los
diferentes genes. Por ejemplo, tanto en la red de APOB como en RAG2 se obtuvo un haplotipo
central con varios nodos conectados a éste, mostrando que la mayoria de los individuos de la

poblacion comparten un haplotipo en comun con algunos haplotipos derivados; en contraste, CMH
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presentd una red con mayor cantidad de haplotipos que se representan en varios nodos separados

de diferentes frecuencias haplotipicas (Figura 10).

El cladograma resultante del anélisis concatenado de los genes nucleares mostro un bajo soporte
en varias de sus ramas, por lo que la resolucion del arbol fue insuficiente para identificar relaciones

filogenéticas entre poblaciones, sin una separacion definida con el grupo externo utilizado (Figura
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Figura 10. Red haplotipica y cladograma de los 57 haplotipos para el gen nuclear del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH). lIzquierda: Red haplotipica donde cada linea corresponde a un paso
mutacional. La dimension de los 6valos en la representacion refleja la frecuencia haplotipica, y los circulos
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cuyos valores de probabilidad posterior se presentan arriba de las ramas. Los circulos al final del cladograma
representan las subespecies de Myotis velifer. Los circulos de distintos colores significan que un mismo
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Figura 11. Cladograma de 105 haplotipos de la region nuclear concatenada. Los valores de probabilidad
posterior se presentan arriba de las ramas. Los circulos al final del cladograma representan las subespecies
de Myotis velifer. Los circulos de distintos colores significan que un mismo haplotipo puede estar presente
en diferentes areas de distribucion correspondientes a distintas subespecies.
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Distancia geneética

La distancia genética media entre los haplotipos mostro valores mas altos para CMH, con 3% y
mayores rangos (0 — 8.36%), comparativamente APOB y RAG2 que presentaron valores bajos de
distancia (0 a 1%) y rangos (0 a 1.4%.) Las distancias comparadas con M. yumanensis fueron de

1.4% con RAG2 y de 2.1% con APOB (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentajes de distancias genéticas por gen nuclear analizado.

APOB CMH RAG2
Entre haplotipos
X 1% 3% 0
Rango 0.33-1.19% 0-8.36% 0-1.45%
M. velifer vs Grupo externo
M. velifer vs M. yumanensis 2.10% - 1.40%
M. velifer vs M. lucifugus - - -
M. velifer vs M. vivesi - 19.70% -

Nota. Se presentan la distancia genética media y el rango observados entre haplotipos para cada gen, ademas de las
distancias comparativas respecto a los grupos externos utilizados.

Aislamiento por distancia

La prueba Mantel mostré una correlacion negativa y no significativa (r2= -4.5536; p>0.05) entre

las distancias geneticas y geogréaficas (Figura 12).
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Figura 12. Gréfico de la correlacion entre distancias geogréaficas y distancias genéticas concatenadas de la
region nuclear. El analisis revel6 una correlacion no significativa entre las distancias geograficas y las
distancias genéticas nucleares.

Flujo génico

Los analisis de aislamiento-migracion (IMA3) realizados con los datos nucleares y de COI para los
dos grupos genéticos identificados (K=2, Anexo 3), revelaron que la tasa de migracion (2Nm) en
ambas direcciones fue significativamente mayor que cero (>0). Estos resultados se respaldan con
la prueba de razon de verosimilitud marginal de Nielsen y Wakeley (2001), obteniendo
estimaciones de 2Nm significativos (p<0.001). La distribucion de las tasas de migracion sugiere
un nivel flujo génico alto y significativo, desde el grupo genético 1 hacia el grupo 2, (2Nm=12.1),

asi como en la direccion opuesta (2Nm=81.7).
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Discusion

Delimitacion molecular de las subespecies de Myotis velifer

Este estudio, que incluye el mayor nimero de muestras y localidades analizadas hasta la fecha para
Myotis velifer a nivel molecular, no revel6 una concordancia entre la variacion y estructura genética
y las delimitaciones geogréficas de las subespecies reconocidas a la fecha (MDD, 2023).
Es decir, nuestros resultados genéticos (marcadores nucleares y mitocondriales), considerando toda
la  distribucion, no respaldan la taxonomia  subespecifica de M. velifer.
Estos hallazgos son similares a lo reportado por Parlos (2008) para algunas poblaciones en los
Estados Unidos, donde tampoco se encontré un soporte genético a partir de microsatélites y

citocromo b mitocondrial consistente con las subespecies de M. velifer para esa region.

Nuestros resultados mitocondriales mostraron desde una baja (region control) hasta una moderada
estructuracion genética (COI y datos concatenados), apoyados también por los valores de FST, asi
como por los patrones genealdgicos y filogenéticos, sin mostrar correspondencia con la
distribucion geogréfica de las subespecies reconocidas de M. velifer. Para la region control, no se
recuperd ningun tipo de estructura genética y, filogenéticamente, se evidencid la agrupacién de
todos los haplotipos en un mismo clado monofilético mostrando una homogeneidad genética e
interconexion de haplotipos sin un patrén claro. Este patron es similar al reportado en otras especies
de murciélagos, como Tadarida brasiliensis (I. Geoffroy, 1824) (Rusell et al., 2005) y
Leptonycteris yerbabuenae (Trejo-Salazar et al., 2021), las cuales presentan un patron de
distribucion similar al de M. velifer. Sin embargo, difiere de lo observado en otras especies con

distribuciones amplias en México, como Pteronotus fulvus (Thomas, 1892) (Guevara-Chumacero
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et al., 2010) y Natalus mexicanus (Lépez-Wilchis et al., 2021), que si muestran estructuracion

genética geografica.

