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1. RESUMEN

Pteronotus davyi es un murciélago tropical que en México presenta un area de
distribucién que abarca actualmente las vertientes del pacifico y del golfo de México
con union en el Istmo de Tehuantepec, hasta la Peninsula de Yucatan. Evaluamos
las relaciones filogeograficas entre 18 poblaciones en México utilizando datos de
secuencias nucleotidicas del dominio hipervariable HVII de la region control (555 pb)
del ADN mitocondrial en 105 especimenes. Las secuencias del gen citocromo b
resultaron con pocos sitios parsimoniosamente informativos por lo que se considero
como un marcador no informativo en este estudio. Las poblaciones estudiadas se
dividieron a priori en tres regiones geograficas (pacifico, golfo y sureste) de acuerdo
a sus caracteristicas floristicas y biogeograficas. Se detectaron altos niveles de
diversidad haplotipica (0.524-1.000), mientras que la diversidad nucleotidica fue
variable (0.0018-0.0194), lo que se ha reportado para otras especies de murciélagos.
Simulaciones coalescentes apoyan un modelo filogeografico de dos-refugios situados
en el sur de México (refugios del Arco y Soconusco), a partir de los cuales hubo
posible evento de expansion durante el Pleistoceno hacia las tres regiones
geograficas, seguidas por una division que dio lugar a la separacion de los grupos
pacifico/golfo y sureste. Esta separacién fue apoyada por los valores de Fst = 0.429
y de N = 0.86 sustentando la posibilidad de dos distintos linajes de P. davyi en
México, promovido por la presencia del Istmo de Tehuantepec como barrera
geografica. Finalmente, identificamos una estructura genética diferenciada entre las
dos vertientes costeras aunque a un nivel inferior respecto a la region Surefia,

detectando una profunda influencia de los sistemas montafiosos, Sierra Madre
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Occidental, Sierra Madre Oriental y Sierra Madre del Sur actuando como una barrera
fisica para la dispersion de P. davyi. Los analisis de clados anidados (clados 2-3 y 4-
4) apoyaron esta hipotesis sugiriendo eventos de flujo génico restringido con

aislamiento por distancia entre las regiones del pacifico y golfo.

2. ABSTRACT

Pteronotus davyi is a tropical bat, currently distributed in Mexico along the
Pacific and Gulf of Mexico slopes, joined by the Isthmus of Tehuantepec to the
Yucatan Peninsula. We evaluated phylogeographic relationships among 18
populations in Mexico using data from the nucleotide sequence of the HVII
hypervariable domain of the mitocondrial DNA (mtDNA) control region (555 pb) from
105 specimens. The sequences of the cytochrome b gene showed low parsimonious
informative sites therefore are not considered as an informative marker in this study.
The studied populations were distributed over three geographic regions (Pacific, Gulf,
and Southeast) that were delineated a priori according to floristic characteristics and
biogeography. We detected high levels of haplotype diversity (0.524-1.000), whereas
nucleotide diversity was variable (0.0018-0.0194), which has been reported for other
species of bats. Coalescent simulations supports a two-refugia phylogeographic
model situated in the south of Mexico (Arc and Soconusco refuges), from which a
possible expansion event took place during the Pleistocene towards the three
geographic regions, followed by a split that give rise to the separation of the
pacific/gulf and southeast groups. This separation was supported by the values of Fsr

= 0.429 and N, = 0.86 supporting the existence of two putative distinct lineages of P.
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davyi in Mexico, likely due to the Isthmus of Tehuantepec acting as a geographical
barrier. Finally, our data reveal genetic structure, differentiating the two coastal
groups (Pacific and Gulf), though at a lower level relative to the southeastern region;
this pattern indicates a major influence of the mountainous systems Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental and Sierra Madre of South acting as physical
barriers to dispersal for P. davyi. The nested clade analysis (clades 2-3 and 4-4)
support this hypothesis suggesting restricted gene flow with isolation by distance

events between the pacific and gulf regions.
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3. INTRODUCCION

