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RESUMEN

El subgénero Pteronotus comprende murciélagos insectivoros neotropicales de la
familia Mormoopidae. Actualmente se consideran tres especies, P. dawyi, P. fulvus y P.
gymnonotus, con dos subespecies P. d. davyi y P. d. incae. En el presente trabajo se
determinaron los linajes genéticos y las relaciones filogenéticas de P. d. davyi, P. fulvus,
y P. gymnonotus, utilizando secuencias nucleotidicas del gen de Citocromo Oxidasa
subunidad | (COI) del ADN mitocondrial, dos intrones (PRKCL y STAT5A) y el gen
nuclear Activador de la Recombinacion 2 (RAG2) del ADN nuclear. Posteriormente, se
evallo una posible introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus utilizando ADN
nuclear (6 loci de microsatélites) y ADN mitocondrial (COIl). Se observo una estructura
genética mitocondrial bien definida, identificando tres linajes evolutivos que
corresponde a los taxa descritos que se diversificaron entre 1.025 y 2.188 Ma,
posiblemente en Centroamérica o al Norte de Sudamérica. Este periodo corresponde a
oscilaciones climaticas y fluctuaciones del nivel del mar, que sucedieron en esta zona
geografica y que afectaron la composicidn y el habitat de la regién, caracteristicas que

pudieron haber promovido la diversificacion del subgénero Pteronotus.

En cuanto a la introgresion entre P. gymnonotus y P. fulvus, con los microsatélites se
identificaron de 10 a 42 hibridos que corresponde al 5.7-35.2% del total de las muestras
estudiadas, los resultados de las tasas de migracion revelan que el flujo genético es
histérico, con una mayor flujo genético de P. fulvus a P. gymnonotus. Mientras que los
resultados con COlI revelan una captura mitocondrial de P. fulvus en todos los individuos
de P. gymnonotus de México, Guatemala y parte de Panama, con un mayor nimero de

migrantes de P. fulvus a P. gymnonotus (6.3 migrantes por generacion P. fulvus a P.




gymnonotus y 1.5 de P. gymnonotus a P. fulvus). Estos resultados indican la presencia
de introgresidn genética historica y asimétrica, posiblemente facilitada por Ila

colonizacion de P. gymnonotus en Centroamérica y México.

ABSTRACT

The subgenus Pteronotus, neotropical insectivorous bats includes the Mormoopidae
family, the which currently has three species P. davyi, P. fulvus and P. gymnonotus in
where two subespecies are considered P. d. davyi y P. d. incae. In the present work,
the evolutionary lineages and the phylogenetic relationships of P. d. davyi, P. fulvus
and P. gymnonotus, were studied using nucleotide sequences of the Cytochrome
Oxidase subunit I (COI) from the mitochondrial DNA, also two introns (PRKCL and
STAT5A) and the Nuclear Gene Activator of the Recombination 2 (RAG2) of the
nuclear DNA, subsequently a possible genetic introgression between P. fulvus and P.
gymnonotus was evaluated using nuclear DNA (6 microsatellite loci) and mitochondrial
DNA (COlI). A well-defined mitochondrial genetic structure was observed, identifying
three monophyletic evolutionary lineages, which correspond to the described taxa,
which diversified between 1.025 and 2.188 Ma, possibly in Central America or the north
of South America, this period of time corresponds to climatic oscillations in the
geographical area and that may affected the composition and habitat of the region,
characteristics that could have promoted the diversification of the subgenus

Pteronotus.




As for the introgression between P. gymnonotus and P. fulvus, we identified 10 to 42
hybrids corresponding to 5.7-35.2% of the total samples studied, while the results of
the migration rates reveal that the introgression is historical and with a greater direction
from P. fulvus to P. gymnonotus. The results with COI showed a mitochondrial capture
of P. fulvus in all individuals of P. gymnonotus from Mexico, Guatemala and part of
Panama (IMA, number of migrants by generation 6.3 from P. fulvus to P. gymnonotus
and 1.545 from P. gymnonotus to P. fulvus). These results indicate the presence of
historical and asymmetric genetic introgression, possibly facilitated by the colonization

of P. gymnonotus in Central America and Mexico.




INTRODUCCION GENERAL

Los mormoopidos pertenecen a una familia de murciélagos insectivoros neotropicales
que actualmente incluye dos géneros Mormoops y Pteronotus, los cuales son
conocidos comunmente como murciélagos bigotudos, rostro de fantasma o
murciélagos de espalda desnuda. Estos murciélagos se caracterizan por presentar
orejas en forma de embudo, el labio superior no dividido y el labio inferior con pliegues
muy marcados o con excrecencias (Smith, 1972). Se distribuyen desde el Sur de Texas
hasta el Sureste de Brasil, incluyendo las Antillas, y al oeste de los Andes en Perd,
habitando en una amplia variedad de ambientes desde bosques tropicales himedos a
bosques subtropicales aridos, semiaridos y matorrales (Smith, 1972; Simmons y

Conway, 2001).

En el género Pteronotus tradicionalmente se han considerado seis especies y 18
subespecies, asignadas a tres subgéneros: Pteronotus con dos especies, P. davyi
(Gray, 1838) y P. gymnonotus (Wagner, 1843); Chilonycteris con tres especies, P.
macleayi (Gray 1839), P. personatus (Wagner, 1843) y P. quadridens (Gundlach, 1840)
y el subgénero Phyllodia con una especie P. parnellii (Gray, 1843) (Smith, 1972;
Simmons, 2005). Sin embargo, una nueva propuesta taxonémica de acuerdo con datos
de morfometria craneal y analisis moleculares, eleva a la mayoria de las subespecies

del género Pteronotus a nivel de especie (Pavan y Marroig, 2017).

En particular el subgénero Pteronotus tiene una compleja historia taxonémica con una
incertidumbre en el nUmero de especies y subespecies, que en algun momento han

sido consideradas como conoespecificas o0 como pertenecientes a diferentes géneros




(Smith, 1972). Tradicionalmente en este subgénero, se han considerado dos especies:
P. davyi sinonimia de Chilonycteris gymnonotus (Wagner, 1843), con tres subespecies
P. d. davyi (Gray, 1838) sinonimia de P. d. calvus (Goodwin, 1958), P. d. fulvus (Miller,
1912) y P. d. incae (Smith, 1972), y por otro lado P. gymnonotus sinonimia de
Dermonotus suapuarensis (Allen, 1904), y P. suapuarensis (Allen, 1991) sin ninguna

subespecie descrita.

De acuerdo con la nueva propuesta taxonémica de Pavan y Marroig (2016) para el
subgénero Pteronotus, con base en diferentes tipos de marcadores moleculares y
morfologia craneal, consideran tres especies P. davyi, P. fulvus y P. gymnonotus y dos
subespecies, P. d. davyi y P. d. incae. Estas tres especies presentan monofilia y
relaciones filogenéticas muy cercanas, diversificandose hace 2.5 millones de afios

(Ma) (Pavan y Marroig, 2017).

A pesar de estos estudios, contindan surgiendo nuevas preguntas de investigacion en
este grupo taxondmico. En el sur de México se han observado individuos de P. fulvus
visiblemente méas grandes que los tipicos P. fulvus de México y parecidos a P.
gymnonotus (Goodwin en 1958; Alvarez y Alvarez-Castafieda en 1991; Ricardo Lépez-
Wilchis, com. pers.), situacion que ha llevado a abordar diferentes objetivos en este

trabajo con la finalidad de explicar la presencia de estos morfotipos.

Para ello, el presente trabajo se dividié en tres capitulos. En el primer capitulo se
delimitan los linajes evolutivos y las relaciones filogenéticas de P. d. davyi, P. fulvus y

P. gymnonotus, utilizando ADN nuclear (intrones y RAG2) y mitocondrial (COIl). En el




segundo capitulo, se efectud el aislamiento y caracterizaciéon de microsatélites para el
género Pteronotus, indispensables para evaluar una posible introgresion genética
contemporénea de P. fulvus y P. gymnonotus. Finalmente, en el tercer capitulo se
evalud la introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus utilizando ADN

mitocondrial (COI) y ADN nuclear (microsatélites).




MARCO TEORICO

Origen y diversificacion de la familia Mormoopidae

Existen varias hipotesis que explican el origen y diversificacion de la familia
Mormoopidae en relacion a su area de distribucién. De acuerdo a Smith (1972)
utilizando caracteres morfologicos, propuso que los mormoopidos se originaron en el
Sur de Centroamérica o en el noroeste de Sudamérica, dispersandose al Caribe,
Centroamérica y México. Por otro lado, Czaplewski y Morgan (2003) conforme al
registro fosil y la elevada riqueza de especies y los endemismos de las Indias
Occidentales, proponen que los mormoopidos se dispersaron y expandieron por las
Antillas Mayores, llegando a Suramérica después de la formacién del Istmo de Panama
durante el Plioceno, y por lo tanto el centro de origen de los mormoopidos no incluye

el noroeste de Suramérica.

Por otra parte, Davalos (2006) empleando secuencias nucleotidicas de genes
mitocondriales (12S ARNr, ARNtval, 16S ARNr y citocromo b), un gen nuclear (Rag2)
y datos morfoldgicos, observé una mayor divergencia entre las poblaciones de las
Antillas y las poblaciones de Centroamérica que entre México/Centroamérica y
Sudamérica, sugiriendo que los mormoopidos se diversificaron en el norte del

Neotrdpico antes de desplazarse a Sudamérica.

Por su parte, Rojas et al. (2016), utilizando 7 marcadores nucleares (thy, bdnf, ttn6,
rag2, atp7a y plcb4), 3 mitocondriales (citocromo b, 12S ARNr y ARNtval) y registro
fosil, proponen un origen en Sudameérica y una posterior colonizacion a las Antillas en

el Mioceno, seguido de especiacion.




La propuesta mas reciente de Pavan y Marroig (2017), bajo un enfoque biogeografico
y empleando genes nucleares, mitocondriales y morfometria craneal, propusieron que
el género Pteronotus se originG aproximadamente hace 16 Ma, colonizando
Suramérica al principio de su historia evolutiva, posiblemente en el Mioceno.
Posteriormente, tuvieron eventos de dispersion desde el centro y el norte de
Suramérica hasta las islas del Caribe, facilitados por movimientos tectonicos que
causaron el surgimiento de puentes terrestre temporales. Ademas, proponen dos
saltos de dispersion independientes desde el continente Americano a las Antillas
Mayores; un primer salto que tuvo lugar hace 11 Ma, a través de Jamaica o Cuba,
seguido de una diversificacion dando lugar a P. quadridens y P. macleayi y un segundo
evento de dispersion hace 3.9 Ma, responsables del origen de los linajes insulares y el
subgénero Phyllodia (Pteronotus parnelli). Asimismo, sugieren un papel importante de
Centroamérica en el proceso de diversificacion temprana, mientras que las
oscilaciones climaticas pleistocénicas y las variaciones del nivel del mar se asociaron

con la divergencia entre especies hermanas.




ESPECIES DE ESTUDIO

Pteronotus davyi davyi y Pteronotus fulvus

Figura 1. Pteronotus fulvus de los Ortices, Colima (Foto: Ricardo Lopez-Wilchis).

Diagnosis y sistematica

El subgénero Pteronotus también conocidos como “murciélagos de espalda desnuda”,
se distinguen de otros Mormoopidos por tener las membranas alares unidas sobre la
parte media del dorso. Esta caracteristica del este subgénero no se encuentra en
ningln otro microquirdptero, pero si en varios megaquirépteros. La funcionalidad de
esta caracteristica es desconocida, aunque se cree que podria facilitar la disipacion de
calor cuando la temperatura ambiental es muy elevada o actuar como un "drag chute”
dando un mayor grado de maniobrabilidad (Smith, 1972; Bonaccorso et al., 1992)

(Figura 1).

Pternotus davyi davyi, P. d. incae y P. fulvus presentan un tamafo de antebrazo menor

a 50 mm, con un uropatagio grande conectado por largos calcareos de las tibias y una




cola de 18 a 25 mm que se extiende dos tercios de la longitud del uropatagio y con los

altimos 10 a 15 mm proyectandose dorsalmente (Adams, 1989).

Taxonomiay distribucion

Actualmente se reconocen tres especies y dos subespecies del subgénero Pteronotus:
P. d. davyi (Gray, 1838), P. d. incae (Smith, 1972), P. fulvus (Thomas, 1892), y P.
gymnonotus (Wagner, 1843) (Pavan y Marroig, 2017), que se distinguen

principalmente por su tamafio y distribucion:

e P.d. davyi
Holotipo: Adulto, sexo no determinado de Trinidad
Sinonimias: Pteronotus davyi (Gray, 1838) y Chilonyteris gymnonotus (Wagner,
1843).
Distribucién: Desde Nicaragua a Panama, Venezuela a Trinidad y las Antillas
menores.
Caracteristicas: Es mas grande que los tipicos P. fulvus, con un craneo mas
largo y amplio.
e P.d. incae
Holotipo: Macho adulto de la provincia de Piura, Pera.
Distribucion: Oeste de los Andes, Perd. EI nombre “incae” se debe a que
conmemora la civilizacion Inca que una vez estuvo en el noroeste de Pera.
Caracteristicas: Es el murciélago mas grande del subgénero Pteronotus, con un

craneo mas grande, largo y amplio especialmente en el rostro. Se diferencia
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de P. gymnonotus porque P. d. incae presenta pelos mas largos y dispersos
en la membrana dorsal alar y su tamafio es menor.
e P.fulvus

Holotipo: Macho adulto de Jalisco, México.

Sinonimias: Chilonycteris davyi fulvus (Thomas, 1892), Pteronotus davyi fulvus
(Miller, 1912) y Pteronotus suapurensis calvus (Goodwin, 1958).

Distribucion: Desde el Sur del estado de Sonora, Tamaulipas y Nuevo Leon de
México hasta el Sur de Honduras.

Caracteristicas: Es mas pequefio del subgénero Pteronotus, observando un
aumento gradual del tamafio al Sur, excepto en Sonora, México donde
presentan un mayor tamafio y un mayor grado de dimorfismo sexual,
posiblemente por factores ecologicos y fisiograficos (Smith, 1972; Adams,

1989) (Figuras 1-3).

Figura 2. Vista dorsal de los craneos de P. fulvus (A: Sinaloa; B: Guatemala), P. d.
davyi (C: Nicaragua; D: Isla Dominica), P. d. incae (E: Pert) y P. gymnonotus (F:
Nicaragua). Todos los especimenes son machos adultos. Tomado de Smith, 1972.
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Figura 3. Distribucion geografica de P. d. davyi, P. d. incae y P. fulvus, de acuerdo con
datos de la IUCN (Dévalos et al., 2008).

Estos murciélagos han sido capturados en sitios desde el nivel del mar hasta los 2,300
msnm, en habitats que van desde selva tropical hasta selva caducifolia, siendo mas
abundantes en selvas bajas caducifolias y menos comunes en selvas altas
perennifolias (Adams, 1989; Simmons y Conway, 2001). Se refugian en cuevas,
oguedades, tuneles y minas humedas y calidas, formando colonias de hasta cientos
de miles de individuos (Jiménez-Guzman y Ceballos, 2005). Comparten refugios con
Pteronotus personatus, P. parnellii, P. gymnonotus, Mormoops megalophylla, Natalus
mexicanus, Artibeus jamaicensis, Macrotus waterhoisii, Tadarida brasiliensis,

Desmodus rotundus, entre otros (Adams, 1989; |bafiez et al., 2000).
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Alimentacion

La dieta de P. d. davyi, P. d. incae y P. fulvus incluye numerosas especies de
lepidopteros, algunos dipteros que son capturados durante el vuelo y ocasionalmente
dermapteros (Howell y Burch, 1974; Adams, 1989; Jiménez-Guzman y Ceballos,

2005).