Con COl, identificamos tres haplogrupos separados por distancias genéticas entre 1.2 y 2.5%, que
de acuerdo a Rodriguez y Ammerman (2004) y Baker y Bradley (2006), corresponden a valores
dentro del rango de variabilidad intraespecifica para el género Myotis con cytb y por Clare et al.
(2007) respecto a COIl. El haplogrupo I incluyé un dnico haplotipo que correspondi6 al rango de
distribucion de la subespecie M. v. velifer, el cual se encontr6 en la zona de Transicién Mexicana
Yy, en un principio, podria considerarse endémico de la region. Sin embargo, el analisis genealdgico
revel6 la presencia de varios haplotipos no muestreados que lo separan de los otros dos
haplogrupos. Esto sugiere que esta variante genética podria estar presente en otras poblaciones y
que no fue detectada debido al muestreo limitado en estas areas geograficas. El haplogrupo Il se
integrd por nueve haplotipos de las regiones centro-norte, centro-sur y oeste de los Estados Unidos
(Kansas, Oklahoma, Texas y Nuevo México), correspondientes a las areas de distribucion de las
subespecies M. v. grandis y M. v. incautus. Este haplogrupo presenté méas de 10 pasos mutacionales
con respecto a los haplogrupos | y IlI; sin embargo, también existen varios haplotipos no
muestreados que lo separan, por lo que esta separacion podria ser producto de una falta de muestreo
para individuos de las poblaciones en esta region. Este resultado también podria estar relacionado
con los patrones de migracion reportados para esta region, donde se han registrado poblaciones
residentes durante todo el afio, asi como otras que presentan migracion (Twente 1955b; Hayward,
1970; Humphrey y Oli 2015), dinamica que podria haber generado una posible reduccion del flujo
genético historico entre las localidades o poblaciones de hembras no migratorias. Finalmente, el

haplogrupo 111 presentd 42 haplotipos pertenecientes a individuos de toda la region geografica
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muestreada en Meéxico y Estados Unidos; incluso agrup6 haplotipos con individuos de las
localidades identificadas en el haplogrupo Il. Ademas, este haplogrupo incluyé a todas las
designaciones taxonomicas subespecificas de la especie, lo que permite inferir una amplia
conectividad genética historica de las hembras a lo largo de su distribucion, sin verse afectada por
barreras fisicas o conductuales. Limitaciones en el reconocimiento taxonémico subespecifico de
murciélagos a partir del COI ya han sido documentadas para algunas especies del género Myotis
en Norteamérica (e.g., el complejo M. lucifugus (Korstian et al., 2016), M. melanorhinus y M.
californicus (Véazquez Rueda, 2018), e incluso para otros Myotis del paleartico (Kruskop et al.,
2012; Park et al., 2019). Al respecto, estas diferenciaciones estas diferenciaciones entre marcadores
podrian atribuirse a las tasas de mutacién propias de cada uno (Baker y Marshall, 1997; Clare et
al., 2011), especialmente considerando que la region control exhibe una tasa de mutacion mas alta

en comparacion con el gen COI (Baker y Marshall, 1997).

Por su parte, los datos concatenados de ADNmt mostraron una mayor resolucion, revelando una
estructura genética moderada con la presencia de nueve haplogrupos, donde la mayoria se
conformaron por individuos encontrados en el area geogréfica de dos o tres subespecies diferentes.
Por ejemplo, el haplogrupo 11 presentd individuos de las subespecies M. v. velifer, M. v. incautus
y M. v. brevis, mientras que el haplogrupo IV se conformé por individuos de las subespecies M. v.
brevis y M. v. peninsularis. Excepcionalmente, sélo el haplogrupo VII agrup6 individuos
determinados como M. v. velifer que provenian de la region central de México. No obstante, aunque
no se encontrd una correlacion genética entre las designaciones taxonomicas y los haplogrupos
recuperados, se identificd que estos ultimos presentaron afinidad con regiones geograficas