Pteronotus davyi (Gray, 1838), es una murciélago insectivoro perteneciente a
la familia Mormoopidae que se distingue de otros mormodpidos por la longitud del
antebrazo (<50 mm) y por tener la membrana alar unida sobre el dorso, lo cual le
confiere una apariencia de poseer una espalda desnuda (Adams, 1989). Actualmente
se reconocen tres subespecies: P. d. davyi, P. d. incae y P. d. fulvus. En México
solamente se tiene registros de P. d. fulvus (encontrada desde Sonora, Tamaulipas y
Nuevo Leodn hasta Honduras) con un area de distribucion que consiste en dos
estrechas franjas independientes que se extienden por las costas proximas del
pacifico (Sonora) y del golfo de México (Tamaulipas), ligada a la distribucién de la
selva tropical humeda, de tal forma que confluyen en las tierras bajas del Istmo de
Tehuantepec hasta el sureste del pais (Smith, 1972). Este patron de distribucidén es
compartido por la mayoria de los murciélagos tropicales mexicanos (Medellin et al.,
1997) y ha podido verse fuertemente influenciado por procesos geoldgicos
complejos, como se ha comprobado en diversas especies de plantas y vertebrados
(Rzedowski, 1978; Ramamoorthy et al., 1993), y por los bruscos cambios de
temperatura y humedad durante los periodos glaciares e interglaciares del
Pleistoceno (Toledo, 1982; Graham, 1993). Existen pruebas fitogeograficas (Leon-
Cazares y Gomez-Pompa, 1970; Gomez-Pompa, 1973) que sugieren que la selva
tropical humeda (habitat de P. davyi) fue desplazada de su actual area de
distribucion en México hacia el sur, durante los periodos mas criticos del Pleistoceno,

con posteriores expansiones hacia el norte por las regiones costeras. Estos
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fenbmenos debieron provocar sucesivas contracciones y expansiones en el area de
distribucion de la fauna asociada (Russell, 1968; Braun, 1988; Hidalgo-Mihart et al.,
2004), presencia de zonas que han actuado como refugio (Toledo, 1982; Wendt,
1989) y que han determinado numerosos procesos de vicarianza (Sullivan et al.,
2000). Ademas del efecto de los sistemas montafiosos al sur del Istmo de
Tehuantepec, por lo que se sugiere que esta especie debidé haber experimentado
procesos de aislamiento y fragmentacion asi como de colonizacion de nuevos
territorios, desde el Pleistoceno hasta nuestros dias, eventos que deben estar
reflejados en la estructura genética de sus poblaciones.

Hasta el momento pocos son los trabajos filogeograficos que se han elaborado
para los murciélagos nativos de México (Vazquez-Dominguez y Vega, 2006), y no
existen estudios realizados concretamente para Pteronotus davyi. Se han inferido
relaciones filogenéticas con relacion a otros grupos taxonémicos (Lewis-Oritt et al.,
2001; Simmons y Conway, 2001; Van Den Bussche et al., 2002), pero los procesos
evolutivos a nivel intraespecifico no han sido hasta ahora estudiados. Por lo anterior
el presente estudio analiza, por un lado, los patrones filogeograficos del murciélago
pequefio de espalda desnuda P. davyi en México con la finalidad de esclarecer cémo
han podido afectar los distintos pulsos climaticos del Pleistoceno a la historia
evolutiva de la especie y por otro lado, comprobar la hipotesis de que las posibles
expansiones desde refugios y los procesos de aislamiento y/o fragmentacion
posteriores asi como de colonizacién de nuevos territorios, desde el Pleistoceno
hasta nuestros dias han dejado una marca genética a lo largo de su patron de

distribucion actual. Para ello se estudio la variacion genética en el gen citocromo b, el
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cual ha sido empleado en estudios intraespecificos de mamiferos (Smith y Patton,
1991; Worthington et al., 1994; Harris et al., 2000; Hoffmann y Baker, 2001; Jaarola y
Searle, 2002; Michaux et al., 2003), y en la regién control del ADN mitocondrial por
su alta tasa evolutiva (Avise et al., 1987; Avise, 1994), ademas de que ha sido
ampliamente utilizado para inferir la historia y/o la estructura poblacional de una
amplia variedad de organismos (Vila et al., 1997; Mardulyn, 2001; McCracken et al.,
2001), incluyendo los mamiferos (Wilkinson y Fleming, 1996; Eizirik et al., 1998;

Petersen y Stewart, 2006).
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4. MARCO TEORICO

4.1. Filogeografia

Avise (2000) define la Filogeografia como un campo de estudio concerniente a
los principios y procesos que gobiernan las distribuciones geograficas de linajes
genealdgicos, especialmente dentro y entre especies estrechamente relacionadas.
Templeton (2004) menciona que la Filogeografia intraespecifica detalla la historia
evolutiva de una especie a través de tiempo y espacio, en otras palabras permite
conocer el pasado histérico de una especie, principalmente en cuanto al origen y
procesos de dispersion que dieron lugar a su distribucién geografica actual.