Reproduccion

Estos Pteronotus presentan un ligero dimorfismo sexual en el tamafio, excepto en
Sonora, México, donde los machos son significativamente mas grandes que las
hembras en el largo del antebrazo y en varias medidas craneales (Smith, 1972). Son
monoestros estacionales, con una probable copulacion entre enero y marzo (Wilson,
1973; Adams, 1989). Se han observado hembras gestantes entre marzo y junio en
México, Guatemala, Nicaragua y El Salvador (Nowak, 1991; Hayssen et al., 1993;
Adams, 1989), mientras que la lactancia se presenta de julio a agosto (Lopez-Wilchis,

com. pers.).

Registro fésil

Se han encontrado fosiles del Pleistoceno en Bahia, al este de Brasil, asi como fosiles
del cuaternario en Tobago y en Goias en el centro de Brasil, lugares donde esta
especie esta extinta, lo que sugiere que antes el area de distribucion de la especie era
mucho mas extensa (Eshelman y Morgan, 1985; Czaplewski y Morgan. 2003; Fracasso

y Salles, 2005)
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Pteronotus gymnonotus

Figura 4. Pteronotus gymnonotus (Foto: Merlin D. Tuttle, BCI).

Diagnosis

Pteronotus gymnonotus también conocido como “murciélago de espalda desnuda
mayor” es de tamafio medio con un antebrazo de 50-56 mm (Adams, 1989; Simmons
y Conway, 2001), membranas alares fusionadas en la linea media dorsal y una cola
incluida en el uropatagio que se extiende hasta la mitad de la membrana, con su

porcién distal libre (Smith, 1972; Ortega y Arita, 2005) (Figura 4).

La diferencia mas evidente entre P. gymnonotus y las demas especies del subgénero
Pteronotus, es que P. gymnonotus presenta pelos mas cortos y densos en las
membranas alares dorsales fusionadas, una longitud de antebrazo mayor a 50 mm, un

mayor tamafio craneal y un trago y placa labio-nasal mas amplio (Smith, 1972).
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Taxonomiay distribucion

Actualmente no se reconoce ninguna subespecie de Pteronotus gymnonotus (Wagner,
1843). Presenta tres sinonimias: Dermonotus suapurensis (Allen, 1904), Pteronotus
suapurensis (Allen, 1911) y Pteronotus suapurensis centralis (Goodwin, 1942) y el
holotipo es de Venezuela (Smith, 1972). Su distribucibn comprende desde Veracruz,
México, a la Guyana Francesa y el centro de Brasil (Smith, 1972; Pavan y Marroig,
2017) (Figura 5), aumentando de tamafio progresivamente hacia el norte de su
distribucion (Smith, 1972). Pteronotus gymnonotus ha sido capturado en sitios desde
el nivel del mar hasta los 3,000 msnm en habitats que van desde selva tropical a selva
caducifolia. Esta especie suele ser poco frecuente, pero localmente abundante,
especialmente en zonas secas y areas relativamente abiertas. Prefiere refugiarse en

cuevas, a menudo con otros mormoopidos y filostdmidos (Simmons y Conway, 2001).

15

——
| —



nooow 10000W woow oW 00w oW 000w “W0W

2000
1
T T
200N 000N

T
10°00N

4 - P. gymnonotus

I — KT
4 0357 14 21 28

L

Figura 5. Distribucidén geografica de Pteronotus gymnonotus (modificado por Pavan A.
C.).

Alimentacion

Poco se conoce de la dieta de P. gymnonotus pero datos disponibles sugieren que

estos murciélagos consumen principalmente ortopteros, coledpteros y lepidopteros,

que son capturados al vuelo (Simmons y Conway, 2001; Ortega y Arita, 2005).

Reproduccién

Son monoestros y se han observado hembras gestantes de abril a agosto en México,
El Salvador, Nicaragua y Pert (Nowak, 1991; Hayssen et al., 1993; Ortega y Arita,
2005; Lopez-Wilchis, com. pers.), mientras que la lactancia se presenta en agosto

(Hayssen et al., 1993)
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Registro fosil
Se han encontrado fésiles del cuaternario de P. gymnonotus en Tobago, en donde la
especie esté extinta, asi como en Bahia, Brasil (Simmons y Conway, 2001; Salles et

al., 2014).
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar si existe introgresion genética entre las especies Pteronotus fulvus y P.
gymnonotus (Chiroptera: Mormoopidae), asi como conocer sus las relaciones

evolutivas.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Determinar linajes evolutivos en un complejo de especies del subgénero
Pteronotus.
e Aislary caracterizar loci de microsatélites para el género Pteronotus.
e Evaluar si Pteronotus fulvus y P. gymnonotus presentan introgresién genética

histérica o contemporanea.
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Capitulo 1. Linajes evolutivos en un complejo de especies del subgénero

Pteronotus (Chiroptera: Mormoopidae)

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar linajes evolutivos en un complejo de
especies del subgénero Pteronotus, con base en ADN mitocondrial (Citocromo Oxidasa
subunidad I) y ADN nuclear (dos intrones y RAG2). Los resultados indican la presencia
de tres linajes evolutivos (P. fulvus, P. d. davyi y P gymnonotus) con una estructura
genética mitocondrial bien definida. La divergencia de los linajes ocurrio entre 1.025 y
2.188 Ma, probablemente promovido por oscilaciones climaticas y fluctuaciones del
nivel del mar, durante el Plioceno y Pleistoceno. Los analisis basados en datos
nucleares contrastaron fuertemente con los datos mitocondriales, recuperando dos
linajes, el primero conformado por P. fulvus y P. d. davyi y el segundo por P.
gymnonotus y con poca estructura genética nuclear. Tales diferencias entre el ADN
mitocondrial y nuclear son consistentes con una retencion de polimorfismo ancestral

y/o introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus en México y Guatemala.

Palabras clave: COlI, flujo genético, introgresion genética, intrones, istmo de Panama,

murciélagos, Pteronotus davyi, Pteronotus fulvus, Pteronotus gymnonotus, RAG2
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INTRODUCCION

Los mormoopidos son una familia de murciélagos insectivoros neotropicales,
caracterizada por presentar orejas en forma de embudo, el labio superior no dividido y
el labio inferior con pliegues muy marcados o con excrecencias (Smith, 1972).
Actualmente incluye dos géneros descritos Mormoops (Leach, 1821) y Pteronotus
(Gray, 1838). El género Mormoops esta representado por dos especies: Mormoops
blainvillei (Leach, 1821) y Mormoops megalophylla (Peters, 1864); mientras que en el
género Pteronotus tradicionalmente han sido consideradas seis especies en tres
subgéneros: Pteronotus con dos especies, Pteronotus davyi (Gray, 1838) y P.
gymnonotus (Wagner, 1843); Chilonycteris con tres especies, P. macleayi (Gray, 1839),
P. personatus (Wagner, 1843) y P. quadridens (Gundlach, 1840); y el subgénero
Phyllodia con una especie, P. parnellii (Gray, 1843). En los dltimos afios, en estas
especies se ha observado una gran variacion geografica intraespecifica (Smith, 1972;
Clare et al. 2011; Pavan y Marroig, 2016; Lépez-Wilchis et al. 2016; Zarate-Martinez et

al. 2018).

En particular el subgénero Pteronotus ha presentado una compleja historia taxonémica
con cambios en el numero de especies y subespecies propuestas (Smith, 1972; Clare
et al. 2011; Pavan y Marroig, 2016). De acuerdo con una nueva propuesta taxonémica
de Pavan y Marroig (2016), conforme a discontinuidades de datos de morfometria
craneal y analisis moleculares, se consideran tres especies, P. fulvus, P. davyi y P.
gymnonotus y dos subespecies P. d. davyi y P. d. incae (Pavan y Marroig, 2016). De
acuerdo a Pavan y Marroig (2017), estas tres especies presentan monofilia y

relaciones filogenéticas muy cercanas, diversificAndose hace 2.5 Ma. Actualmente, P.
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fulvus presenta una distribucion que va desde el estado de Sonora, Tamaulipas y
Nuevo Ledn, México, hasta el Sur de Honduras; P. d. davyi se encuentra desde
Nicaragua a Panama, de Venezuela a Trinidad y las Antillas menores, P. d. incae se
ubica al oeste de los Andes, Peru y P. gymnonotus desde Veracruz, México, a la
Guyana Francesa y el centro de Brasil (Smith, 1972; Adams, 1989; Pavan y Marroig,

2017).

Los analisis moleculares y de morfometria craneal de Pavan y Marroig (2016)
identifican a P. gymnonotus como un grupo monofilético y débilmente estructurado,
mientras que los analisis moleculares en P. davyi mostraron dos grupos monofiléticos
alopétricos y la morfometria dio dos morfogrupos divergentes, correspondientes a la
zona geografica de las subespecies P. d. davyi y P. d. fulvus descritas por Smith
(1972). Mientras que la tercera subespecie descrita P. d. incae, forma un grupo
distintivo con los analisis de morfometria, sugiriendo que el taxdn puede representar
una tercera especie dentro del complejo, sin embargo, por la ausencia de datos
genéticos, no se reconoce como especie, por lo tanto, se asumio la existencia de tres
especies P. davyi, P. fulvus y P. gymnonotus y dos subespecies P. d. davyi y P. d.

incae.

Estos taxones delimitados por Pavan y Marroig (2016) corresponden a linajes
evolutivos reportados con diferentes analisis con marcadores moleculares y
morfometria (Smith, 1972; Lewis-Oritt et al. 2001; Davalos, 2006). Sin embargo, a
pesar de que se han realizado estudios filogenéticos y morfolégicos para describir la

taxonomia del grupo, las relaciones filogenéticas no han sido del todo claras en
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algunos trabajos presentando discordancias en los analisis filogenéticos y no se ha
incluido un buen muestreo en México, en particular la region simpétrica de P. fulvus y

P. gymnonotus.

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo inferir relaciones filogenéticas de
P. fulvus, P. d. davyi y P. gymnonotus con base en datos moleculares del ADN
mitocondrial (ADNmt) y ADN nuclear (ADNnNc) con el fin de identificar y corroborar la
monofilia de estos tres los linajes evolutivos y conocer sus relaciones filogenéticas,
incluyendo localidades de México, no consideradas anteriormente, asi como sitios

reportados previamente por Lewis-Oritt et al. (2001) y Pavan y Marroig (2016).
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MATERIAL Y METODO

Muestreo.- Los datos moleculares corresponden a la amplificacion de tres
marcadores nucleares (STAT5A, PRKCL y RAG2) y un mitocondrial (COIl) de 26
murciélagos (11 P. fulvus y 15 P. gymnonotus) que fueron capturados con trampas de
arpay redes de niebla. Las especies fueron identificadas con las claves de Medellin et
al. (2008). Ademas, en el estudio se incluyeron 89 secuencias (19 P. d. davyi, 15 P.
fulvus y 55 P. gymnonotus) previamente publicadas por Lewis-Oritt et al. (2001) y
Pavan y Marroig (2016), disponibles en GenBank. Las nuevas secuencias se subiran

a GenBank (Figura 1y Tabla 1).
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Figura 1. Ubicacién de las 26 localidades y la distribucién de cada una de las especies
de estudio (Pavan y Marroig, 2016). A. P. fulvus, B. P. d. davyi y C. P. gymnonotus.




Tabla 1. Localidades de estudio, tipo de marcador amplificado (B=COI; C=PRKC1; D=
STAT5A; F=RAG2) y numero de acceso al GenBank.

Localidad Especie Marcador GenBank
Jalisco P. fulvus BCD KX590178; KX590469; KX589689
BCDF
La Venta, BCDF
BCDF .
Oaxaca, P. fulvus Este estudio
México BCDF
BCDF
BCDF
Agua Blanca, BCDF
Tabasco, P. fulvus BCDF Este estudio
México BCDF
Tapijulapa,
Tabasco, P. fulvus BCDF Este estudio
A BCDF
Meéxico
Chiapas, _ ] ]
MEXICo P. fulvus BCDF KX590181; KX590471; KX589691; KX590385
Campeche, P. fulvus BCD JF447313 ; KX590455; KX589675
Meéxico
Tikal, El
Petén, P. fulvus BCD JF446816; KX590459; KX589679
Guatemala
Gallon Jug,
Distrito de P. fulvus BCD KX590085: KX590412: KX589631
Orange Walk,
Belice
Colon, ] ]
P. fulvus BCD KX590179 ; KX590470; KX589690
Honduras
SaintJoseph, | p o CD KX590467; KX589687
Dominica
. BCD KX590183; KX590472; KX589692
Castries, - KX590193; KX590473; KX589693; KX590386
. P. d. davyi BCDF
Santa Lucia BCD KX590195; KX590474; KX589694
Reserva
Arena,
Nariva, P. d. davyi BCD KX590177 ; KX590468; KX589688
Trinidad y
Tobago
BCDF
Agua Blanca, BCDF
Tabasco, P. gymnonotus BCDF Este estudio
México BCDF
BCDF

——
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BCDF

BCDF
BCDF
BCDF
BCDF
BCDF
Tapijulapa, BCDF
Tabasco, . gymnonotus BCDF Este estudio
México BCDF
BCDF
Grutas de
Lanquin, Alta KX590174 ; KX590457; KX589677;
Verapaz, - gymnonotus | BCDF KX590384
Guatemala
Parque
Nacional
Altos de . gymnonotus BCD JF447432; KX590462; KX589682
Campana,
Panama
Broko_pondo, . gymnonotus BCD KX590198; KX590477; KX589697
Surinam
KX590196; KX590475; KX589695
Huanuco, BCD
Per( - gymnonows | g KX590197: KX590476: KX589696
Jangada,
Mato Grosso, | P. gymnonotus BCD KX590156; KX590450; KX589669
Brasil
Ba_lfro Alto,_ . gymnonotus BCD KX590169; KX590453; KX589673
Goias, Brasil
Estacion
Ecolégica BCDF | KX590285; KX590510; KX589731; KX590396
Aiuba, Aiuba, | F-gymnonotus | gn KX590288 ; KX590511; KX589732
Ceara, Brasil
Itabaiana, BCD KX590304; KX590515; KX589736
Sergipe, . gymnonotus BCD KX590305; KX590516; KX589737
Brasil
Dgr‘]f‘;rf‘t?rf‘a gymnonotus | BCDF | KX590308; KX590517; KX589738; KX590398
) : ' BCD KX590310; KX590518; KX589739
Bahia, Brasil
Canaa dos
Carajas, . gymnonotus BCD KX590312; KX590519; KX589740
Para, Brasil
Pa;iféae%as gymnonotus | BCD KX590360; KX590524: KX589745
Paré. Brasil : BCD KX590364 ; KX590525; KX589746

——
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Tapirapé-
Aquiri,
Maraba,
Para, Brasil

P. gymnonotus

BCDF

KX590138; KX590441; KX589658; KX590381

Westmorelan
d; Revival;
Monarva

P. macleayii

BCDF

KX590077, KX590407, KX589626, KX590375

Cave,
Jamaica

St. Anns

Parish, P. quadridens BCDF KX590268, KX590502, KX589722, KX590394

Jamaica

Extracciébn de ADN.- La extraccion del ADN total se realizé a partir de 20 ug de
musculo o membrana alar, utilizando el protocolo de extraccion de sal comun (Lopera-

Barrero et al. 2008).