especificas, las cuales pueden asociarse a distintas ecorregiones segun la delimitacion de CEC
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(2021), como ha sido observado en otros murciélagos como Antrozous pallidus (Weyandt y Van
Den Bussche, 2007), Myotis davidii (You et al., 2010), M. pilosus (Lu et al., 2013), Sturnira
parvidens (Canchola y Ledn-Paniagua, 2017) y otros murciélagos norteamericanos (Patrick y
Stevens, 2016), asi como en roedores (LOopez-Gonzélez et al., 2024). En detalle, los haplogrupos
recuperados con el ADNmt concatenado se encontraron mas limitados geograficamente: por
ejemplo, en las grandes llanuras del centro en Estados Unidos se presentaron los haplogrupos 1-V;
en el Eje Neovolcanico se registro el haplogrupo VII; y en la Sierra Madre Occidental (SMO) se
detectd el haplogrupo Il. Esta distribucion podria estar relacionada con la coexistencia de
poblaciones migratorias y residentes permanentes en estas regiones (Twente, 1955b; Villa, 1966;
Hayward, 1970; Humphrey y Oli, 2015; Flores y Medellin, 2004) y estaria reflejando un flujo
génico histéricamente limitado entre las poblaciones residentes, que contribuiria a una
estructuracion mas regionalizada. Si bien la mayoria de los registros de poblaciones residentes
provienen de Estados Unidos (Twente, 1955b; Hayward, 1970; Humphrey y Oli, 2015), en México
solo se ha documentado una colonia en el Estado de México, que permanece en la misma cueva
durante todo el afio (Flores y Medellin, 2004). Aungue se requiere de mas estudios para determinar
si este comportamiento es generalizado en la region, estos hallazgos no descartan la posibilidad de
que la residencia permanente también ocurra en otras localidades en el Centro de México. En
contraste, otros haplogrupos abarcaron rangos de distribucion mas amplios y heterogéneos, lo que
podria dar cuenta de una dispersion mucho mas generalizada, como por ejemplo el haplogrupo I11
que se encontrd a lo largo de la SMO y en el Eje Neovolcanico, el haplogrupo 1V, que incluyo
haplotipos de las llanuras de los cabos y del pie de monte de la SMO, el haplogrupo VI, que abarcé
las grandes llanuras, el Eje Neovolcanico y las Sierras de Guerrero y Oaxaca, el haplogrupo VIII,

que se ubicé mayormente en el desierto de Norteamérica y, finalmente, el haplogrupo IX, que
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coincidio con las areas del desierto de Norteamérica y las grandes planicies (Fig. 4). Por otra parte,
se identificaron otros patrones relevantes en la distribucién de los haplogrupos mitocondriales,
como lo es la posible influencia de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental, ya que
algunos de los haplogrupos se mantuvieron exclusivamente en la regién al Oeste (I1, IV, VIII) y
otros restringidos al Este (V1), y que coincide con los hallazgos para otros murciélagos en México
(Guevara-Chumcero et al., 2010; Lopez-Wilchis et al., 2021), asi como también del area de la
Transicién Mexicana, en donde se observé que confluyeron otros haplotipos provenientes de las
laderas de las sierras. Al respecto, se puede considerar la importancia que tiene esta regién
geografica en el mantenimiento de una amplia diversidad bioldgica y ecosistémica (Morrone,
2019), similar a lo encontrado en otras especies de murciélagos en las que se han identificado
haplogrupos mitocondriales asociados a esta area (Tadarida brasiliensis - Morales et al., 2016;
Corynorhinus sp. - Lopez-Cuamatzi et al., 2024). Para M. velifer, esta region geogréafica parece
favorecer la presencia de grandes concentraciones poblacionales, evidenciadas en distintas colonias
de maternidad e hibernacion distribuidas a lo largo de su rango (Villa, 1966; Avila-Flores y

Medellin, 2004; Farfan, 2019; Medina-Bello et al., 2023; Ramos-H et al., 2024).

Por otro lado, nuestros analisis genéticos con ADNn revelaron en general bajos niveles de
diferenciacion genética, como lo indican tanto los valores de Fst y los analisis genealdgicos y
filogenéticos que agruparon todos los haplotipos en un Unico grupo. Particularmente, las redes
haplotipicas mostraron conexiones entre individuos de diversas localidades a lo largo de toda el
area de distribucion. No obstante, se evidenciaron algunas diferencias entre los marcadores
nucleares empleados como lo fue para los genes RAG2 y APOB, con respecto al gen CMH. Para

RAG2 y APOB, la estructura genética resulto nula, lo cual se reflejé en la genealogia en forma de
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estrella donde predominé un haplotipo central de alta frecuencia unido a otros haplotipos derivados,
patron consistente con los bajos valores de Fst. De igual manera, con el gen CMH se obtuvo
ausencia de estructuracion genética, a pesar de presentar un mayor numero de haplotipos con
respecto a RAG2 y APOB. La diferencia en cuanto al niumero de haplotipos encontrados entre los
genes RAG2 y APOB vs CMH se debio principalmente a que los primeros dos son genes altamente
conservados y presentan una baja tasa de variacion intraespecifica (Whitfield et al., 2004; de
Camargo y Nahum, 2005), lo que explicaria la baja cantidad de haplotipos que mostraron,
igualmente congruente con los resultados de otros estudios con murciélagos a nivel de especie
(Desmodus rotundus (E.Geoffroy, 1810) - Martins et al., 2009; Corynorhinus sp. H.Allen, 1865 -
Lopez-Cuamatzi et al., 2024), a pesar de que en otros estudios con mamiferos han ayudado a la
identificacion de nuevos taxones intraespecificos o para la delimitacion de especies (e.g.,
murciélagos - Carrion-Bonilla et al., 2024; musarafias - Chen et al., 2023). Asimismo, han
permitido inferir relaciones filogenéticas interespecificas de murciélagos del género Myotis
(Stadelmann et al., 2007; Marchesin et al., 2008; Lack et al 2010; Liu et al., 2023). Por su parte,
el gen CMH, se caracteriza por su alta tasa de evolucion, su importancia en la respuesta inmune
adaptativa (Spurgin y Richardson, 2010; Richman et al., 2010) y por una notable variabilidad intra
e interespecifica, que ha sido reportada en diversos estudios de murciélagos (Saccopteryx bilineata
- Mayer y Brunner, 2007; murciélagos del nuevo mundo - Schad et al., 2012; Artibeus jamaicensis
- Real-Monroy et al., 2014; Carollia perspicillata, Desmodus rotundus y Molossus molossus -
Salmier et al., 2016; Myotis lucifugus - Yi et al., 2020) y, particularmente para la especie de este
estudio (M. velifer), donde Richman et al. (2010), a partir de este marcador evaluaron el nivel de
polimorfismo del complejo mayor de histocompatibilidad y la diversidad de secuencias en una

muestra de 24 individuos de la localidad Llano Grande, San Luis Potosi (México), en la que