La Filogeografia surge a finales de los afios 80, con la idea de reforzar la
interaccion entre la macroevolucion y la microevolucion, donde la genética molecular
juega un papel primordial como herramienta indispensable. Tiene vinculos con
diversas areas como son la genética molecular, genética de poblaciones, etologia,
demografia, biologia filogenética, paleontologia, geologia y geografia histérica en la
que residen los procesos que generan los patrones filogeograficos (Avise et al.,
1987).

Han sido diversos los desarrollos cientificos que han resultado indispensables

para el surgimiento de la Filogeografia (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen cronolégico de algunos desarrollos importantes en la historia de la

Filogeografia (tomado de Avise, 2004).
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Aino Desarrollo

1974 Brown y Vinograd demostraron como generar mapas de sitios de restriccién para
ADNmt de animales.

1975 Watterson describié algunas propiedades basicas de la genealogia de genes,

marcando el comienzo de la teoria moderna de coalescencia.
Brown y Wright introdujeron un andlisis de ADNmt para estudiar los origenes y la
evolucion de taxa partenogenéticos.

1977 Upholt desarrolld el primer método estadistico para estimar la divergencia de las
secuencias de ADNmt a partir de datos de restriccion.

1979 Brown, George y Wilson documentaron la rapida evolucion del ADNmt.

1980 Brown escribié un reporte inicial sobre la variaciéon del ADNmt en humanos.

1983 Tanto Tajima como Hudson iniciaron analisis estadisticos para distinguir entre un
arbol de genes y un arbol poblacional.

1986 Bermingham y Avise iniciaron estimaciones de la Filogeografia comparada del
ADNmt de multiples especies co-distribuidas.

1987 Avise y colaboradores acufaron la palabra Filogeografia, definieron el campo e

introdujeron varias hipotesis filogeograficas.
Cann y colaboradores describieron la variacion global en el ADNmt de humanos.

1989 Slatkin y Maddison introdujeron un método para la estimacion de flujo génico
interpoblacional a partir de filogenias de alelos.

1990 Avise y Ball introdujeron principios de concordancia genealégica como un
componente de valoracion filogeogréfica.

1992 Avise resumid la primer compilacién en extenso, involucrando multiples especies y
ensayos genéticos, de patrones filogeograficos para una fauna regional.

1994 Moritz promovié la distincién conceptual entre filogenias intraespecificas

superficiales y profundas, introduciendo los términos de “unidades de manejo” y
“unidades significativamente evolutivas”.

1996 Volumenes editados por Avise y Hamrick y por Smith y Wayne resumieron el papel
de la conservacioén para datos filogeograficos.
1998 Un numero especial de la revista Molecular Ecology es dedicada a la Filogeografia.

Templeton evalu6 el papel estadistico de los “analisis de clados anidados” en
Filogeografia (Templeton, 1993, 1994, 1996; para una valoracién critica, ver
Knowles y Maddison, 2002).

2000 Avise publica el primer libro de texto sobre Filogeografia.

2001 La revista Molecular Ecology incluye una seccion intitulada “Phylogeography,
Speciation and Hybridization”.

4.2. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es un material genético circular cerrado de doble
cadena que se encuentra en el interior de las mitocondrias celulares y consta de
aproximadamente 16500 pares de bases (pb), por ello es 200,000 veces mas

pequeino que el ADN nuclear. Las células somaticas tipicas poseen cientos de miles
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de mitocondrias, cada una con varias copias de ADNmt, sin embargo, en general
existe un haplotipo mitocondrial preponderante por cada individuo. Esta caracteristica
denominada homoplasia, resulta fundamental para poder realizar un analisis
filogeografico donde las unidades de estudio son los individuos.