Datos moleculares.- Se amplificaron mediante una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR); 422 pb del intron PRKCL (Proteina-quinasa C), 475 pb del intron
STATS5A (Transductor de sefal y activador de la transcripcion 5A) (Eick et al. 2005),
717 pb del gen nuclear Activador de la Recombinacion 2 (RAG2) con los primers
RAG2-F1B y RAG2-R1 (Baker et al. 2000) y 651 pb del gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa subunidad | (COIl) con los primers VF1d y VR1d (Ilvanova et al. 2006) y
utilizando las condiciones descritas previamente para cada uno de los fragmentos. Las
amplificaciones fueron secuenciadas en un sentido (3"-5") para el RAG2, PRKCL y

STAT5A y en ambos sentidos (3"-5" y 57-3) para COlI, en un equipo ABI PRISM 370xl.

Las secuencias obtenidas se editaron y alinearon utilizando el programa Geneious V.

5.6.4 (Kearse et al. 2012) por medio del algoritmo Clustal W y se confirmaron a partir
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de un andlisis de BLAST estandar nucleoétido-nucleétido en la base de datos de

GenBank (Altschul et al. 1990).

Andlisis filogenéticos y genealdgicos.- Para evaluar el grado de diferenciacion
genética entre las poblaciones y divisiones taxondémicas se realizd un analisis de
varianza molecular (AMOVA) utilizando Arlequin v .3.5.1.2 con 10 000 permutaciones
(Excoffier et al. 2005). Las relaciones filogenéticas entre las especies fueron
reconstruidas tomando en cuenta cinco bases de datos: 1. Intrones (PRKC1, STAT5A)
(Anexo 2), 2. RAG2 (Anexo 2), 3. Datos nucleares (PRKC1, STAT5A Y RAG2), 4. Datos
mitocondriales (COIl) y 5. Datos nucleares y mitocondriales (Anexo 2). Para cada
conjunto de datos se realizaron, anadlisis de inferencia bayesiana (IB) con cinco
cadenas de Markov, 10 000 000 generaciones y descartando el 25% de burn-in,
empleando el programa Mr. Bayes v 3.2 (Ronquist et al. 2012) en CIPRES Science
Gateway (Miller et al. 2010) y un analisis de Maxima verosimilitud (ML) con el programa
PAUP* v. 4.0b10 (Swofford, 2002), por medio de una busqueda heuristica con 1000
réplicas de Bootstrap (Felsenstein, 1985), utilizando como grupo externo a Pteronotus

macleayii y P. quadridens (Tabla 1).

El modelo evolutivo que mejor explica los cambios en las sustituciones nucleotidicas,
de cada uno de los loci, fue estimado con el programa jModeltest v 2.1.6 utilizando el
Criterio de Informaciéon de Akaike (Posada, 2008; Alfaro y Huelsenbeck, 2006), que
permitié analisis particionados en los andlisis filogenéticos multi-locus, incorporando
asi distintos modelos evolutivos, TIM3+l para PRKC1, GTR+G para STAT5A,

TPM2uf+| para RAG2 y TIM2+G para COl.
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Para inferir las relaciones genealdgicas entre los individuos de las especies con los
diferentes loci, se realizé una red de haplotipos con el programa Networks v.4.6.1.3
(Bandelt et al. 1999), resolviendo los bucles (loops) de acuerdo con los criterios de
Pfenninger y Posada (2002), calculando las distancias genéticas entre haplogrupos
con el programa MEGA v. 5.0.5 (Tamura et al. 2011), empleando el modelo Kimura 2

Parametros (K2P) para el ADNmt y p-distance para el ADNnNc.

Arbol de especies.- Se estimé un arbol de especies en StarBEAST con el programa
BEAST 2.4.8 (Bouckaert et al. 2014) a partir de datos multilocus (marcadores
nucleares + mitocondriales). Se realizé un primer analisis, tomando en cuenta los
cuatro marcadores, con la tasa de mutacién previamente estimado para la familia
Mormoopidae por Pavan y Marroig (2017), un segundo analisis considerando los datos
de RAG2 y COlI, utilizando la tasa de mutacion estimado por Clare et al. (2011),
posteriormente se realizd otro analisis considerando las tres especies, donde los
individuos se asignaron de acuerdo a su morfotipo y otro considerando los resultados

filogenéticos.

Cada analisis en BEAST se realiz6 dos veces con 30 000 000 de generaciones,
utilizando un modelo de especiacién Yule con una media exponencial de 0.8
(yule.birthRate), uncorrelated lognormal relaxed clock y una tasa de sustitucion para
cada particion (ucld.mean) con una tasa de sustitucion de 0.01 sustituciones por sitio
por millon de afos (s/s/my) para PRKCL y STAT5A, 0.005 s/s/my para RAG2 y 0.025
s/s/my para COlI, de acuerdo a lo reportado por Pavan y Marroig (2017); mientras que

para el segundo analisis se utilizo una tasa de 0.00097 s/s/my para RAG2 y para COI
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0.0175 s/s/my, la media del intervalo de la tasa de mutacion reportado por Clare et al.

(2011).

Tiempos de divergencia.- De acuerdo con los analisis filogenéticos por individuos,
se estimaron los tiempos de divergencia con el programa BEAST 1.8.0 (Drummond y
Rambbaut, 2007), con todos los loci y se realiz6 un segundo analisis utilizando RAG2
y COIl. El programa se corrié dos veces por 30 000 000 de generaciones, utilizando un
Yule tree prior (yule.birthRate= 0.8), uncorrelated lognormal relaxed clock y con la
misma tasa de sustitucion por sitio por millén de afios que los arboles de especies. Las
filogenias, los arboles de especies y tiempos de divergencia fueron visualizados en

FigTree 1.1.2 (Rambaut y Drummond, 2008).
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RESULTADOS

La alineacion de los intrones juntos PRKCL y STAT5A (897 pb) de 54 individuos,
presentaron 13 haplotipos, 15 sitios polimérficos y una composicion de bases de: T:
32.2%, C: 21.8, A: 24.1% y G: 21.9%. EI RAG2 (712 pb) amplificado en 32 individuos,
presentd 8 haplotipos, 8 sitios polimorficos, con una composicion de bases de: T:
25.5%, C: 22, A: 30.2% y G: 22.3%; mientras que el COIl (651 pb) de 53 individuos
mostro 25 haplotipos, 69 sitios polimérficos y una composicion de bases de: T: 29.4%,

C:26.9, A: 25.3% y G: 18.5% (Anexo 1).

Analisis filogenéticos y genealdgicos.- EI AMOVA realizado con los datos del ADNnc
indico una Fst de 0.7 y un mayor porcentaje de la variacion (91%) entre las especies,
contrario a los datos del ADNmt, con una Fst de 0.93 y donde el mayor porcentaje de

la variacion se presento entre las poblaciones dentro de las especies (66%).

Los andlisis de IB y ML convergieron en la misma topologia. De acuerdo con las
filogenias basadas en los datos nucleares, se encuentran dos clados monofiléticos, uno
que corresponde a P. fulvus y P. d. davyi y el segundo por P. gymnonotus, mostrando
asi una mayor relacion filogenética entre P. fulvus y P. d. davyi, que antes eran
consideras como subespecies (Smith, 1972). Se encontr6 una distancia genética de
0.2% (p-distance) entre P. fulvus y P. d. davyi y de 0.8% entre P. fulvus/P. d. davyi vs

P. gymnonotus.

En la red de haplotipos de los intrones, no se observan haplotipos compartidos,

mientras que en el gen RAG2, si se encontraron haplotipos mixtos, un haplotipo
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compartido entre P. fulvus y P. d. davyi y un haplotipo entre P. fulvus y P. gymnonotus

(Figura 2 y Anexo 2).
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Figura 2. ADN nuclear. (a) Reconstruccion filogenética de datos nucleares (PRKCL1,
STAT5A y RAG2). Los valores de soporte en las ramas indican: Probabilidad Posterior
(IB)/Bootstrap (ML), utilizando como grupo externo a Pteronotus macleayii y P.
guadridens. Los colores indican las diferentes especies en azul P. fulvus, en verde P.
d. davyi y en rosa P. gymnonotus. (b) Redes de haplotipos de los intrones
(PRKC1+STAT5A) y el RAG2. Las lineas pequefias que conectan a cada uno de los
haplotipos indican los pasos mutacionales entre ellos, mientras que el tamafio de los
circulos representa la frecuencia de cada haplotipo.
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Los arboles filogenéticos obtenidos con el ADNmt difirieron del ADNnc, obteniendo tres
clados que corresponden a cada una de las especies (P. d. davyi, P. fulvus y P.
gymnonotus), separados por 26.2% de distancia genética (K2P) y =32 pasos
mutacionales y observando una mayor relacion filogenética entre P. d. davyi y P.
gymnonotus. El primer clado se encuentra conformado por P. fulvus y por individuos
de P. gymnonotus de México y Guatemala, paises que corresponden a la distribucion
simpatrica de estas dos especies. En este clado se pueden observar siete haplotipos
pertenecientes a P. fulvus, dos a P. gymnonotus y dos haplotipos compartidos. El
segundo clado conformado por cuatro haplotipos de P. d. davyi y un haplotipo
compartido por un individuo de P. fulvus y dos de P. gymnonotus ambos de México,
mientras que el tercer clado se encuentra conformado por nueve haplotipos de P.

gymnonotus del Sur de su distribucién (Panama-Brasil) (Figura 3).

Pteronotus gymnonotus fue la Unica especie que presentd una estructuracion

intraespecifica, con dos linajes, uno al Norte (México-Guatemala) y otro clado al Sur

(Panama-Brasil) de su distribucion (Figura 3).
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Figura 3. ADN mitocondrial. (a) Reconstruccion filogenética de datos mitocondriales
(COIl). Los valores de soporte en las ramas indican: Probabilidad Posterior
(IB)/Bootstrap (ML), utilizando como grupo externo a Pteronotus macleayii y P.
quadridens. Los colores indican las diferentes especies en azul P. fulvus, en verde P.
d. davyi, en rosa P. gymnonotus y en naranja lo haplotipos compartidos entre P. fulvus
y P. gymnonotus. (b) Red de haplotipo de COI. Las lineas pequefias que conectan a
cada uno de los haplotipos indican los pasos mutacionales entre ellos, los circulos
pequefios en rojo representan a los haplotipos hipotéticos y el tamafio de los circulos

representa la frecuencia de cada haplotipo.
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Arbol de especies.- Se encontr6 un mayor soporte en los andlisis cuando se
separaron los individuos de P. gymnonotus del Norte y del Sur de acuerdo con los
resultados filogenéticos del ADNmt. Los resultados indicaron la presencia de cuatro
especies: P. d. davyi, P. fulvus, P. gymnonotus del Norte y P. gymnonotus del Sur. Se
obtuvo como especie basal a P. gymnonotus Sur, mientras que P. fulvus y P.

gymnonotus del Norte especies derivadas (Figura 4).

P. fulvus
100

100 P. gymnonotus
100 Nort
100 orte

100 P. d. davvi
99

P. gymnonotus
Sur

Pma

0.5
Figura 4. Arbol de especies generando en StarBEAST, utilizando como grupo externo

a Pteronotus macleayii. Los valores de soporte (Pp) son indicados para cada clado,
arriba el analisis utilizando los Intrones, RAG2 y COI con la tasa de mutacion reportada
por Pavan y Marroig (2016); abajo utilizando RAG2 y COI con la tasa de mutacién
reportada por Clare (2011).
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Tiempos de divergencia.- De acuerdo con los intrones, RAG2 y COI, empleando la
tasa de sustitucion reportada por Pavan y Marroig (2016), el tiempo de divergencia
obtenido entre P. gymnonotus del Sur con el resto (P. d. davyi, P. fulvus y P.
gymnonotus Norte) fue de 1.025 Ma (0.848-1.233); de P. d. davyi/ P. gymnonotus Norte
vs P. fulvus fue de 0.778 Ma (0.649-0.924); mientras que el tiempo de divergencia entre

P. fulvus vs P. gymnonotus del Norte fue de 0.713 Ma (0.576-0.856) (Figura 5).

Por otra parte, utilizando los marcadores COl y RAG2, utilizando la tasa de sustitucion
reportada por Clare (2011), se estimé un tiempo de divergencia entre P. gymnonotus
del Sur con el resto (P. d. davyi, P. fulvus, P. gymnonotus Norte) de 2.188 Ma (1.758-
2.657); entre P. d. davyi/P. gymnonotus Norte vs P. fulvus de 1.571 Ma (1.267-1.908);
y entre P. fulvus vs P. gymnonotus del Norte fue de 1.363 Ma (1.018-1.699) (Figura 6).
Presentando una diferencia en la mayoria de los nodos de alrededor de 1 millon de

anos entre las diferentes tasas de mutacion.
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Figura 5. Reconstruccion Bayesiana con tiempos de divergencia para ADNnc+ADNmt,
y utilizando como grupo externo a Pteronotus macleayii. Las barras corresponden al
intervalo de 95% de la densidad alta posterior (HPD). Sobre las ramas se muestra el
tiempo de divergencia en millones de afios.
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Figura 6. Reconstruccién Bayesiana con tiempos de divergencia para los genes RAG2
y el COIl, utlizando como grupo externo a Pteronotus macleayii. Las barras
corresponden al intervalo de 95% de la densidad alta posterior (HPD). Sobre las ramas

se muestra el tiempo de divergencia en millones de afios.
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DISCUSION

Las relaciones filogenéticas obtenidas a partir del ADNnc indican la presencia de dos
clados (P. fulvus + P. d. davyi y P. gymnonotus), esto se puede encontrar porque las
especies se encuentran estrechamente relacionadas y los marcadores nucleares
utilizados (PRKCL, STAT5A y RAG2), presentan una menor tasa de mutacion que el
marcador mitocondrial empleado (COI) (Clare et al. 2011; Pavan y Marroig, 2017). Con
el ADNmt, se infirieron tres clados, el primer clado conformado por P. fulvus y P.

gymnonotus, el segundo por P. d. davyi y el tercer clado por P. gymnonotus.

Las diferencias en los resultados filogenéticos basados en ADNnc y ADNmt suele ser
resultados de diferentes factores como seleccidén natural, introgresion, clasificacion
incompleta de linajes (Funk y Omland, 2003; Avise, 2004), y otras explicaciones que
han sido propuestas por diversos trabajos (Berthier et al. 2006; Newbound et al. 2008;
Vallo et al. 2013; Khan et al. 2014). Considerando la diferencia en la tasa de mutacion
entre los diferentes marcadores moleculares empleados, es probable que la
incongruencia del ADNnc y ADNmt es el resultado de clasificacién incompleta de linajes
y/o introgresion genética, siendo muy dificil distinguir entre estos dos procesos, debido

a gue producen patrones genéticos similares (Buckley et al. 2006).

El haplotipo compartido (H16) entre P. fulvus y P. gymnonotus, observado en las
filogenias del ADNmt y cercanamente relacionado con P. d. davyi, puede ser rastro de
polimorfismo ancestral (clasificacion incompleta de linajes), debido a que en este

haplotipo no se observa una relacion geografica y la presencia del polimorfismo
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ancestral es comun entre especies cercanas filogenéticamente (Buckley et al. 2006;

Mao et al. 2013b; Sullivan et al. 2014; Mao et al. 2016).

Mientras que los haplotipos compartidos entre P. fulvus y P. gymnonotus (H1 y H6)
pueden estar explicados por introgresion genética (flujo genético entre taxa), debido a
que los individuos de P. gymnonotus que presentan estos haplotipos, fueron colectados
en México y Guatemala, paises donde se distribuyen ambas especies y en donde la
introgresién genética entre estas especies ha sido sugerida (Pavan y Marroig, 2016).
Este flujo genético entre especies, pudo haber sido la causa de haber estimado un
menor tiempo de divergencia en este estudio, en comparacion con lo reportado por
Pavan y Marroig (2017), en donde reportan 2.5 Ma de separacion entre P. fulvus y P.
gymnonotus, mientras que en este estudio se encuentra una separacion de 2.188 a
1.025 Ma de P. fulvus con P. gymnonotus del Sur de su distribuciony 1.363 a 0.713 Ma
con los P. gymnonotus del Norte, individuos que presentan los haplotipos compartidos
con P. fulvus. Estos datos podria corresponder a la fecha de contacto entre estas dos
especies, entre 2.188 a 0.713 Ma, periodo que coincide con la emergencia del Istmo de
Panama en el Plioceno tardio y su permanente enlace con Sudamérica hace 3.1 a 1.8
Ma, permitiendo el intercambio de fauna terrestre entre ambos continentes, que pudo
haber propiciado cambios en la distribucion de las especies y formando un contacto
secundario en Centroameérica entre estas especies de murciélagos (Bagley y Johnson,

2014).