56



encontraron 28 haplotipos diferentes con un alto nivel de polimorfismo. Cabe sefialar que en este

ultimo estudio no se evaluaron aspectos de estructura o diferenciacion geografica de la especie.

La falta de congruencia entre los grupos genéticos y las subespecies documentadas para M. velifer
también se evidencio en los analisis de agrupacion bayesiana. Esta ausencia de diferenciacion
genética sugiere un alto flujo génico dentro de la poblacién, lo que es consistente con las
estimaciones de la tasa de migracion cuyos valores indican que, el nimero efectivo de migrantes
por generacion es lo suficientemente alto para permitir el intercambio genético entre poblaciones
y evitar la presencia de estructuracion genética (Slatkin, 1985). A su vez, la ausencia de estructura
poblacional observada en nuestros datos de ADNn para M. velifer, se veria favorecida por las
diferencias en el comportamiento reproductivo de la especie. Por ejemplo, aungue la copula de los
machos ocurre principalmente en otofio, en los Estados Unidos se han reportado casos copulas
durante el invierno (Fitch et al., 1981) o incluso en primavera durante el mes de abril (Dunnigan y
Fitch, 1967). En México, especialmente en Veracruz, se ha reportado la presencia de hembras
gestantes tanto en diciembre como en marzo (Hall y Dalquest, 1963). Estas observaciones sugieren
que la especie podria reproducirse en distintas estaciones, lo que, a su vez facilita la interaccion
entre grupos reproductores de diversas localidades y por lo tanto el flujo génico dentro de la
poblacion. La ausencia de estructuracion genética identificada coincide con los hallazgos de
investigaciones previas para la especie en las poblaciones de los Estados Unidos, a partir del uso
de microsatélites (Parlos, 2008). Este patron de estructura también ha sido identificado en otros
murciélagos norteamericanos, como el murciélago cola peluda rojizo (Lasiurus borealis) y el
murciélago nevado (L. cinereus), (Korstian et al., 2015). Sin embargo, esta informacion contrasta

con lo reportado en otras especies de murciélagos norteamericanos que se distribuyen en simpatria
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(Weyandt & Van Den Bussche, 2007; Guevara-Chumacero et al., 2010; Hernandez-Canchola &
Ledn-Paniagua, 2017; Zarate-Martinez et al., 2018; Lopez-Wilchis et al., 2021; Trejo-Salazar et

al., 2021).

Estos resultados respaldan la gran adaptabilidad de la especie, que se evidencia a partir de
capacidad para ocupar una amplia variedad de habitats, incluyendo praderas, zonas desérticas,
bosques y selvas (Miller y Allen, 1928; VVaughan, 1954; Hayward, 1970, Kunz, 1974), asi como su
alta capacidad de dispersion que, como se ha documentado, puede ser de cientos de kilometros
cuadrados incluso fuera de los periodos migratorios (Villa, 1966; Hayward, 1970). La
inconsistencia genética y taxondémica también ha sido documentada en varias especies de
murciélagos, incluyendo M. lucifugus, M. myotis y Tadarida brasiliensis (Lausen et al., 2008;
Furman et al., 2014; Morales et al., 2016) y demuestra que las variaciones morfologicas
tradicionalmente utilizadas para definir subespecies, como en el caso de M. velifer (Vaughan, 1954;
Allen, 1896; Miller & Allen, 1928; Choate & Hall, 1967), podrian ser en su mayoria rasgos
influenciados por factores ambientales que no reflejan una diferenciacion genética (Stevens et al.,
2016; Morales et al., 2018; Stevens, 2023). Por lo tanto, considerando la falta de congruencia entre
los resultados de estructuracion genética mitocondrial y nuclear y las subespecies reconocidas para
M. velifer, este estudio no sustenta la presencia de subespecies para M. velifer y, en su lugar, se

sugiere considerarla como especie monotipica.
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Hipotesis de filopatria en Myotis velifer

Los andlisis genéticos mostraron un patrén genético diferencial entre el ADNmty el ADNn, donde
la estructura genética matrilineal fue mayor que la biparental, lo que respaldaria la hip6tesis de una
evidencia indirecta de que las hembras de Myotis velifer han presentado histéricamente cierto grado
de filopatria natal. Las diferencias a nivel de estructuracién genética para ambos marcadores
indicaron que, aunque la dispersion de las hembras muestra una tendencia a permanecer en
determinadas zonas, los machos estarian promoviendo la mayor parte del flujo genético y
minimizando la diferenciacion genética, probablemente a partir del apareamiento intercolonial,
como se ha reportado tipicamente en otras especies de vespertilionidos. Algunos de ellos como M.
velifer exhiben comportamientos de agrupamiento (Hayward, 1970; Fitch et al., 1981), por
ejemplo, M. lucifugus y M. septentrionalis (Dixon, 2011; Johnson et al., 2015) en Norteamérica, y
con M. nattereri (Rivers et al. 2005) y M. bechsteinii (Kerth et al., 2003) en Europa. Este sesgo en
el flujo sexual entre machos y hembras se podria respaldar a través del significativo aislamiento
por distancia observado con los marcadores mitocondriales, en contraste con la ausencia de este

patron en los marcadores nucleares, que sugieren una mayor movilidad de los machos.