Las dos cadenas del ADNmt reciben el nombre de cadena L (ligera o light), la
cual es rica en bases pirimidinicas, y cadena H (pesada o heavy) con una elevada
proporcion de bases purinicas. La mayor parte de las secuencias codificantes (28
genes) se encuentran en la cadena H. El ADNmt contiene informacion de 38 genes:
2ARNr (12S y 16S), 22ARNt y 13 genes estructurales (ARN mensajeros), los cuales
codifican diferentes subunidades de los complejos enzimaticos del sistema de
fosforilacion oxidativa. Ademas de la regién mayor no codificante, conocida como
region control o D-Loop (Fig. 1), en la cual se localiza el origen de replicacion de la
cadena H, los promotores para la transcripcion de las dos hebras (PL y PH), dos
lugares de unién de factores de transcripcion (Tfam), tres bloques de secuencias
conservados asociados con el inicio de la replicacion (CSBI, Il y Ill) y las secuencias
asociadas a la terminacion de cadenas (TAS) (Coskun et al., 2003; Foran et al.,
1988). Algunas de las propiedades que hacen que el ADNmt sea un marcador
particularmente util para estudios filogeograficos a nivel microevolutivo en especies
animales son: a) molécula circular; b) elevada tasa de cambio mutacional; c)

herencia materna; d) ausencia de recombinacion (Moritz et al., 1987).

4.3. Regién control mitocondrial

La regidn control es la principal region regulatoria y la principal area no



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

codificante del ADNmt animal (Coskun et al., 2003; Foran et al., 1988). En
mamiferos, la region control esta situada entre el ARNty, y el ARNtwn vy la longitud
varia de 880 a 1400 pb (Saccone et al., 1991; Sbisa et al., 1997). Es considerada
como la region mas variable del ADNmt, destacando por su elevada tasa de
mutacion, aproximadamente 10 veces mayor que en las regiones codificantes
(Vigilant et al., 1991; Greenberg et al., 1983). Se ha dividido en tres dominios (Brown
et al. 1986): el dominio ETAS (extended termination-associated sequence) (abarca
del ARNtpro al dominio central), el dominio central (CD, central domain), y el dominio
CSB (conserved sequence block) (abarca del CD al ARNtfen). La mayor parte de la
variabilidad, tanto de substituciones nucleotidicas como de deleciones/inserciones,
esta concentrada en los dominios ETAS y CSB, mientras que el dominio DC es mas

conservado (Sbisa et al. 1997).
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Figura 1. Diagrama de los tres principales dominios de la region del ADNmt de
mamiferos (tomado de Avise, 2000). Se presentan los dos dominios hipervariables
con un dominio central conservado, ademas de tres (en ocasiones dos) bloques de

secuencias conservadas (CBSs). El “D-loop” es una porcion de la region control, la
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cual esta asociada con la replicaciéon del ADNmt.

4.4. Citocromo b mitocondrial

El citocromo b se encuentra en la mitocondria de todos los organismos
eucarioticos. Esta localizada en el Complejo |ll de la membrana interna de la
mitocondria junto con otras proteinas formando a su vez el complejo citocromo bc1.
El citocromo b es una de los citocromos involucrados en el transporte de electrones
en la cadena respiratoria de la mitocondria. Este contiene ocho hélices
transmembranales conectadas por dominios intra o extramembranales (Figura 2,

Esposti et al., 1993). Este es el unico citocromo codificado por el ADN mitocondrial.

N-terminal ESPACIO INTRAMEMBRANAL C-terminal

N N
LNREE |
=)

ESPACIO EXTRAMENMBRANAL

Figura 2. Estructura general del gen citocromo b de acuerdo al “modelo de ocho

dominios” propuesto por Howell y Gilbert (1988) (tomado de Esposti et al., 1993).

4.5. Teoria de Coalescencia
El analisis de la genealogia de alelos o haplotipos ha revolucionado en los

ultimos anos el estudio de la estructura genética de las poblaciones. En la actualidad
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no solamente se pueden estudiar la cantidad de variacion genética de una poblacién,
sino también se pueden inferir los procesos que histéricamente son responsables de
esa estructura genética. Este enfoque esta apoyado por la teoria de coalescencia
que analiza los patrones de divergencia de alelos o haplotipos bajo diferentes
supuestos no sélo relacionados con los aspectos genéticos de las poblaciones sino
también con los aspectos demograficos historicos (Delgado y Pifiero, 2002).