La introgresion genética del ADNmt, también puede ser la causa de un mayor

porcentaje de la variacion encontrada, entre las poblaciones dentro de las especies
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(66%) en el AMOVA con los datos mitocondriales, contrariamente a lo encontrado con
el AMOVA realizado con datos nucleares (porcentaje de variacion entre las especies
de 91%). Del mismo modo el flujo genético entre especies puede ser la causa de los
dos linajes encontrados en P. gymnonotus, observados en las filogenias con los datos
del ADNnc+ADNmty en los arboles de especies. Esta estructuracion intraespecifica en
P. gymnonotus no ha sido observada con caracteres morfolégicos, a pesar de presentar
una distribucion con una gran extension geografica (México a Brasil), ni con caracteres
moleculares, a excepcion del COIl y citocromo b, donde se ha observado una baja
divergencia genética (<1%) entre Suramérica y Centroamérica (Smith,1972; Pavan,

2014; Pavan y Marroig 2016).

Estos resultados se suman a varios estudios, donde diferentes regiones gendémicas de
taxones estrechamente relacionados muestran una variacion en la estructuracion
genética encontrada (Hulva et al. 2010; Mao et al. 2014; Dong et al. 2014; Naidoo et al.
2016). Por lo tanto, es necesario utilizar una mayor cantidad de marcadores
moleculares y de muestras, para confirmar la introgresion genética entre P. fulvus y P.

gymnonotus.

De acuerdo con los andlisis de los datos nucleares y mitocondriales, se sugiere la
presencia de tres linajes evolutivos y hermanos, que corresponden P. fulvus, P. d. davyi
y P. gymnonotus, especies anteriormente identificadas por Pavan y Marroig (2016), y
que presentan una distancia genética 26.2% (K2P) con el marcador mitocondrial (COI).
Estos valores de distancias genéticas encontradas con este marcador molecular son

mayores a lo reportado entre especies del género Pteronotus (Pavan et al. 2018) y en
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otras especies de murciélagos (Clare et al. 2011). Sin embargo, para ubicar los limites
geograficos entres los linajes de este complejo de especies y los procesos evolutivos

que los han originado, son necesarias muestras de P. d. davyi de Centroamérica.

De acuerdo con los tiempos de divergencia calculada para el subgénero Pteronotus,
la separacion entre los linajes ocurrié entre 2.188 y 1.025 Ma, que corresponde al
Plioceno y Pleistoceno. Durante este periodo, Centroamérica y el Norte de
Sudamérica, que es donde se ha sido sugerido un papel importante en el proceso de
diversificacion temprana en el género Pteronotus (Pavan y Marroig, 2017), presento
oscilaciones climaticas y fluctuaciones del nivel del mar, que afectaron la composicion
y el habitat de la regién, que ha limitado el flujo de genes y definido patrones genéticos
entre poblaciones de peces y especies terrestres, incluyendo murciélagos,
caracteristicas que pudieron haber promovido la diversificacion del subgénero

Pteronotus (Hoffman y Baker, 2003; Wang et al. 2008; Bagley y Johnson, 2014).

Cddigo de barras de la vida
De acuerdo con los resultados de este estudio, se tiene que tomar con precaucion la
identificacion molecular de las especies realizada unicamente con una region del ADN.
Tradicionalmente el gen Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) del ADNmt, ha sido
utilizada en el codigo de barras de la vida, por presentar una alta tasa de sustitucion en
la mayoria de animales, lo que resulta en una alta variacion de las secuencias entre las

especies del mismo género permitiendo asi su identificacion (Hebert et al. 2003).
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Sin embargo, existen limitaciones al usar Unicamente la diferenciacion de este gen para
la identificacion y para inferir los limites de las especies, como es el caso de la presencia
de retencion del polimorfismo ancestral e introgresion genética, que ha sido
ampliamente documentada en la literatura (Degnan 1993; Weckstein et al. 2001; Ballard
y Whitlock 2004; Moritz y Cicero, 2004; Mao et al. 2016) y que puede provocar una mala
interpretacion de los datos, en particular cuando el ADNmt es discordante con los

analisis de marcadores nucleares y con la morfologia (Newbound et al. 2008).

Por lo tanto, la divergencia del ADNmt no deberia ser el Unico criterio para delimitar a

las especies, si no también tomar en cuenta datos genéticos nucleares y evidencia

morfologica y ecoldgica (Newbound et al. 2008).
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de haplotipos de P. fulvus, P. davyi y P. gymnonotus para PRKC1,
STATS5A, RAG2y COl.

Se muestra el nimero de haplotipos, la especie, la localidad y entre paréntesis el

namero de individuos correspondientes a cada localidad

Intrones (PRKC1 + STAT5A)

Haplotipos Especie y localidad

H1 P. fulvus. Jalisco, México (1).
P. fulvus. Gallon Jug, Distrito de Orange Walk, Belice (1); Grutas

Ho de Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (1); Agua Blanca, Tabasco,
México (3); Tapijulapa, Tabasco, México (2); La Venta, Oaxaca,
México (5).

H3 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H4 P. fulvus. Chiapas, México (1).

H5 P. fulvus. Campeche, México (1).

H6 P. fulvus. Colon, Honduras (1).

H7 P. davyi. St. John, Dominica (1); Castries, Santa Lucia (2).

H8 P. davyi. Praslin, Trinidad y Tobago (1); Castries, Santa Lucia (1).
P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (2); Tapijulapa,

H9 "
Tabasco, México (1).

H10 P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (7); Tapijulapa,

Tabasco, Meéxico (3); Grutas de Lanquin, Alta Verapaz,
Guatemala (1); Parque Nacional Altos de Campana, Panama (1);
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Huanuco, Peru (2); Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil (1);
Jangada, Mato Grosso, Brasil (1); Barro Alto, Goias, Brasil (1);
Itabaiana, Sergipe, Brasil (1); Parque Nacional Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil (1); Carajas, Parauapebas, Para, Brasil

().

P. gymnonotus. Itabaiana, Sergipe, Brasil (1); Parque Nacional

H11l Chapada Diamantina, Bahia, Brasil (1); Agua Blanca, Tabasco,
México (1); Tapijulapa, Tabasco, México (1).
P. gymnonotus. Brokopondo, Surinam (1); Estacion Ecoldgica

H12 Aiuba, Aiuba, Ceard, Brasil (2); Carajas, Parauapebas, Par4,
Brasil (1).

H13 P. gymnonotus. Canaéa dos Carajas, Para, Brasil (1).

RAG2
Haplotipos Especie y localidad

P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1); Tapijulapa, Tabasco,
México (1). La Venta, Oaxaca, México (3).
P. gymnonotus. Grutas de Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (1);

H1 Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil (1); Estacién Ecoldgica
Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil (1); Parque Nacional Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil (1); Agua Blanca, Tabasco, México (6);
Tapijulapa, Tabasco, México (5).

H2 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H3 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).
P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1)

H4

P. davyi. Castries, Santa Lucia (1).
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H5 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (2).

H6 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).
H7 P. fulvus. Chiapas, México (1).
H8 P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (4).

ADNnc (PRKC1 + STAT5A+ RAG2)

Haplotipos Especie y localidad

H1 P. fulvus. Jalisco, México (1).
P. fulvus. Gallon Jug, Distrito de Orange Walk, Belice (1); Grutas

Ho de Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (1); Agua Blanca, Tabasco,
México (1); Tapijulapa, Tabasco, México (1); La Venta, Oaxaca,
México (3).

H3 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H4 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H5 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H6 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (2).

H7 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H8 P. fulvus. Chiapas, México (1).

H9 P. fulvus. Campeche, México (1).
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H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

P. fulvus. Colon, Honduras (1).

P. davyi. St. John, Dominica (1); Castries, Santa Lucia (2).

P. davyi. Praslin, Trinidad y Tobago (1).

P. davyi. Castries, Santa Lucia (1).

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (3); Tapijulapa,
Tabasco, México (4).

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (5); Tapijulapa,
Tabasco, Meéxico (3); Grutas de Lanquin, Alta Verapaz,
Guatemala (1); Parque Nacional Altos de Campana, Panama (1);
Huanuco, Peru (2); Tapirapé-Aquiri, Maraba, Para, Brasil
(1);Jangada, Mato Grosso, Brasil (1); Barro Alto, Goias, Brasil (1);
Itabaiana, Sergipe, Brasil (1); Parque Nacional Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil (2);

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (1); Tapijulapa,

Tabasco, México (1); Itabaiana, Sergipe, Brasil (1); Parque
Nacional Chapada Diamantina, Bahia, Brasil (1);

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).
P. gymnonotus. Brokopondo, Surinam (1); Estacién Ecolégica
Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil (2); Carajas, Parauapebas, Para,

Brasil (1).

P. gymnonotus. Canaé dos Carajas, Para, Brasil (1).
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COl

Haplotipos Especie y localidad

P. fulvus. Campeche, México (1); Chiapas, México (1); Agua

H1 Blanca, Tabasco, México (2); Tapijulapa, Tabasco, México (4);
Grutas de Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (2).

H2 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H3 P. fulvus. Gallon Jug, Distrito de Orange Walk, Belice (1).

H4 P. fulvus. Colon, Honduras (1).

H5 P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (2).

H6 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (5); Tapijulapa, Tabasco,
México (1).

H7 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

H8 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).
P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (2); Tapijulapa,

H9 "
Tabasco, México (1).

H10 P. fulvus. Jalisco, México (3).

H1l1 P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (3).

H12 P. davyi. Nariva, Trinidad y Tobago (1).

H13 P. davyi. Castries, Santa Lucia (1).
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H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

P. davyi. Castries, Santa Lucia (1).

P. davyi. Castries, Santa Lucia (1).

P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (2).

P. gymnonotus. Parauapebas; Para, Brasil (1).

P. gymnonotus. Canaé dos Carajas, Par4, Brasil (1).

P. gymnonotus. Aiuba, Ceara, Brasil (1).

P. gymnonotus. Brokopondo, Surinam (1); Parque Nacional Altos
de Campana, Panama (1); Huanuco, Peru (2); Barro Alto, Goias,
Brasil (1); Itabaiana, Sergipe, Brasil (2); Chapada Diamantina,

Bahia, Brasil (1).

P. gymnonotus. Parque Nacional Chapada Diamantina, Bahia,
Brasil (1).

P. gymnonotus. Jangada, Mato Grosso, Brasil (1).

P. gymnonotus. Tapirapé-Aquiri, Marabd, Para, Brasil (1).

P. gymnonotus. Estacion Ecoldgica Aiuba, Aiuba, Ceard, Brasil

(1).

P. gymnonotus. Carajas, Parauapebas, Para, Brasil (1).
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Anexo 2. Reconstruccion filogenética de intrones (PRKC1, STAT5A) y RAG2. Los
valores de soporte en las ramas indican: Probabilidad Posterior (IB)/Bootstrap (ML) y
abajo Booststrap de MP. IC= 92, IR= 97, utilizando como grupo externo a Pteronotus
macleayii y P. quadridens. Los colores indican las diferentes especies en azul P. fulvus,
en verde P. d. davyi, en rosa P. gymnonotus y en rojo haplotipos compartidos entre P.

fulvus y P. d. davyi.
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Anexo 3. Reconstruccion filogenética Bayesiana del ADNnc+ADNmt. Los valores de
soporte en las ramas indican: arriba Probabilidad Posterior (IB) y abajo Bootstrap (ML),
utilizando como grupo externo a Pteronotus macleayii. Los colores indican las
diferentes especies en azul P. fulvus, en verde P. davyi y en rosa P. gymnonotus.
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Capitulo 2. Aislamiento y caracterizacion de loci de microsatélites

para el género Pteronotus

Articulo publicado

MENDEZ-RODRIGUEZ, A., R. LOPEZ-WILCHIS, A. SERRATO Diaz, M. A. DEL RiO-PORTILLA
Y L. M. GUEVARA-CHUMACERO. 2018. Isolation and characterization of microsatellite
marker loci in the Wagner's mustached bat Pteronotus psilotis (Chiroptera:

Mormoopidae) and cross-amplification in other related species. Journal of Genetics.
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Abstract. Pteronotus psilotis, a mormoopid bat, is an insectivorous, gregarious and strict cave-dwelling species that is found areas
between the sea level and an elevation of about 1000 masl. This species is present in diverse habitats ranging from rain forest to dry
deciduous forest. Nine microsatellite loci were developed for Wagner’s mustached bat, Pteronotus psilotis using the next-generation
sequencing approach, and their utility for population genetics studies was assessed. All loci were polymorphic (7-15 alleles) and
characterized in 30 individuals from three P. psilotis populations, with the levels of observed and expected heterozygosity ranging
from 0.280 to 0.867 and 0.584 to 0.842, respectively. One locus showed significant departures from Hardy—Weinberg expectations
after Bonferroni correction. Cross-amplification in 11 other bat species was tested, for which eight microsatellites were successfully
amplified, and of these seven were polymorphic. The development of these new microsatellite loci will contribute to investigations of
genetic population structure, genetic diversity and gene flow in P. psilotis populations, as well as in other closely related bat species.

Keywords. microsatellites; cross-amplification; polymorphism; Mormoopidae; Pteronotus psilotis.

Introduction for taxonomic reorganization within P. personatus. Smith
(1972) recognized morphologically two subspecies within

Mormoopidae is one of the six bat families exclusive to P, personatus (P. p. psilotis and P. p. personatus), but Dava-

the New World (Findley 1993). The family comprises of
two genera: Mormoops (ghost-faced bats) and Pterono-
tus (mustached and naked-backed bats) whose taxonomic
diversity has been traditionally accepted as 10 species, two
of which are known only from fossils (Smith 1972; Sim-
mons and Conway 2001). Pteronotus personatus (Wagner
1843), Wagner’s mustached bat is an insectivorous, gregari-
ous and strict cave-dwelling species, found in areas between
Mexico and South America, inhabiting the lowlands of
tropical semi-deciduous forests (De la Torre and Medel-
lin 2010). A recent work, however, has indicated the need

Published online: 29 October 2018

los (2006) suggested, in a molecular revision, that the two
subspecies should be considered as different species. Pavan
and Marroig (2016, 2017) and Zarate-Martinez et al.
(2018) have also recommended the elevation of P. person-
atus and P, psilotis to the species rank. In this investigation,
we follow these recent taxonomic recommendations and,
therefore, as the study specimens were collected in Mexico
they correspond to the species P. psilotis.

P. psilotis is considered as ‘least concern’ according
to the International Union for Conservation of Nature
(IUCN) conservation categories (Davalos er al. 2008).
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Figure 1. Sampling sites of P. psilotis and of 11 bat species used for cross-amplification.

Despite this assessment, land use is changing quite rapidly
and the associated habitat fragmentation may cause threats
in the near future, and thus a basic understanding of the
genetic patterns in this species is needed before this trend
continues. The generation of a library of microsatellite
markers using a next-generation sequencing approach pro-
vides tool markers that will be useful in analyses to estimate
genetic diversity or gene flow of the proposed lineages.
In addition, cross-species transferability of these loci was
assessed in 11 bats, four from the family Mormoopidae
and seven from the family Phyllostomidae. These are the
first microsatellite loci developed for mormoopid bats.