Esta hipdtesis de filopatria en Myotis velifer tiene sustento a partir de estudios previos realizados
en los Estados Unidos para la especie, donde se han documentado patrones estacionales de
movimiento, que indican una mayor probabilidad de regreso de los individuos a las areas de origen,
principalmente en primavera y otofio en comparacion con el verano (Hayward, 1970); incluso en
areas que se han caracterizado por ser poblaciones de residentes permanentes, como lo es

Oklahoma, donde las congregaciones de hembras en las cuevas de maternidad corresponden tanto
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a hembras que provienen de otras areas, como a aquellas que residen de manera habitual en estas

localidades (Humphrey y Oli, 2015).

Esta posibilidad de filopatria femenina y flujo genético mediado por machos podria explicar,
adicionalmente, la falta de congruencia entre los patrones de estructuracion del ADNmt y ADNn,
sin embargo, no se descartan otros factores que podrian estar influyendo en los resultados, como
las diferencias en las tasas de mutacion y las presiones selectivas inherentes a cada marcador (Baker
y Marshall, 1997; Whitfield et al., 2004; de Camargo y Nahum, 2005; Kelley et al., 2005; Clare et
al., 2011). Asimismo, los tiempos de coalescencia y los tamarios efectivos de la poblacion permiten
que el ADNmt detecte divergencias poblacionales relativamente recientes, mientras que los genes
nucleares empleados requieren mayor tiempo para reflejar dichas diferenciaciones (Zink y
Barrowclough, 2008). Esta diferencia en la estructuracién genética entre marcadores
mitocondriales y nucleares, ya habia sido documentada para M. velifer en Estados Unidos a partir
de otros marcadores moleculares (cytb y microsatélites - Parlos, 2008), y se ha observado en otros
estudios con especies del género Myotis, como M. myotis (Castella et al., 2001), M. septentrionalis
(Arnold, 2007; Johnson et al. 2015), M. nattereri (Rivers et al., 2005), M. lucifugus (Burns et al.,
2014; Vonhof et al., 2015; Johnson et al. 2015), M. sodalis (Vonhof et al., 2016), M. davidii (You
et al., 2010), M. bechsteinii (Kerth et al., 2002), M. mystacinus, M. davidii (Coraman et al., 2020)

y M. emarginatus (Uvizl y Benda, 2021).

A la luz de nuestros resultados, es fundamental profundizar en los andlisis genéticos y
filogeograficos de Myotis velifer mediante el uso de otros marcadores moleculares como SNPs y

microsatélites, con el fin de obtener una vision contemporanea de la dindmica poblacional en
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términos de la estructura génica y la distribucion de la poblacion. Preferiblemente, estos estudios
deben complementarse con analisis morfologicos y ecoldgicos que permitan caracterizar las

diferencias entre machos y hembras, proporcionando asi una comprension integral de los procesos

influyentes en la estructura genética de la especie.
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Conclusiones

Los resultados de los andlisis filogenéticos, genealdgicos y de estructura genética, con base en dos
genes mitocondriales y tres nucleares, no mostraron patrones de diferenciacion genética
congruentes con las delimitaciones geograficas de las subespecies, actualmente reconocidas, que
respalden la hipétesis planteada. En general, se encontr6 una amplia homogeneidad genética que
sugiere altos niveles de flujo génico entre las poblaciones, por lo que no se considera adecuado

definir subespecies, en su lugar, se propone tratar a M. velifer como una especie monotipica.

La estructuracion observada con base en los genes mitocondriales concatenados y patrones
filogenéticos y genealdgicos fue moderada, mostrando haplogrupos asociados con ciertas
ecorregiones. Asimismo, los resultados sugieren tanto cierta fidelidad de las hembras a sus lugares
de nacimiento (filopatria) como dispersiéon, lo cual mantiene flujo génico y reduce la diferenciacion

genética a lo largo de la distribucion.