Materials and methods

In the present study, the required ethical guidelines were
followed (Sikes 2016), and all specimens were collected
under Mexican Government permits (SGPA/DGVS nos.
09131/14, 05853/13 and CC 08450/92). For library con-
struction, genomic DNA was extracted from the muscular
tissue of one P. psilotis individual (Santiago Ixcuintla,
Nayarit, Mexico; voucher UAM-I RLW140304Ppe74)

using a salt-extraction protocol (Aljanabi and Martinez
1997). The sample was sent to the Georgia Genomics
Facility (University of Georgia, Athens, USA). DNA was
sheared using Covaris S2. Fragmented DNA was ligated
to Illumina universal TruSeq adapters containing 10 cus-
tom nucleotide indexes (Fisher et al. 2011; Faircloth and
Glenn 2012). These fragments were enriched through poly-
merase chain reaction (PCR), purified and normalized,
and sequenced using an Illumina HiSeq 2000 to produce
paired-end 100-bp nucleotide reads. The resulting FASTQ
files were demultiplexed and the readings were filtered and
executed through the PALfinder pipeline to identify ade-
quate microsatellites and for the design of primers (Castoe
et al. 2012). More than 11 million 100-bp readings were
obtained, and we registered 8321 loci with primer of which
12 were selected by applying the parameters indicated by
Méndez-Rodriguez et al. (2015). All selected primers were
perfect microsatellite dinucleotide motifs and the mini-
mum number of repeats was 20.

A total of 30 wing membrane biopsies from P. psilotis
individuals was collected from three natural populations:
10 biopsies from bats captured in each of the localities
of La Venta, Oaxaca, Mexico (16°35.197'N 94°52.424'0),



GenBank accession number

Allelic size range (bp)

SSR motif

Ta (°O)

Primer sequence (5 to 3')

Table 1. Characterization of nine polymorphic microsatellite markers for P. psilotis.

Locus

Isolation and characterization of microsatellite marker loci in Pteronotus psilotis

Table 2. Measures of genetic diversity for P. psilotis.

Mexico, n = 30
Locus Na Ne H, He
N o - a e T e e = Ppsl 15 6.338 0.867 0.842
4 & @ 9@ 9 9 9 2 9 Pps2 7 5.631 0.280 0.822%*
- s S Gom  oms 08n
=z ¥x & =2 ¥ 2 2 & Z ps . . .
= £ £ E 8 % g Z PpsS 7 3.482 0.667 0.713
Pps6 10 4.380 0.767 0.772
Pps7 8 4.724 0.633 0.788
Pps8 13 5.960 0.800 0.832
Pps9 8 2.406 0.600 0.584
Na,, number of alleles per locus; Ne, number of effective alleles;
H,, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity.
*Significant deviation from the HWE (P<0.05).
v o 0 (@] ©~ O () S o~
Y 7 T 9 7 9 9 9 9 Las Viejas, Nayarit, Mexico (21°51.40'N, 105°08.81'0)
§ § g & « § § § ES and Los Ortices, Colima, Mexico (19°04.81' N,
103°43.59'0). For cross-amplification, biopsies from
P fulvus, P gymnonotus, P mexicanus, Mormoops
megalophylla (Mormoopidae), Diphylla ecaudata, Art-
ibeus intermedius, A. jamaicensis, Macrotus californicus,
2 ¥ & 2 & 9 g 8 9 M. waterhousii and Glossophaga soricina (Phyllostomidae)
O O O O QO 0 9 9 Qg i i .
Lt) 2 222 g 2 2 2 were used, all of these were obtained from the tissue col

lection at the Mammal Biology and Ecology Laboratory
of the Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa.
The geographic origins of these specimens are presented
in figure 1.

DNA was extracted using a salt-extraction method
(Aljanabi and Martinez 1997). PCR amplification was
performed using a T100 thermal cycler (Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, USA). The amplification was carried
out for each locus separately. The 25-uL reaction vol-
ume contained 20 ng template DNA, 1x PCR buffer (20
mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCl), 0.2 mM dNTPs,
0.25 uM of each primer (the 5’ tail of the forward primer
for each selected primer pair was fluorescently labelled
with 6FAM, NED, VIC or PET, Applied Biosystems),
3.0 mM magnesium chloride (MgCl,) and 0.25 U of Taq
DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA). Cycling
conditions were: 2 min denaturation at 94°C; 30 cycles
of denaturation at 94°C for 30 s, annealing for 30 s with
temperatures varying by locus (table 1) and an exten-
sion at 68°C for 30 s; final extension of 5 min at 68°C,
using a MultiGene thermocycler (Labnet International,
USA). To ascertain locus amplification intensity, con-
sistency and polymorphism fragment visualization was
performed at Macrogen (Korea, ABI3730XL, Applied
Biosystems) using a standard size GeneScan 500 LIZ.

Allele size was estimated using GeneMarker 2.4.2
software (SoftGenetics, LLC, USA). Observed (H,) and
expected heterozygosity (H.) were calculated using Gen-
AIEx 6.501 (Peakall and Smouse 2012). Deviations from
the Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) by locus and
population were tested using the GenePop 4.0 program

2
59
60
60
60
60
61
61
6

-NED-GCAACCTCCTAACCTGGTGG-3'
6-FAM-CTGGGTTGTTGAAAGTCCGC-3’

-GCCTGTAAACTCCTGCTGTGC-3'
-AATGCTGCTTCCTCTGTCCC-3'

1 '
P N P N P PN

T4, annealing temperature; SSR motif, simple sequence repeat pattern; size (bp).

Ppsl
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Pps8
Pps9
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Table 3. Cross-amplification in 11 bats from the Mormoopidae and Phyllostomidae families.

Species (1) Ppsl Pps2 Pps3 Pps4 Pps5 Pps6 Pps7 Pps8  Pps9
P. fulvus (4) P (5) 0 P (5) P(2) 0 P (6) P(2) 0 0
254-277 106-122 184188 326-340 264, 266
P. gymnonotus (4) P (%) P (4) P (4) M 0 P (6) P(2) 0 M
253-263 124-146 116-126 184 328-350 270,272 199
P. mexicanus (4) P (4) 0 P (6) P(2) P (%) P 4) P (%) 0 0
237-245 104-134 208,210 115-149 314-336 266-278
M. megalophylla (4) 0 0 0 P(2) 0 0 0 0 0
196, 198
D. ecaudata (4) 0 0 P (2) 0 0 0 0 0 0
112,114
A. intermedius (4) 0 0 P (4) 0 0 0 0 0 0
116-122
A. jamaicensis (4) 0 0 P4) 0 0 0 0 0 0
108-136
S. lilium (3) 0 0 P(5) 0 0 0 0 0 0
108-116
M. californicus (4) 0 0 0 0 M 0 0 0 0
137
M. waterhousii (4) 0 0 P (6) 0 P(3) 0 0 0 0
110-138 135-139
G. soricina (3) 0 0 P(5) 0 P(2) P(3) 0 0 0
118-140 135,137 302-306

n, Sample size; P, polymorphic in all samples (no. of alleles) and below the size range of alleles amplified; M,

monomorphic; 0, unsuccessful amplification.

(Raymond and Rousset 1995). Linkage disequilibrium
(LD) was evaluated using Arlequin 3.0 (Excoffier et al
2005). For HWE and LD, an exact test was applied with
sequential Bonferroni correction. The significance level
was set at P<0.05 (Rice 1989). The presence and frequency
of null alleles was evaluated using MicroChecker 2.2.3
(Van Oosterhout et al. 2004). For each population, the
number of alleles (N,) per locus and effective alleles (V)
were calculated using GenAlEx 6.501 (Peakall and Smouse
2012).

Results and discussion

Of the 12 microsatellite markers tested in all samples of
P. psilotis, three did not amplify in any sample and nine,
which were polymorphic, were successfully amplified by
PCR (table 1). The number of alleles per locus ranged
from 7 to 15, similar to those found for other bats of the
family Phyllostomidae (Ortega et al. 2002; Romero-Meza
et al. 2012) and Vespertilionidae (Piaggio et al. 2009). The
H, ranged from 0.280 to 0.867 with an average of 0.687,
while the H, ranged from 0.584 to 0.842 with a mean of
0.779 (table 2). These results are similar to values reported
previously for other New World bats (Bardeleben et al.
2007; Ramirez et al. 2011). One locus showed significant
departures from HWE as a result of heterozygote defi-
ciency (Pps2). No evidence was found for LD among the
loci. The presence of null alleles was detected in two loci
(Pps2 and Pps7) (table 2).

Cross-species amplification indicates that seven
polymorphic loci (Pps1-Pps7), in different degrees, will
provide new insights into the intraspecific variation of mor-
moopid bats (table 3). Further, some polymorphic loci
could be applied to phyllostomid bats, such as Pps3 for
D. ecaudata, A. intermedius, A. jamaicensis and S. lilium,
Pps3 and Pps5 for M. waterhousii and Pps3, Pps5 and Pps6
for G. soricina (table 3).

The nine microsatellite loci reported here represent the
first set of molecular markers developed for the genus
Pteronotus, and they will be useful for population genetic
analysis in P. psilotis, where they have been shown to be
highly polymorphic and reliable across populations. These
markers can also be used to provide information about
changes in the historical distribution and connectivity of
mormoopid populations.
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Capitulo 3. Evidencia de introgresion asimétrica entre Pteronotus fulvus y

Pteronotus gymnonotus (Chiroptera: Mormoopidae)

RESUMEN

Las dos especies hermanas de murciélagos Pteronotus fulvus y Pteronotus
gymnonotus se encuentra simpatricamente desde el Sur de México a Honduras. La
evidencia genética, morfoldgica y ecoldgica apoya la opinion de que estas especies
constituyen dos grupos bien diferenciados. Sin embargo analisis filogenéticos han
demostrado que las dos especies comparten haplotipos del ADN mitocondrial cuando
ocurren en simpatria. Para conocer si existe intercambio genético entre estas dos
especies se emplearon seis loci de microsatélites (n=176) y un marcador mitocondrial
(COIl) (n=231), de ambas especies en localidades en simpatria y en alopatria. Los
analisis de asignacion bayesianos con los microsatélites mostraron dos grupos bien
diferenciados (K=2), identificando de 10 a 62 hibridos que corresponde al 5.7-35.2%
del total de las muestras estudiadas. Los resultados de las tasas de migracion
revelaron que la introgresion es histdrica y con una mayor direccion de P. fulvus a P.
gymnonotus. Esta asimetria en el patron de la hibridacién también se observa con los
resultados del ADNmt, donde se observa una captura mitocondrial de P. fulvus en
todos los individuos de P. gymnonotus de México, Guatemala y parte de Panama
(nimero de migrantes por generaciéon= 6.3 de P. fulvus a P. gymnonotus y 1.545 de
P. gymnonotus a P. fulvus). Los resultados con ambos tipos de marcadores indican la

presencia de introgresion genética histérica y asimétrica con una direccién de P. fulvus
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a P. gymnonotus, posiblemente facilitada por la colonizacion de P. gymnonotus en

Centroamérica y México.

Palabras clave: COI, estructura genética, flujo genético, hibridos, introgresion

asimétrica, microsatélites, murciélagos

INTRODUCCION

La introgresion genética es la incorporacion de genes de un taxén a otro, debido a
retrocruzas repetidas de los hibridos con las especies parentales, lo que resulta en la
conformacién de nuevos genotipos y cambios en las frecuencias alélicas (Anderson,
1948; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004). La introgresion puede ocurrir durante
divergencia simpatrica o por contacto secundario tras un periodo de alopatria (Mao et

al. 2012).

Es frecuente que taxones estrechamente relacionados compartan una historia de
introgresion genética, sugiriendo que la hibridacién puede ser una fase transitoria del
aislamiento reproductivo; sin embargo, a menudo la introgresién es criptica y se
desconoce el impacto evolutivo para las especies parentales (Good et al. 2008; Good

et al. 2015).

La direccion y el grado de introgresion genética, asi como las consecuencias
evolutivas, presentan una dinamica muy variable debido a que dependen de una
variedad de factores tales como el grado de solapamiento de la distribucion de las

especies parentales, la compatibilidad del genoma, las estrategias de apareamiento,
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la dispersion, los patrones en su estructura social y las presiones selectivas (Arnold,
1992; Mao et al. 2010). Una forma comun de detectar la introgresion es mediante la
discordancia en los andlisis filogenéticos a partir de ADN mitocondrial (ADNmt) y el
ADN nuclear (ADNnc) (Dong et al. 2014). Sin embargo, la discordancia filogenética
también puede ser resultado de la clasificacién incompleta de linajes por polimorfismo

ancestral (Ballard y Whitlock, 2004; Buckley et al. 2006).

La introgresion genética ha sido documentada en varios grupos de mamiferos
(Lehman et al. 1991; Alves et al. 2003; Payseur et al. 2004; Banes et al. 2016; Cabria
et al. 2011). Para el caso de los murciélagos, de las 1,116 especies en el mundo
(Simmons, 2005), hasta el momento solamente se ha documentado en 32 especies de
5 familias (Pteropodidae, Phyllostomidae, Rhinolophidae, Noctilionidae vy
Vespertilionidae), esto puede deberse a un menor estudio con este enfoque en

comparacion a otros mamiferos.

En este trabajo se estudid la introgresion genética entre dos especies hermanas de
murciélagos insectivoros neotropicales de la familia Mormoopidae, P. fulvus (Thomas,
1892), y P. gymnonotus (Wagner, 1843), especies que se distinguen de otros
mormodpidos por tener la membrana alar unida sobre el dorso y, de acuerdo con
caracteres morfologicos y genéticos, son especies filogenéticamente cercanas (Smith,
1972; Simmons y Conway, 2001; Lewis-Oritt et al. 2001; Davalos, 2006; Pavan y
Marroig, 2016). La principal diferencia morfologica entre estas dos especies es la
longitud del antebrazo, para P. fulvus un antebrazo <50 mm y para P. gymnonotus >50

mm (Adams, 1989).
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Estos murciélagos tienen una distribucién simpatrica desde el Sur de México hasta
Honduras (Smith, 1972) (Figura 1). Ambas especies comparten refugios y son
monoestros estacionales, con un traslape en los meses de gestacion y lactancia
(Wilson, 1973; Adams, 1989; Nowak, 1991; Hayssen et al. 1993; Simmons y Conway,
2001; Jiménez-Guzman y Ceballos, 2005; Ortega y Arita, 2005), caracteristicas que

podrian ayudar a mantener un apareamiento interespecifico.

Una posible introgresion genética del ADNmt de P. fulvus en P. gymnonotus ha sido
reportada por Pavan y Marroig (2016), quienes realizaron un estudio de sistematica
molecular del genero Pteronotus, en donde encontraron a un individuo de P.
gymnonotus de Guatemala agrupado con individuos de P. gymnonotus utilizando
marcadores nucleares y con un gen del cromosoma Y (DBY), pero agrupado
mitocondrialmente (citocromo b y COI) con P. fulvus. Sin embargo, en este estudio el
muestreo fue limitado para estas dos especies en la zona de contacto y los andlisis

realizados no fueron enfocados para detectar la introgresion genética.

En 1958, Goodwin describié la subespecie Pteronotus suapurensis calvus en los
estados de Oaxaca y Chiapas (México), sinonimia de P. davyi calvus con base en el
tamafio del antebrazo (46.1 a 48.3 mm), visiblemente mas grandes que en los tipicos
P. fulvus observados en México (<45 mm) y mas pequefos que P. gymnonotus (<50
mm) (Goodwin, 1958; Alvarez y Alvarez-Castafieda, 1991). Posteriormente estos
murciélagos fueron considerados como individuos grandes de P. fulvus (Goodwin,
1969; Smith, 1972). Estos individuos de P. fulvus que presentan una longitud de

antebrazo cercano al limite que caracteriza a la especie, han sido encontrados
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recientemente en Oaxaca y Tabasco, México (Ricardo Lopez-Wilchis, com. pers.) y

podrian corresponder a hibridos de P. fulvus y P. gymnonotus.

A partir de estos antecedentes, en el presente estudio se pretende determinar si existe
introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus, asi como caracterizar los
patrones de introgresion asociados, mediante el uso y comparacion de dos tipos de
marcadores moleculares, tales como microsatélites (con herencia biparental) y un gen

mitocondrial (herencia uniparental).
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Figura 1. Distribucion geografica de P. fulvus y P. gymnonotus, sefialando la
distribucién simpatrica.
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MATERIAL Y METODO

Muestreo.- Los datos moleculares corresponden a la amplificacién de seis loci de
microsatélites de 176 murciélagos (137 P. fulvus y 39 P. gymnonotus) de cinco
localidades, que fueron capturados con trampas de arpa y redes de niebla. Las

especies fueron identificadas con las claves taxondmicas de Medellin et al. (2008).

Para el fragmento del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COI), se
incluyeron las secuencias de 165 murciélagos colectados (125 P. fulvus y 40 P.
gymnonotus) mas 66 secuencias (16 P. fulvus y 50 P. gymnonotus) previamente
publicadas por Borisenko et al. (2008); Clare et al. (2011); Khan et al. (2014); Pavan y
Marroig (2016) y Engstrom et al. (No publicado), disponibles en GenBank
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las nuevas secuencias se subirdn a
GenBank. El muestreo presentado cubre una gran parte de la distribucion del complejo

de especies, incluyendo su distribucion alopatrica y simpatrica (Figura 2 y Tabla 1).
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Figura 2. Localidades de estudio para los microsatélites y el marcador mitocondrial
COl.




Tabla 1. Localidades de colecta y niumero de acceso al GenBank, para P. fulvus y P.
gymnonotus del presente estudio para cada marcador. Acronimo (A); tamafio de
muestra (N).

A Localidad Especie Marcador N GenBank
. , . KX590178
Ja Jalisco, México P. fulvus COl 2 KX590180
Playa de Oro, Colima, Microsatélites | 11 .
PO México P. fulvus COl 11 Este estudio
LO Los Ortlcgs, Colima, P fulvus Microsatélites 6 Este estudio
Meéxico COl 6
La Venta, Oaxaca, Microsatélites | 35 .
LV México P. fulvus COl 35 Este estudio
Microsatélites | 53 :
AB Agua Blanca, Tabasco, P. fulvus COl 49 Este estudio
México p MNonotus Microsatélites | 29 Este estudio
-9y Col 26
Microsatélites | 32 )
. Tapijulapa, Tabasco, P. fulvus COl o5 Este estudio
a . . —
Meéxico p MNONotUS Microsatélites 10 Este estudio
i Col 10
Ch Chiapas, México P. fulvus COl 1 KX590181
Ca Campeche, México P. fulvus COl 1 JF447313
JF446817
JF446818
AV Verapaz, Guatemala JF446820
JF446821
P. gymnonotus COl 1 KX590174
EP Tikal, El Petén, P. fulvus col 1 | JFa46816
Guatemala
Gallon Jug, Distrito de KX590084
Be Orange Walk, Belice P. fulvus COl 2 KX590085
. JF446540
es | H Ref”g'%afvr;‘g%ﬁhapa”’ P. fulvus col 3 | JF446541
JF446542
Ho Colén, Honduras P. fulvus COIl 1 KX590179
. JF447431
Pa Parg‘;; N;:;‘”;,a; rﬂ:ﬁ; de | p. gymnonotus col 3 | JF447432
p ' JF459487
ve | HatolaFlorda, Bolivar, | o 00onotus col 1 | JF447854
Venezuela
Reserva lwokrama EF080589
Gu Potaro-Siparuni. Gu éna P. gymnonotus COl 4 EF080590
paruni, Guy EF080591
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KC011684

S; Bakhuis, .Sipaliwini, . gymnonotus Col EU096900
Surinam
KX590198
EU096898
Br Brokopondo, Surinam . gymnonotus COl EU096899
EU096901
JF447711
. . KX590196
Pe Huanuco, Peru . gymnonotus COl KX590197
CB Ca"e”.“'f‘ do Blgpde, . gymnonotus COl Este estudio
Goias, Brasil
MG Jangada’B'\r"aasticl’ Grosso, | b gymnonotus col KX590156
BA Barro Alto, Goias, Brasil . gymnonotus COl KX590169
KX590284
KX590285
Ce Estacion Ecoldgica Aiuba, gymnonotus COl KX590286
Aiuba, Ceara, Brasil ' KX590287
KX590288
KX590293
KX590294
. . : KX590296
Se Itabaiana, Sergipe, Brasil . gymnonotus COl KX590304
KX590305
Al Usina Serra Grande, . gymnonotus col KX590306
Alagoas, Brasil
. KX590307
Parque Nacional KX590308
CD Chapada Diamantina, . gymnonotus COl
Bahia, Brasil KX590309
’ KX590310
KX590312
Canaa dos Carajas, Para KX590313
Ca Brasil ’ ' . gymnonotus COl KX590329
KX590339
KX590341
KX590354
KX590357
KX590358
Carajas, Parauapebas KX590359
CP Péré Brasil : . gymnonotus CoOl KX590360
' KX590364
KX590368
KX590370
KX590372
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Tapirapé-Aquiri, Maraba, KX590138

™ Para, Brasil P. gymnonotus COl 2 KX590140

Extracciobn de ADN.- La extraccion del ADN total se realizé a partir de 20 ug de
musculo o membrana alar, utilizando un protocolo de extraccion de sal comun (Lopera-

Barrero et al. 2008).

Datos de microsatélites.- Se utilizaron seis primers microsatélites polimorficos para
ambas especies, cinco diseflados y caracterizados para Pteronotus psillotis (Pps1,
Pps3, Pps6, Pps7 (Méndez-Rodriguez et al., aceptado), Pps10 (Méndez-Rodriguez et
al. en preparacion) y NACS8 disefiado para Artibeus jamaicensis (Ortega et al. 2002),
utilizando las condiciones de amplificacion descritas para cada primer. Para conocer
los distintos alelos se llevo a cabo una electroforesis capilar en un secuenciador ABI
PRISM 370xl, con una LIZ (GeneScan™ 500® LIZ Size Standar) como estandar de
tamafo de alelos. El tamafio de los alelos en pares de bases se registré utilizando el

programa GeneMarker v 2.4.2 (SoftGenetics, LLC, PA, USA).

Evaluacion de los loci.- Se realizé una evaluacién de los loci de microsatélites por
especie para determinar si son adecuados para este estudio. Se verifico la presencia
y frecuencia de los alelos nulos por locus, localidad y especie, con el programa
MICROCHECKER v 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Para identificar si la presencia
de alelos nulos modifica significativamente los resultados de los analisis se calcularon
los valores de Fst y distancias genéticas con y sin correccion ENA (estimacién de
alelos nulos), utilizando el programa FREENA (Chapuis y Estoup, 2007) y aplicando

una t-Student con el programa NCSS v. 11 para saber si los resultados son
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significativamente diferentes (Hintze, 2011). Se evalud la desviacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) y el desequilibrio de ligamiento entre los pares de loci con el
programa GENEPOP v 4.0 (Raymond y Rousset, 1995) y aplicando la correccion de

Bonferroni secuencial con un nivel de significancia de P<0.05 (Rice, 1989).

Diversidad y diferenciacion genética.- Se calculé la diversidad genética de las
especies usando el programa GenAIlEx v. 6.3 (Peakall y Smouse, 2006), estimando el
namero de alelos (Na), alelos exclusivos (Np), heterocigosis observada (Ho) y
heterocigosis esperada (He). Para conocer la diferenciacion genética se estimo la Fsr
basada en el modelo de mutacion de alelos infinitos (IAM) y la Rst en funcion del
modelo de mutacion gradual (SMM) utilizando Arlequin v .3.5.1.2 con 10 000

permutaciones (Excoffier et al. 2005).

Estructura y flujo genético.- Para visualizar como se encuentra distribuida la
diversidad genética se llevé a cabo un andlisis bayesiano de asignacién a grupos
genéticos con el programa STRUCTURE v. 2.2 (Pritchard et al. 2000), con condiciones
de 1 000 000 burn-in y 500 000 de MCMC, probando desde K=2 hasta K=8, con 20
réplicas por K. El numero de grupos genéticos (K) mas probable se determind
estimando la Delta K (AK) y la probabilidad logaritmica de K, In P (K)=L (K) (Evanno et

al. 2005) utilizando el sitio web Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012).

Para identificar y clasificar a los posibles hibridos se utilizé el programa NEWHYBRIDS
v.1.0 con 100 000 sweeps de cinco cadenas y un burn-in de 50 000 (Anderson y

Thompson, 2002). Este programa calcula las frecuencias de alelos en las dos especies
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parentales y para cada genotipo su probabilidad de ser puro o hibrido, asignando a los
individuos en 6 clases genotipicas: dos grupos parentales puros (P. fulvus y P.
gymnonotus), primera generacién de hibridos (F1), segunda o0 mas generaciones de
hibridos (F2), retrocruzamientos con P. fulvus y retrocruzamientos con P. gymnonotus.
Para evitar una asignacion falsa de individuos, los resultados de STRUCTURE vy
NEWHYBRIDS se analizaron siguiendo los criterios definidos por Burgarella et al.
(2009), considerando como hibridos, a aquellos individuos que presentaron un valor
de asignacion de q inferior a 0.75 en STRUCTURE vy valores de g superiores a 0.75

para las categorias hibridas (hibridos F1, F2 y retrocruzamientos) en NEWHYBRIDS.

Tasa de migracion historica y contemporanea.- Para conocer si existe flujo genético
histérico (n generaciones) o contemporaneo entre las especies se utilizaron dos
meétodos. Con el primer método se estimd la tasa de migracion historica, con un
enfoque coalescente utilizando el programa MIGRATE v. 3.6.11 (Beerli, 2009). Este
programa asume que el tamafio de las poblaciones y la tasa de migracién son
constantes en el tiempo. Después de las pruebas iniciales, se utilizaron 10 réplicas de
una cadena larga de 1 000 000 con un total de 10 000 0000, descartando los primeros
10 000 pasos de burn-in. La tasa de migracién (u:8) se calculd utilizando la ecuacion
4Nm=6M, donde se promediaron las ultimas n generaciones, donde n es igual al
namero de generaciones, donde las poblaciones han estado en equilibrio mutacién-
deriva, incorporando dos parametros a la tasa de mutacion, el tamafo efectivo de
poblacion (4Nep) y (M) la tasa de flujo de genes (m/u), donde m es el nimero efectivo
de migrantes por generacién, tomando en cuenta una tasa de mutacién de 5x10~* que

ha sido estimada para los microsatélites (Garza y Williamson, 2001). Con el segundo
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meétodo se estimo la tasa de migracion contemporanea (1-3 generaciones) con un
enfoque bayesiano usando el programa BayesAss v. 1.3 con 10 000 000 iteraciones,
2 000 de frecuencia de muestreo, 1 000 000 de burn-in, utilizando en un primer analisis
los valores delta predeterminados de tasa de migracion (m), frecuencia de alélica (a)
y coeficiente de endogamia (f). En los andlisis posteriores empleando diferentes
valores delta de modo que cada parametro se encuentre entre el 40-60% del nimero
total de iteraciones, una vez que los valores de delta (Am=0.03, Aa=0.07 y Af=0.2)
estuvieron dentro de la proporcion aceptada, el analisis se llevo a cabo tres veces mas

utilizando diferentes semillas (Wilson y Rannala, 2003).

Datos del gen mitocondrial COI.- La amplificacion de un fragmento del gen COl, se
realizé utilizando los primers VF1d y VR1d y utilizando las condiciones descritas para
los primers (Ivanova et al. 2006). Las amplificaciones fueron secuenciadas en sentido

3’-5" y 57-3, en un secuenciador ABI PRISM 370xI.

Las secuencias obtenidas se editaron representando a las posiciones heterdcigas de
los nucledtidos con el codigo IUPAC, tomando en cuenta todos los nucleétidos de cada
sitio variable. Posteriormente las secuencias se confirmaron a partir de un analisis de
BLAST estandar nucledétido-nucleétido en la base de datos de GenBank (Altschul et al.
1990) y se alinearon utilizando el algoritmo Clustal W en el programa Geneious v. 5.6.4

(Drummond et al. 2012).

Diversidad y diferenciacion genética.- Se estimo el nUmero de sitios segregantes

(s), composicion de bases y el nimero de haplotipos por especie, con los programas
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MEGA v. 5.0.5y Networks v. 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999; Tamura et al. 2011), mientras
que los indices de diversidad, la diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (1)
con DnaSP v. 5 (Librado y Rozas, 2009), tanto en la distribucién simpatrica como
alopatrica. La diferenciacion genética se estimo calculando la Fst entre las especies

con el programa Arlequin v. 3.5.1.2 con 10 000 permutaciones (Excoffier et al. 2005).

Las relaciones haplotipicas y la presencia de haplotipos compartidos entre especies,
se determinaron mediante una red de haplotipos con el método de Median-Joining con
el programa Networks v. 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999), resolviendo los bucles (loops)
de acuerdo con los criterios de Pfenninger y Posada (2002). Las distancias genéticas
entre los haplogrupos se calcularon con el programa MEGA v. 5.0.5 (Tamura et al.

2011), empleando el modelo Kimura 2 Parametros (K2P).

Tasa de migracion.- Se estimé el nimero de migrantes por generacion entre las
especies a partir de un modelo coalescente de aislamiento con migracion,
implementado en IMa (Hey y Nielsen, 2007). Utilizando una tasa de mutacién de 0.025
subs/sitie/my (Pavan y Marroig, 2017), el modelo de evolucién de Hasegawa-Kishino-
Yano (HKY), los pardmetros determinados empiricamente en las ejecuciones
preliminares para corroborar la convergencia de los priors y juntando dos corridas
independientes de 30 millones de generaciones. Para convertir los resultados en
valores biolégicamente informativos se utilizd un tiempo generacional de 6 afos

(Lopez-Wilchis, com. pers.)
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Andlisis morfoldgico.- Para conocer si existen diferencias morfoldgicas significativas
entre los individuos de P. fulvus que presentaron una longitud de antebrazo 246 mm,
y los tipicos individuos de P. fulvus (<46 mm) y P. gymnonotus (>50 mm), se midio el
tamafio de antebrazo de 176 murciélagos utilizados en los analisis genéticos,
separando hembras y machos en los analisis. Se evalu6 la normalidad de los datos
con una prueba de D"Agostino Omnibus con una p= 0.05 y posteriormente se aplicaron

pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn’s en el programa NCSS v. 11 (Hintze, 2011).
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RESULTADOS

Microsatélites. Evaluacion de los loci.- Se presentaron alelos nulos en la mayoria de
los loci en al menos una localidad, pero no fue necesario excluir ningan loci debido a
que los valores de Fst y las distancias genéticas con y sin correccion ENA no
presentaron diferencias significativas. Tres loci (Pps7, Pps10 y NACS8) presentaron
evidencia de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en P. fulvus, debido a un
exceso de homocigos, probablemente por la presencia de alelos nulos. Por otro lado

no se detectd desequilibrio de ligamiento entre ningun loci.