Los datos nucleares evidenciaron una ausencia de estructuracion genética y una amplia mezcla
genética atribuible a un flujo génico constante entre poblaciones. Este patron fue corroborado con
los porcentajes simétricos de asignacion obtenidos en los analisis de agrupacion bayesiana y en las
estimaciones de la tasa de migracion que indicaron un numero efectivo de migrantes por generacion
suficientemente alto para permitir el intercambio genético entre poblaciones y evitar la presencia

de estructuracion genética dentro de la especie.
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En conjunto, la informacion contrastante en donde el ADNmt mostr6 mayor estructuracion con
respecto al ADNN, podria apoyar la hipotesis de que las hembras de M. velifer exhiben cierto grado
de filopatria natal y que los machos son los que permiten el flujo genético. Sin embargo, no se
descarta que esta diferenciacion puede estar influenciada por otros factores que no son excluyentes
entre si, como lo son las tasas de mutacion, los tiempos de coalescencia y los tamafios efectivos,

los cuales no son mutuamente excluyentes.
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Perspectivas

Se recomienda que estudios futuros sobre Myotis velifer expandan el muestreo a lo largo de su
distribucion en Centroamérica e integren marcadores nucleares codominantes (e.g., microsatélites
0 SNPs) que permitan detectar procesos evolutivos y eventos de flujo génico reciente, con el fin de
evaluar si la falta de estructuracion genética persiste entre las poblaciones o, por el contrario, se
reflejan patrones de diferenciacion genética contemporaneos. Ademas, es indispensable
complementar los andlisis genéticos con estudios de morfometria geométrica y de nicho ecoldgico

gue en conjunto serviran para ver si existe alguna correlacion genética con la ambiental.
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Anexo 1

Tabla. Localidades de las muestras de Myotis velifer utilizadas en este estudio.

. Tamarfio
Subespecies Pais Estado Localidad/ Latitud Longitud Coleccion de
Condado
muestra
M.v. mx ~ BaaCalifornia o o pia 234721 -100,808 1% 1
peninsularis Sur
MX Chihuahua Bocoyna 27,7198 -107,444 2 8
MX Chihuahua ~ CUddalupe o5 o701 107,046 2 4
y Calvo
MX Ciudadde o oiic 19,2261  -98,9661 1% 1
Meéxico
MX Durango Mezquital 23,6795  -104,297 8
MX Durango Ocampo 26,5010 -105,639 10
MX Estadode . oadas 19,7614  -99,4900 1 7
Meéxico
MX Estado de Pena 491204  -100,101 1 7
México Blanca
M. v. velifer MX Hidalgo Cardonal 20,6799  -99,1342 2
MX Morelos Tlaltizapan 18,7501 -99,1898 2
MX Oaxaca San 969648  -109,265 1* 10
Sebastian
MX Puebla Nauzontla 19,9486 -97,6063 1* 10
MX Sinaloa Mocorito 25,0236 -107,840 4
MX Sonora Cajeme 27,731 -109,875 1
MX Sonora Navojoa 26,9648 -109,265 3
MX Tlaxcala Tlaxco 19,6205 -98,0338 1* 10
MX Veracruz Coatepec 19,4903 -96,9464 2
MX Zacatecas Tabasco 21,8253 -102,928 2
MX Chihuahua casas 30,325  -108,095 2 9
Grandes
San
MX Chihuahua Francisco 27,5097 -105,319 2 8
de Conchos
MX Coahuila SIerma o7 0913 -103,739 2 1
Mojada
M. V. MX Durango Guanacevi 25,9305  -105,955 2 5
incautus MX Durango Nazas 25,262 -104,050 2 8
MX Durango San 26,3916  -105,727 2 10
Bernando
MX Tamaulipas Jiménez 19,9486  -97,60633 1* 10
USA Nuevo México Lincoln 3 10
USA Nuevo México Eddy 4 10
USA Texas Brewster 5 5
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USA Texas Presidio 5 2
USA Texas Val Verde 5 7
USA Texas Webb 5 8
USA Texas Hidalgo 5 4
USA Texas Hays 6 10
USA Texas Cottle 7 10
USA Oklahoma Woodward 8 5
M. v. grandis USA Kansas Barber 9 5
USA Kansas Ford 9 2
USA Arizona Cochise 10, 11 8

1. Laboratorio de Biologia y Ecologia de Mamiferos de la Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-I).
*Estas muestras fueron colectadas siguiendo el método de Worthington y Barratt (1996).

2. Coleccion Regional Durango- Mammalia (CRD) del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional (CIIDIR), Unidad Durango (CIDIIR)

3. Bureau of Land Management- New Mexico (BLM)

4. Carlsbad Caverns National ParkCarlshad

5. Angelo State Natural History Collection (ASNHC)

6. Texas Parks and Wildlife Department

7. Bat Conservation International

8. University of Oklahoma

9. Kansas Parks and Wildlife Department

10. Department of Defense- Fort Huachuca

11. University of Arizona



Anexo 2

Protocolo de extraccién de ADN animal, CTAB 2%-SDS 10%

Dia 1l

1. Enjuagar las muestras de tejido utilizando micro tubos de 500 ul y agua inyectable, se recomienda repetir al
menos una vez para eliminar tanto etanol como sea posible y utilizar un tubo para cada muestra.

2. Colocar cada muestra de tejido en micro tubos de 1.5 pl debidamente rotulados, la muestra debera quedar
cerca de la boca del tubo para facilitar el secado. Dejar reposando por 5 minutos o hasta que se haya evaporado
la mayor cantidad de agua posible.

3. Una vez seca, la muestra debera ser pesada en una balanza analitica, anotar la masa indicada por la balanza
en la bitacora. Es importante manipular la muestra de tejido con cuidado para evitar contaminacion. En caso
de que la muestra de tejido sea muy pequefia o fragil omita este paso.

Colocar la muestra de tejido en el fondo de su respectivo tubo y afiadir 900 pl de CTAB 2% y 65 pl de SDS
10%, agitar para homogeneizar. Posteriormente, afiadir 20 pl de RNAsa y colocar los tubos en incubadora
(37-60° C/agitacion moderada/30 min).

4. Agregar 20 ul de proteinasa K y dejar incubando (50-56°C/Agitacion moderada) durante el transcurso de la

noche.
Dia 2

1. Retirar los tubos de la incubadora y esperar a que se enfrien a temperatura ambiente, posteriormente afiadir
500 pl de solucidn cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo. Centrifugar los tubos a 10,000 rpm por
10 minutos. *Extremar precauciones al manipular cloroformo, evitar respirar 1os vapores y tener contacto
directo con el liquido.

2. Retirar los tubos de la centrifuga y recuperar el sobrenadante, hecho esto, trasladar el volumen recuperado en
tubos debidamente marcados. Agregar 2/3 del volumen recuperado de isopropanol frio y 325 ul de acetato de
sodio 3M. Homogeneizar invirtiendo cuidadosamente los tubos y almacenarlos a -20°C por 24 horas.

Dia 3

1. Centrifugar los tubos a 12,000 rpm por 10 minutos. Retirar los tubos cuidadosamente y recuperar el tampén
o pellet de ADN vaciando cuidadosamente el contenido liquido de los tubos (podria ser no visible, pero se
deduce que se encuentra en el fondo).

2. Resuspender el pellet de ADN afiadiendo 1 ml de etanol al 70%, posteriormente, centrifugar los tubos a 14,000
rpm por 10 minutos.

3. Retirar cuidadosamente los tubos de la centrifuga y eliminar el etanol, inclinando los tubos y vaciando su
contenido liquido cuidadosamente para evitar perder el pellet de ADN. (Este paso puede repetirse)

4. Secar el pellet de ADN colocando los tubos en la centrifuga de vacio con las tapas abiertas, retirar los tubos
hasta que se haya eliminado cualquier rastro de etanol.

5. Resuspender ADN agregando 20-50 pl de agua destilada, agitar suavemente para favorecer la dilucion,

también se recomienda calentar los tubos a temperatura moderada (30-40°C).
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Anexo 3

Tabla. Tabla con los grupos genéticos K=2 con sus respectivos porcentajes de asignacion.