Diversidad y diferenciacién genética.- Se registraron un total de 355 alelos con 6 loci
en 176 individuos, 269 alelos para P. fulvus (137 individuos) y 86 alelos para P.
gymnonotus (39 individuos). Se encontraron 34 alelos exclusivos en P. fulvus y cinco
en P. gymnonotus con una frecuencia baja (0.004-0.037), a excepcion de un alelo de
P. fulvus que presenta una frecuencia alta (0.360). Para P. fulvus los valores de Ho
variaron de 0.630 a 0.794 y He de 0.631 a 0.785, mientras que para P. gymnonotus los
valores de Ho son de 0.550 y 0.619 y para He de 0.603 y 0.673, lo que sugiere que la
diversidad genética global es relativamente moderada (Tabla 2) (Vazquez-Dominguez,
2013; Romero-Nava et al. 2014). Los valores de diferenciacion genética, Fst y Rsr,
calculados entre las especies fueron significativos (p=0.05) y altos (Fst= 0.162 y Rst=

0.070) (Bogdanowicz et al. 2012).
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Tabla 2. Estadisticos de diversidad genética con microsatélites para cada localidad de
P. fulvus y P. gymnonotus. Numero de muestras (N); suma y promedio de alelos por
locus (Na); alelos exclusivos (Np); heterocigosis observada (Ho), heterocigosis
esperada (Hg)

Especie Localidad N Na Np Ho He
2 =43
PO 11 - 1 0.794 | 0.767
X =7.167
> =34
LO 6 — 1 0.667 | 0.631
X =5.667
> =68
P. fulvus AB 49 - 6 0.630 | 0.785
X =11.333
2 =66
Ta 25 - 3 0.640 | 0.781
x =11
> =58
LV 35 - 4 0.630 | 0.781
X =9.667
2 =48
AB 26 < -8 15 0.619 | 0.673
X =
P. gymnonotus
2 =38
Ta 25 - 5 0.550 | 0.603
X =6.333

Estructura y flujo genético.- El analisis bayesiano realizado con STRUCTURE
separ6 a P. fulvus y P. gymnonotus, dividiendo a los individuos genotipados en dos
grupos (K=2), sin estructura intraespecifica. De acuerdo con los criterios de Burgarella
et al. (2009), los resultados de STRUCTURE y NEWHYBRIDS clasificaron al 30% de
los individuos en categorias diferentes, asi que los resultados se presentan de forma

separada (Figura 3).

Conforme a los resultados de STRUCTURE, se encontraron 10 hibridos (5.7%), todos

en P. fulvus, mientras que NEWHYBRIDS asigno 62 hibridos (35.2%), 42 en P. fulvus
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y 20 en P. gymnonotus. Ambos andlisis detectaron hibridos dentro y fuera de la zona

de contacto y una frecuencia de hibridos desigual para cada especie (Figura 3).

De acuerdo con el programa STRUCTURE, siete murciélagos identificados
morfologicamente como P. fulvus fueron clasificados como individuos puros de P.
gymnonotus (g>0.83), dos de los cuales presentan un antebrazo 246 mm y uno
clasificado de la misma forma por NEWHYBRIDS. Asimismo, un murciélago
morfolégicamente caracterizado como P. gymnonotus fue clasificado como puro de P.
fulvus (g>0.9). Por otro lado, de 18 murciélagos de P. fulvus que presentaron un
antebrazo 246 mm, uno fue clasificado como hibrido con el programa STRUCTURE y

seis con NEWHYBRIDS.

El haber encontrado ocho individuos asignados como puros de P. fulvus o P.
gymnonotus contrariamente a la identificacion morfol6gica y el no haber una mayor
correspondencia de los hibridos putativos (P. fulvus con un antebrazo 246 mm) con
una asignacién genotipica hibrida, revela que no existe una clara relacién entre el

tamafo del antebrazo con la asignacion a las clases genotipicas.
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K=2 W P.gymnonotus ®mP. fulvus

PO LO AB Ta Lv AB Ta

P. fulvus P. gymnonotus
Individuos

m P fulvus ®WP.gymnonotus ®™F1 ®mF2 wmRCP.fulvus wRC P.gymnonotus

PO LO AB Ta LV AB Ta
P. fulvus P. gymnonotus
Individuos

Figura 3. Identificacién y clasificacion de hibridos. A. Resultados de STRUCTURE que muestran la pertenencia de los
individuos a cada especie. B. Asignacion de los individuos a las seis categorias genotipicas (P. fulvus, P. gymnonotus, F1,
F2 y retrocruzamientos con las especies parentales) obtenido con NEWHYBRID. Cada individuo se encuentra representado
por una barra vertical y las abreviaturas corresponden a las localidades de la Tabla 1.
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Tasa de migracion historica y contemporanea.- La tasa de migracion historica
calculada con MIGRATE revel6 una migraciéon asimétrica, de P. fulvus a P.
gymnonotus de 17.573 y de P. gymnonotus a P. fulvus de 3.025, con un niumero de
migrantes por generacion de diez de P. fulvus a P. gymnonotus y de dos de P.
gymnonotus a P. fulvus, indicando flujo genético histérico entre las especies. En
cambio, la tasa de migraciébn contempordnea estimada con BayesAss resulté de
0.13 de P. fulvus a P. gymnonotus y 0.009 de P. gymnonotus a P. fulvus, estos
valores muy cercanos a cero indican poca o ninguna migracién reciente entre las

especies (Tabla 3).

Tabla 3. Estimaciones de la tasa de migracion histérica y el nimero de migrantes
por generaciéon (Migrate) y tasa de migracion contemporanea (BayesAss).
Especie Especie Donadora

receptora P. fulvus P. gymnonotus

Migrate (tasa M)

P. fulvus - 3.025 (2.213-3.947)
P. gymnonotus 17.573 (15.68-20) -
Nem (migrantes por generacion)
P. fulvus - 2 (1-5)
P. gymnonotus 10 (6-14) -

BayesAss (tasa M)
P. fulvus 0.987 (0.972-0.998) 0.009 (0.0003-0.032)
P. gymnonotus 0.013 (0.002-0.028) 0.991 (0.968-0.999)

COl. Diversidad y diferenciacion genética.- Se amplificé un fragmento de 651 pb

del gen citocromo oxidasa subunidad | (COI) del ADNmt. Las 142 secuencias
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obtenidas para P. fulvus, presentaron una composicion de bases de: T: 29.3%, C:
27%, A: 25% y G: 18.7%, con 582 sitios conservados, 69 sitios variables y 54 sitios
parsimoniosamente informativos. Se identificaron 36 haplotipos de los cuales 28
fueron Unicos y 8 compartidos entre las localidades. La diversidad haplotipica
general resulté de 0.512 y la diversidad nucleotidica de 0.0062. Los P. fulvus de las
localidades que se encuentran en la distribucion alopatrica presentaron una
diversidad genética de h=0.803 y m= 0.0143, mientras que en la distribucion

simpatrica h=0.512 y = 0.0062.

Se secuenciaron 90 individuos de P. gymnonotus, con una composicion de bases
de T: 29.3%, C: 26.9%, A: 25.4% y G: 18.4% con 571 sitios conservados, 80 sitios
variables, 69 sitios parsimoniosamente informativos e identificando 23 haplotipos,
de los cuales 13 fueron unicos y 10 compartidos entre localidades, presentando una
diversidad haplotipica general de 0.860 y diversidad nucleotidica de 0.0339. Los P.
gymnonotus de las localidades que se encuentran en la distribucién alopatrica
presentaron una diversidad genética de h= 0.707 y = 0.0020, mientras que en la

distribucion simpatrica h=0.754 y = 0.0248.

Entre las dos especies se reportan 56 haplotipos, 34 haplotipos exclusivos de P.
fulvus, 19 de P. gymnonotus y tres haplotipos compartidos (H1, H18 y H56), que
corresponden a 79 individuos de P. fulvus y 30 individuos de P. gymnonotus (Anexo

1).
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El valor de diferenciacion genética (Fst) entre ambas especies es alto (0.504). No
obstante, la red de haplotipos muestra una estructura muy marcada y concordante
con la distribucion geografica de donde fueron colectadas las muestras,
encontrando tres haplogrupos claramente diferenciados con =33 pasos

mutacionales y 25.6% de distancias genéticas (Figura 4):

El primer haplogrupo presenta 37 haplotipos, pertenecientes a 137 individuos de P.
fulvus de México, Guatemala, Belice, El Salvador y Honduras, y a 30 individuos de
P. gymnonotus de la distribucién simpatrica (México y Guatemala) y a Panama.

Resultados que indican una captura mitocondrial de P. fulvus en P. gymnonotus.

El segundo haplogrupo presenta 18 haplotipos que corresponde a P. gymnonotus
del Sur de su distribucién con muestras de Panama, Venezuela, Surinam, Guyana,

Peru y Brasil (H38-H55).

El tercer haplogrupo esta representado por un solo haplotipo compartido (H56),
integrado por 5 individuos de P. fulvus de Oaxaca y 7 individuos de P. gymnonotus
de Tabasco. Este haplogrupo se encuentra separado de los demas por una

distancia genética 26.5%.
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Figura 4. Red de haplotipos de P. fulvus y P. gymnonotus, indicando los tres
haplogrupos. Las lineas pequefias que conectan a cada uno de los haplotipos
indican los pasos mutacionales entre ellos. Los circulos en rojo representan a los
haplotipos no muestreados (hipotéticos) y el tamafio de los circulos representa la
frecuencia de cada haplotipo, mientras que el porcentaje indica la distancia genética
entre los haplogrupos.

Tasa de migracion.- Se encontré un numero de migrantes por generacion de 6.3
(0.5-16.7) de P. fulvus a P. gymnonotus y 1.54 (0.007-4.5) de P. gymnonotus a P.

fulvus, indicando mayor flujo genético de P. fulvus a P. gymnonotus.

Andlisis morfologico.- De los 137 murciélagos de P. fulvus colectados, 18 (13.1%
del total) presentaron un antebrazo de 246 mm (hibridos putativos). Los datos del
tamafo de antebrazo no cumplieron con la normalidad (F= 27.24 y p< 0.001) y se
encontraron diferencias significativas entre machos y hembras en ambas especies
(P. fulvus H=9.92 y p=0.02; P. gymnonotus H=4.42 y p=0.04). La prueba de Kruskal-
Wallis indico que existen diferencias entre al menos un grupo de datos (H=119.65 y
p< 0.001) y la prueba Dunn’s que los hibridos putativos no presentan diferencias

significativas con P. gymnonotus y son significativamente diferentes a P. fulvus. De
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acuerdo a estos resultados los hibridos putativos son morfolégicamente similares a

P. gymnonotus (Figura 5).
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Figura 5. Tamafio de antebrazos en milimetros (mm). En azul P. fulvus, en morado
los hibridos putativos, en rosa P. gymnonotus; los triangulos corresponden a las
hembras y los circulos a los machos; tamafio de muestra (n).
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DISCUSION

Los analisis del presente estudio muestran haplotipos y alelos compartidos entre P.
fulvus y P. gymnonotus. Esto contrasta con previos estudios genéticos, morfolégicos
y ecoldgicos que apoyan que son dos especies bien diferenciadas (Smith, 1972;
Simmons y Conway, 2001; Lewis-Oritt et al. 2001; Davalos, 2006; Pavan y Marroig,

2016).

Introgresion asimétrica del ADNnc
Los valores de diferenciacion genética de los microsatélites Fsty Rst (Fst=0.162y
Rst= 0.070, p=0.05) calculada entre las especies, presentaron valores mas altos

que los reportados entre diversas especies (Bogdanowicz et al. 2012).

A pesar de las discordancias en la asignacién de clases genotipicas entre los
resultados obtenidos con los programas STRUCTURE y NEWHYBRIDS con los
microsatélites, ambos indican introgresion diferencial entre P. fulvus y P.
gymnonotus. La introgresién diferencial ha sido observada en otros animales,
posiblemente por diferencias en las estrategias de apareamiento o facilitado por la
diferencia en la abundancia de los taxones que hibridan (Gomes et al. 2009;

Bogdanowicz et al. 2012).

Esta introgresion diferencial parece ser histérica debido a la baja tasa de migracion
contemporanea estimada con BayesAss (0.013 y 0.009) en comparacion a la tasa
historica estimada con Migrate (3.025 y 17.573). Otro indicativo es que todos los

hibridos encontrados fueron asignados a la categoria F2 con el programa
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NEWHYBRIDS sin evidencias de la F1 o retrocruzas con las especies parentales,
no obstante, la ausencia de la F1 también ha sido atribuido a una menor adecuacion

(Bilgin et al. 2012).

Introgresion asimétrica y diversidad genética del ADNmt

Los resultados de COI indicaron que existen haplotipos compartidos o
cercanamente relacionados entre P. fulvus y P. gymnonotus, lo que sugiere la
presencia de introgresion genética y/o clasificacion incompleta de linajes, siendo
muy dificil distinguir entre estos dos procesos, debido a que producen patrones

genéticos similares (Buckley et al. 2006).

De acuerdo a los resultados se plantea la presencia de introgresion y clasificacion
incompleta de linajes del ADNmt, la introgresién por la reproduccion e incorporacion
de genes entre individuos de ambas especies y clasificacion incompleta de linajes
por la retencion aleatoria de alelos que son compartidos entre especies cercanas
filogenéticamente (Buckley et al. 2006; Mao et al. 2016). Todos los individuos de P.
gymnonotus colectados en la distribucion simpatrica y un individuo colectado en
Panama, presentan haplotipos compartidos o cercanamente relacionados con P.
fulvus (H1, H18, H17 y H29). Estos haplotipos son indicativo de introgresion
genética, debido a que estan estructurados geograficamente, es decir no se
distribuyen aleatoriamente a través de la distribucion de P. gymnonotus como se
esperaria si fuera el resultado de clasificacion incompleta de linajes (Mao et al.
2013b; Sullivan et al. 2014), ademas los resultados son congruentes con los datos

de microsatélites. De acuerdo con estos resultados parece haber una fijacion de
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COl de P. fulvus en todos los individuos de P. gymnonotus de México, Guatemala y

parte de Panama consecuencia de una antigua introgresion genética.

Por otro lado, el tercer haplogrupo encontrado en este estudio (Figura 4),
conformado exclusivamente por el haplotipo H56, constituido por P. fulvus de
Oaxaca y P. gymnonotus de Tabasco (México), presenta una distancia genética
mayor al 5.6% de las especies parentales y se encuentran cercanamente
relacionados con P. davyi de las Antillas Menores (Capitulo 1). Esta incongruencia
geografica puede deberse a que este haplotipo corresponde a polimorfismo

ancestral entre estas especies que son muy cercanas filogenéticamente.

En cuanto a la diversidad genética, P. fulvus (h=0.860 y = 0.00622), presenta una
alta diversidad haplotipica y una baja diversidad nucleotidica y P. gymnonotus (h=
0.512 y = 0.03396) una moderada diversidad haplotipica y una alta diversidad
nucleotidica, al compararla con otras especies del género Pteronotus (h= 0.793 y
1= 0.014 para P. mexicanus en México y h= 0.819; = 0.00991 para P. psilotis)
(Flores-Romero et al. en preparacion; Zarate-Martinez et al. en preparacion). Esta
diferencia en de los valores de diversidad entre las especies implica diferentes
historias demograficas. La baja diversidad nucleotidica de P. fulvus y la topologia
de la red de haplotipos, podria ser un indicativo de un cuello de botella o un efecto
fundador. Mientras que en P. gymnonotus, la alta diversidad nucleotidica es
indicativo de una poblacion estable con un tamafio efectivo grande o bien contacto
secundario entre diferentes linajes evolutivos (Grant y Bowen, 1998; Mao et al.

2013a).
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En la zona simpatrica (México y Guatemala), los individuos de P. gymnonotus
presentaron mayor diversidad genética (distribucion simpatrica: h= 0.754 y =
0.024; distribucion alopatrica h= 0.707 y m= 0.00203). Una mayor diversidad
genética en la zona geogréfica donde existe un intercambio de material genético
entre especies ha sido reportado en plantas, aves y mamiferos (Bearthier et al.