N.
in di\'/\:duos Subespecie Localidad geﬁgggg 1 indi\;iduo Subespecie Localidad geﬁé?igg 2
1 M. v. velifer Tlax2a 0.5900 1 M. v. velifer Tlaxla 0.5480
2 M. v. velifer Tlax3a 0.5444 2 M. v. velifer Tlax6a 0.6154
3 M. v. velifer Tlax4a 0.6370 3 M. v. velifer Tlax10a 0.5296
4 M. v. velifer Tlax5a 0.5594 4 M. v. velifer Cascda 0.6272
5 M. v. velifer Tlax7a 0.5602 5 M. v. velifer Cascba 0.6206
6 M. v. velifer Tlax8a 0.5592 6 M. v. velifer Casc9a 0.5470
7 M. v. velifer Tlax9a 0.6678 7 M. v. velifer Gpe2a 0.6248
8 M. v. velifer Cascla 0.5128 8 M. v. velifer Mctoda 0.5478
9 M. v. velifer Casc8a 0.6664 9 M. v. velifer Mzt2a 0.5222
10 M. v. incautus Gevila 0.5898 10 M. v. velifer Mztda 0.5440
11 M. v. incautus Gevi2a 0.5898 11 M. v. velifer Mzt6a 0.5348
12 M. v. incautus Gevi3a 0.5812 12 M. v. velifer Mzt7a 0.5226
13 M. v. incautus Gevida 0.5780 13 M. v. velifer Mzt8a 0.6244
14 M. v. incautus Geviba 0.5788 14 M. v. velifer Chztla 0.5398
15 M. v. velifer Gpela 0.6142 15 M. v. velifer Chzt2a 0.5196
16 M. v. velifer Gpe3a 0.6136 16 M. v. velifer Chzt4a 0.5104
17 M. v. velifer Mctola 0.6368 17 M. v. velifer Chzt7a 0.5646
18 M. v. velifer Mcto2a 0.4760 18 M. v. velifer Chzt9a 0.5348
19 M. v. velifer Mcto3a 0.5788 19 M. v. incautus Jmz2a 0.6300
20 M. v. velifer Mztla 0.5698 20 M. v. incautus Jmzba 0.6010
21 M. v. velifer Mzt3a 0.5894 21 M. v. incautus Jmz8a 0.5462
22 M. v. velifer Mzt5a 0.5546 22 M. v. incautus Jmz9a 0.6084
23 M. v. velifer Chzt3a 0.5756 23 M. v. incautus Jmz10a 0.6218
24 M. v. velifer Chzt5a 0.6078 24 M. v. velifer Grs2a 0.5668
25 M. v. velifer Chzt6a 0.5784 25 M. v. velifer Grsda 0.5376
26 M. v. velifer Chzt8a 0.5130 26 M. v. velifer Grs7a 0.6858
27 M. v. velifer Chzt10a 0.6646 27 M. v. velifer Grs9a 0.6002
28 M. v. incautus Jmz3a 0.5120 28 M. v. velifer Njoala 0.6166
29 M. v. incautus Jmz4a 0.5076 29 M. v. velifer Njoa3a 0.5410
30 M. v. incautus Jmz6a 0.6030 30 M. v. velifer Cajla 0.6146
31 M. v. velifer Grsla 0.5132 31 M. v. velifer Bocla 0.5442
32 M. v. velifer Grs3a 0.5992 32 M. v. velifer Boc2a 0.5990
33 M. v. velifer Grsba 0.5634 33 M. v. velifer Boc3a 0.6106
34 M. v. velifer Grsba 0.5518 34 M. v. velifer Bocbha 0.5112
35 M. v. velifer Grs8a 0.5130 35 M. v. velifer Boc6a 0.6768
36 M. v. velifer Grs10a 0.5896 36 M. v. incautus CGrla 0.5408
37 M. v. velifer Njoa2a 0.5720 37 M. v. incautus CGr2a 0.4516
38 M. v. velifer Boc4a 0.6098 38 M. v. incautus CGr6a 0.5016
39 M. v. velifer Boc7a 0.6564 39 M. v. incautus CGr8a 0.5762
40 M. v. velifer Boc8a 0.6662 40 M. v. incautus CGr9a 0.5974
41 M. v. incautus CGr3a 0.6010 41 M. v. incautus SFch3a 0.5156
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0.5378
0.5156
0.6226
0.5968
0.6318
0.5352
0.5216
0.5004
0.5384
0.5624
0.5280
0.5618
0.5230
0.6248
0.6236
0.6158
0.5156
0.6140
0.6044
0.6144
0.6242
0.6156
0.5772
0.6002
0.5776
0.5316
0.5126
0.5312
0.5528
0.5536
0.6464
0.5466
0.5800
0.5246
0.5984
0.5288
0.6192
0.5462
0.5838
0.5240
0.5378
0.5562
0.5120
0.5020
0.5150
0.5546
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90 M. v. incautus Verd2a 0.5514 90 M. v. grandis Cott8a 0.5144
91 M. v. incautus Verd3a 0.5642 91 M. v. grandis Cott9a 0.6310
92 M. v. incautus Verd6a 0.6482 92 M. v. grandis Woodla 0.6858
93 M. v. incautus Verd7a 0.6546 93 M. v. grandis Wood2a 0.5536
94 M. v. incautus ~ Webbla 0.5048 94 M. v. grandis Wood5a 0.6150
95 M. v. incautus ~ Webb3a 0.5996 95 M. v. grandis Barb3a 0.5488
96 M. v.incautus  Webbb5a 0.6154 96 M. v. grandis Barb4a 0.5220
97 M. v. incautus ~ Webb6a 0.6596 97 M. v. grandis Barb5a 0.6976
98 M. v.incautus  Webb7a 0.5784 98 M. v. brevis Coch4a 0.6258
99 M. v.incautus  Webb8a 0.5830
100 M. v. incautus Lincla 0.5668
101 M. v. incautus Linc2a 0.5572
102 M. v. incautus Linc3a 0.6022
103 M. v. incautus Linc5a 0.6376
104 M. v. incautus Linc8a 0.6560
105 M. v. incautus Lincl0a 0.6042
106 M. v. grandis Cott3a 0.5724
107 M. v. grandis Cottda 0.5720
108 M. v. grandis Cottba 0.5566
109 M. v. grandis Cott7a 0.6588
110 M. v. grandis Cott10a 0.5486
111 M. v. grandis Wood3a 0.5648
112 M. v. grandis Wood4a 0.5852
113 M. v. grandis Barbla 0.5722
114 M. v. grandis Barb2a 0.5582
115 M. v. grandis Ford2a 0.5338
116 M. v. brevis Cochla 0.5172
117 M. v. brevis Cochba 0.6670
118 M. v. brevis Coch6a 0.6678
119 M. v. brevis Coch7a 0.5640
120 M. v. brevis Coch8a 0.5522




Casa sbierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00243
Matricula: 2223803747

4 —

Variacién Genética del
Murciélago Myotis velifer
(Chiroptera:
Vespertilionidae)

En la Ciudad de México, se presentaron a las 13:00 horas
del dia 16 del mes de julio del afio 2025 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. MARIA LUISA NUREZ RESENDIZ

DRA. TANIA GARRIDO GARDURNO

DR. FRANCISCO JOSE GUTIERREZ MENDIETA

DRA. VERONICA ZAMORA GUTIERREZ
Bajo la Presidencia de 1la primera y con cardcter de
Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOLOGIA

DE: LAURA YANETH BOLIVAR HOYOS
y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
. . Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
e i e Auténoma Metropolitana, los miembros del  jurado
AN al gt resolvieron:
* o .
*ves LAURAYANETH BOLIVAR HOYOS
oty ALUMNA
L oo )
APROBAR
REVISO
Acto continuo, 1la presidenta del 3jurado comunicé a la
interesada el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
ARERRANO DE LA PAZ
\TEMAS ESCOLARES
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS PRESIDENTA
DR. JOSE LUIS GOMEZ OLIVARES DRA. MARIA LUISA NUNEZ RESENDIZ
VOCAL SECR;?RIA
[—
DR. FRANCISCO JOSE GUTIERREZ DRA. VERONICA ZAMORA GUTIERREZ
MENDIETA