2006; Melo-Ferreira et al. 2007; Mao et al. 2010; Mao et al. 2013a).

Discordancia de laintrogresion del ADNnc y ADNmt

Los resultados del ADNmt indicaron que existe introgresion genética de P. fulvus en
todos los individuos de P. gymnonotus que se ubican geograficamente en la zona
de simpatria de ambas especies, sugiriendo un frecuente apareamiento historico.
De manera que se esperaba encontrar una mayor introgresion nuclear, que lo
observado (7.3%-35.2% individuos de origen hibrido). Estos resultados podrian
estar influidos por patrones diferenciales de introgresion del ADN nuclear y

mitocondrial o por haber trabajado con una pequefa porcion del ADNNnc.

La introgresion diferencial entre marcadores mitocondriales y nucleares esta
ampliamente documentada (Bachtrong et al. 2006; Chen et al. 2009; Nesi et al.
2011; Mao et al. 2012; Kuo et al. 2015) y son los diferentes mecanismos de
aislamiento pre y postcigoticos de las especies (ej. apareamiento selectivo,
dispersion sesgada, esterilidad parcial o diferencias de aptitud de los hibridos o de
algun sexo hibrido) que han sido propuestos como promotores del intercambio
genético unidireccional y favorecer una introgresion diferencial (Gompert et al. 2008;

Chany Levin, 2005).
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La fuerte introgresion asimétrica observada con COI, puede reflejar una preferencia
de apareamiento entre las hembras de P. fulvus con los machos de P. gymnonotus,
resultando en una introgresion del ADNmt que con el tiempo reemplazé al de P.
gymnonotus ya sea por deriva o0 seleccion natural. En diversos estudios en insectos,
peces y mamiferos se ha encontrado esta captura mitocondrial por parte de una de
las especies parentales en todos los hibridos muestreados (Chan y Levin, 2005;
Bearthier et al. 2006; Gompert et al. 2008; Mao et al. 2013a), a veces sin detectar

rastro de introgresion nuclear o cambio morfolégico (Chen et al. 2009).

Causas de la introgresion historica entre P. fulvus y P. gymnonotus

De acuerdo con los resultados con los diferentes tipos de marcadores moleculares,
se infiere que el flujo genético entre las especies es historico, estos eventos de
introgresion pudieron haber ocurrido repetidamente durante la colonizacion de P.

gymnonotus a Centroamérica y México (Pavan, 2016).

La hipétesis mas reciente de diversificacion del género Pteronotus con un enfoque
biogeografico, menciona que estos murciélagos se dispersaron de América del Sur
hacia el Norte (Pavan y Marroig, 2017). Los resultados del presente estudio sugiere
qgue P. fulvus ya se encontraba en Centroamérica y México, en el momento en que
P. gymnonotus amplié su distribucién geografica colonizando el Sur de México,
estableciendose un contacto secundario entre estas dos especies, donde los
haplotipos del ADNmt de P. fulvus fueron capturados y fijados en las poblaciones
de P. gymnonotus durante su expansion demogréfica. Esta hipétesis se sustenta

por evidencias de un rapido crecimiento poblacional de P. gymnonotus encontradas
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en este estudio y por Pavan (2014). Esta expansion demografica posiblemente fue
facilitada por la emergencia del Istmo de Panama, asi como por las oscilaciones
climéticas y las fluctuaciones del nivel del mar que coinciden con la fecha de
contacto estimada para estas especies (2.188 a 0.713 Ma) (Bagley y Johnson, 2014;

ver Capitulo 1).

Este escenario histérico coincide con el modelo Hubbs o neutral, que explica la
mayoria de los casos de introgresion asimétrica (Petit y Excoffier, 2009).
Simulaciones de este modelo han demostrado que los genes no adaptativos
tipicamente fluyen y se propagan de la poblacion residente que es mas estable
demogréficamente a la poblacion colonizadora. Este fendmeno es frecuentemente
asociado con una expansion demografica abrupta del taxén invasor (Currat et al.
2008; Petit y Excoffier, 2009; Mao et al. 2012). Este modelo ha sido observado en
varias especies de murciélagos, donde el ADNmt de la poblacién colonizadora ha
sido reemplazado por el de la poblacion residente (Berthier et al. 2006; Dong et al.

2014; Kuo et al. 2015).

Otro escenario alternativo que podria explicar el patron obtenido con el ADNmt, es
una introgresiéon adaptativa en donde la seleccién favorece el movimiento de genes
ventajosos en una direccion y en donde una alta frecuencia o reemplazo del ADNmt
sera mas rapido que a través de la difusion neutral, debido a que se encuentra
involucrada la adaptacién al entorno local (Bachtrog et al. 2006; Mao et al. 2013a).
Debido a la importancia de las proteinas codificadas por el ADNmt en la fosforilacion

oxidativa del ADNmt, la seleccion purificadora ha sido considerada como la fuerza
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dominante en su historia evolutiva, no obstante existen estudios que han
proporcionado evidencia de seleccion adaptiva en los genes mitocondriales de los
mamiferos (Stewart et al. 2008; Mao et al. 2014), también encontrada en
murciélagos (Dong et al. 2014) y se sabe que el metabolismo mitocondrial es
altamente sensible a las condiciones ambientales, especialmente a la variacion de

la temperatura (Dong et al. 2014).

La introgresion adaptativa al clima del ADNmt se ha observado en la liebre ibérica
que presenta haplotipos mitocondriales compartidos con la liebre artica (Melo-
Ferreira et al. 2005) y entre Rhinolophus affinis macrurus y R. a. himalayanus donde
se conjetura que la introgresion confiere una ventaja selectiva en un ambiente mas
frio (Mao et al. 2012). De acuerdo con esta hipétesis, P. fulvus pudo haberse
adaptado al habitat de Centroamérica y México, mientras que P. gymnonotus se
habria adaptado mejor a Suramérica, ambas especies con genomas mitocondriales
optimos para las diferentes demandas metabdlicas; posteriormente cuando P.
gymnonotus comenzd a colonizar habitats de una mayor latitud, el ADNmt de P.

fulvus fue fijado como respuesta adaptativa.

No obstante, faltarian estudios de seleccién adaptativa en las especies de estudio,
para poder afirmar que el ADNmt de P. fulvus ofrece una ventaja adaptativa en
Centroamérica y México comparativamente con el ADNmt de P. gymnonotus,
hipétesis que concordaria con la actual distribucion de P. fulvus de México a

Honduras.
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Los resultados que se obtuvieron en este estudio utilizando marcadores
moleculares con diferentes tipos de herencia, demuestran que diferentes regiones
del genoma pueden tener distintas dindmicas evolutivas, por lo tanto, destaca la
importancia de combinar multiples marcadores moleculares para una mejor

interpretacion.

Diferencias fenotipicas en los hibridos

Los 18 individuos considerados como hibridos putativos (P. fulvus de =246mm),
visiblemente mas grandes que los tipicos P. fulvus, observados en México, son mas
parecidos a los P. gymnonotus morfolégicamente. Sin embargo como observamos
anteriormente, el marcador nuclear indicé que no todos estos murciélagos
resultaron ser hibridos. Estos resultados sugieren que las diferencias en el tamafio
del antebrazo son caracteres independientes a los resultados de introgresion
genética y puede ser que solamente correspondan a individuos grandes de P.
fulvus. La ocurrencia de estos individuos grandes en el Sur de México, puede
corresponder a un incremento de tamafo de Norte a Sur, que ha sido observado en
P. fulvus (Smith, 1972). Mientras que el parecido de los hibridos putativos con los
P. gymnonotus, puede deberse a una disminucion de tamafio de Sur a Norte, que
ha sido encontrada en esta especie (Smith en 1972). Sin embargo, en otro estudio
de P. gymnonotus, utilizando morfometria craneal, no se observaron diferencias de
tamafo en toda su distribucion (Pavan, 2014). De acuerdo con estos resultados, es
importante realizar un analisis mas fino del tamafio de estas especies y tomar con

cautela el tamafio del antebrazo en la identificacion de estas especies en campo.
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ANEXOS

Anexo |. Lista de haplotipos de COI para P. fulvus y P. gymnonotus. Se muestra el
namero de haplotipos, la especie, la localidad y entre paréntesis el numero de
individuos correspondientes a cada localidad.

Haplotipos Especie y localidad

P. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1); Los Ortices, Colima,
México (1); Agua Blanca, Tabasco, México (3); Tapijulapa,

H1 Tabasco, México (5); La Venta, Oaxaca, México (1).
P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (6); Tapijulapa,
Tabasco, México (3).

H2 P. fulvus. Alta Verapaz, Grutas De Lanquin, Guatemala (1).

H3 P. fulvus. Alta Verapaz, Grutas De Lanquin, Guatemala (1).

H4 P. fulvus. Gallon Jug, Distrito de Orange Walk, Belice (1).

Hs P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1); Tapijulapa, Tabasco,
México (1).

H6 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).

H7 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).

H8 P. fulvus. Colén, Honduras (1).

H9 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).

H10 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H11 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H12 P. fulvus. El Refugio; Ahuachapan, El Salvador (1).

H13 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H14 P. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

H15 P. fulvus. Gallon Jug, Distrito de Orange Walk, Belice (1).

H16 P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).

H17 P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (2).
P. fulvus. El Refugio; Ahuachapan, El Salvador (1); Grutas de

H18 Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (4); Chiapas, México (1);

Campeche, México (1); Agua Blanca, Tabasco, México (39);
Tapijulapa, Tabasco, México (15); La Venta, Oaxaca, México (2).
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H19

H20
H21
H22
H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

H30
H31
H32
H33
H34
H35
H36

H37

H38
H39

H40

P. gymnonotus. Grutas de Lanquin, Alta Verapaz, Guatemala (1);
Parque Nacional Altos de Campana, Panama (1); Agua Blanca,
Tabasco, México (7); Tapijulapa, Tabasco, México (5).

P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1); La Venta, Oaxaca,
México (3).

P. fulvus. Agua Blanca, Tabasco, México (1).
P. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1).
P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

P. fulvus. Los Ortices, Colima, México (1); La Venta, Oaxaca,
México (2).

P. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1).

P. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (4); Los Ortices, Colima,
México (3);

P. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1).

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (4); Tapijulapa,
Tabasco, México (1).

. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1).
. fulvus. Jalisco, México (1).

. fulvus. Los Ortices, Colima, México (1).

. fulvus. Jalisco, México (1).

. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1).
. fulvus. Tapijulapa, Tabasco, México (1).

. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (1).

U U U U U U U T

. fulvus. Playa de Oro, Colima, México (1); Tapijulapa, Tabasco,
México (1); La Venta, Oaxaca, México (18).

P. gymnonotus. Carajas, Parauapebas, Para, Brasil (1)
P. gymnonotus. Canaa dos Carajas, Para, Brasil (1).

P. gymnonotus. Estacion Ecoldgica Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil
(1); Caverna do Bigode, Goiés, Brasil (1).
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H41
H42

H43

H44

H45

H46

H47

H48

H49
H50
H51
H52
H53

H54

H55

H56

P. gymnonotus. Reserva lwokrama, Potaro-Siparuni, Guyana (3)
P. gymnonotus. Brokopondo, Surinam (1).

P. gymnonotus. Parque Nacional Chapada Diamantina, Bahia,
Brasil (1).

P. gymnonotus. Estacion Ecoldgica Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil
D).

P. gymnonotus. Carajas, Parauapebas, Para, Brasil (1); Tapirapé-
Aquiri, Maraba, Par4, Brasil (1).

P. gymnonotus. Canaé dos Carajas, Para, Brasil (1).

P. gymnonotus. Estacion Ecolégica Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil
D).

P. gymnonotus. Canaad dos Carajas, Para, Brasil (1); Carajas,
Parauapebas, Para, Brasil (3)

. gymnonotus. Hato la Florida, Bolivar, Venezuela (1).
. gymnonotus. Caverna do Bigode, Goias, Brasil (1).

. gymnonotus. Jangada, Mato Grosso, Brasil (1).

. gymnonotus. Brokopondo, Surinam (1).

P
P
P
P
P. gymnonotus. Usina Serra Grande, Alagoas, Brasil (1).

P. gymnonotus. Pargue Nacional Chapada Diamantina, Bahia,
Brasil (1).

P. gymnonotus. Estacion Ecolégica Aiuba, Aiuba, Ceara, Brasil
(3); ltabaiana, Sergipe, Brasil (4); Parque Nacional Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil (2); Canaa dos Carajas, Para, Brasil (2);
Carajas, Parauapebas, Para, Brasil (4); Tapirapé-Aquiri, Marab4,
Para, Brasil (1); Barro Alto; Goias, Brasil (1); Caverna do Bigode,
Goiés, Brasil (2); Parque Nacional Altos de Campana, Panama
(2); Reserva lwokrama, Potaro-Siparuni, Guyana (1); Bakhuis,
Sipaliwini, Suriman (1); Brokopondo, Surinam (3); Huanuco, Peru
2.

P. fulvus. La Venta, Oaxaca, México (5);

P. gymnonotus. Agua Blanca, Tabasco, México (6); Tapijulapa,
Tabasco, México (1).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES

CONCLUSIONES

¢ Los resultados moleculares confirmar la presencia de tres linajes evolutivos que
corresponden a P. d. davyi, P. fulvus y P. gymnonotus, linajes que divergieron
entre 1. 025 a 2.188 Ma, probablemente promovido por oscilaciones climaticas y

fluctuaciones del nivel del mar, durante el Plioceno y Pleistoceno.

% Se encontré introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus, esta
introgresion parece ser historica y asimétrica con una direccion de P. fulvus a P.
gymnonotus, probablemente facilitados por la colonizacion de P. gymnonotus a

Centroamérica y México.

% Se observo una mayor diversidad genética con el marcador mitocondrial en
individuos de P. gymnonotus colectados en México, Guatemala y parte de

Panama, asociado a la hibridacién ancestral con P. fulvus.

% A pesar de la introgresion genética entre P. fulvus y P. gymnonotus, se mantienen

ambos linajes evolutivos.

% Los hibridos putativos (P. fulvus con un antebrazo =246mm) visiblemente mas
grandes que los tipicos P. fulvus observados en México, son morfolégicamente
mas parecido a los P. gymnonotus que a los P. fulvus, sin embargo no todos

estos murciélagos corresponden a hibridos determinados con los microsatélites
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o con los haplotipos mitocondriales compartidos. Por lo tanto las diferencias del

tamafio del antebrazo parecieran ser independientes a la introgresion genética.

PERSPECTIVAS

+ Para ubicar los limites geogréficos entre los linajes de este complejo de especies
y los procesos evolutivos que los han originado, son necesarias muestras de P.

d. davyi de Centroamérica.

« Para conocer y comprender mejor la introgresion genética entre P. fulvus y P.
gymnonotus es necesario analizar una mayor cantidad de muestras de ambas
especies de la zona simpétrica en especifico de Centroamérica y utilizando mas
locus de microsatélites, con la finalidad de robustecer los eventos de hibridacion

detectados en este estudio.

« Es necesario estudiar los patrones reproductivos de ambas especies, en
particular la filopatria, identificar los sistemas de cortejo y conocer las fechas de

copulacion, gestacion y lactancia.

++ Evaluar una posible evolucion adaptativa de los genes mitocondriales en P. fulvus
y P. gymnonotus, tomando en cuenta los requisitos metabdlicos de los diferentes

gradientes climaticos de la distribucion de estas especies.

+ Realizar un analisis morfolégico detallado de P. fulvus y P. gymnonotus de toda

su distribucion, bajo una perspectiva de hibridacion.
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