La teoria de coalescencia contempla el tratamiento matematico y estadistico
formal de las genealogias génicas, dentro y entre especies proximas (Griffiths, 1980),
basandose en el analisis filogenético de eventos evolutivos que sucedieron en el
pasado a nivel poblacional, por medio de la teoria neutralista (Kimura, 1980). Un
arbol de genes muestra cuales genes son los mas relacionados con otros y el tiempo
cuando ocurrieron los ancestros mas comunes de diferentes genes. Cuando los
linajes de una poblacién se juntan o “coalescen” en un ancestro comun, se conoce
como coalescencia, en otras palabras, es un modelo de separacion de linajes y
deriva génica que se retrotrae en el tiempo, hasta un ancestro comun. Para un gen
todos los diferentes alelos de una poblacion tienden a coalescer, ordenando o
reconstruyendo asi la historia de las poblaciones. El tiempo de coalescencia puede
verse afectado por diversos procesos que operan a nivel poblacional, como por
ejemplo fluctuaciones en el tamafo de las poblaciones, existencia de seleccién
natural o variaciones en el flujo génico (Hudson, 1990; Harding, 1996). De tal forma,
al proveer un marco conceptual para el estudio de los procesos que influyeron
histéricamente sobre las poblaciones y que dieron lugar a la distribucién actual de su

variabilidad genética, la teoria de coalescencia ha pasado a ser una parte
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fundamental de la genética de poblaciones, la Filogeografia, la demografia histérica y

la evolucion.

4.6. Métodos de analisis
4.6.1. Genética de poblaciones

La genética de poblaciones ayuda a entender a la evolucion en términos de
adaptacion y especiacion, a partir del comportamiento que tienen los genes en las
poblaciones, y considera a estos como unidades sobre las que actuan las diferentes
fuerzas evolutivas, como la seleccion natural, la endogamia, la migracion, la
mutacion y la deriva génica. Para comprender esta evolucion en el ambito genético
es necesario determinar los niveles de variacion en las poblaciones, asi como el
origen de esta variacion, su mantenimiento, distribucién y cual es su importancia

evolutiva (Hartl y Clark, 1997).

4.6.2. Estructura poblacional

La estructura de las poblaciones consiste en dos partes distintas pero
interrelacionadas, por un lado tenemos la estructura demografica y por el otro la
estructura genética. Mientras que la estructura demografica revela las caracteristicas
principales de una poblacion en lo que se refiere a la composicion por edad y sexo, la
estructura genética de una especie se refiere a la cantidad y distribucién de la
variacion genética dentro y entre poblaciones de dicha especie. La estructura
genética de una poblacion concreta viene determinada por la historia evolutiva de

esa poblacion y va a ser consecuencia de las interacciones entre los 5 factores que
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condicionan la evolucién de las poblaciones: mutacion, deriva genética, flujo génico,
sistema de reproduccién y seleccion. Para determinar la estructura genética, es
necesario comprender el patron de variacion genética de la especie, es decir, evaluar
los genotipos de los diferentes individuos (Slatkin, 1994).

Cuando una poblacion esta subdividida geograficamente, por lo comun
presenta diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas en las diferentes
subpoblaciones que la conforman. Dichas diferencias dependen principalmente de
los niveles de flujo génico que exista entre las subpoblaciones (Nei, 1987). Para
evaluar el efecto que tiene la subdivision en las poblaciones se han desarrollado
varios métodos y el mas utilizado es el de los estadisticos F propuestos por Wright
(1951). Estos estadisticos de estructura poblacional miden la estructuracion genética
a diferentes niveles espaciales. Ante un conjunto de poblaciones de una misma
especie (0 también en una poblacion dividida en varias subpoblaciones) podemos
distinguir tres niveles de complejidad: el de los organismos individuales (F;s), el de
las diferentes poblaciones o subpoblaciones (Fsr) y el de la poblacion total (F7) (Hartl
y Clark, 1997). El parametro Fsr actualmente se emplea en estudios filogeograficos
(Huvet et al., 2000), de genética de poblaciones (Almeida et al., 2005), entre otros.
Cabe senalar que el analisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992)
es similar a los estadisticos F descritos por Wright (1943) y mide la diversidad génica

entre poblaciones.
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4.6.3. indices de diversidad genética

Los indices de diversidad proporcionan una medida de la cantidad de
variacién de una poblacién, siendo especialmente utiles para realizar comparaciones
entre poblaciones a grosso modo. Los mas empleados en el estudio de la
variabilidad del ADNmt a nivel de poblaciones son: la diversidad genética (o
haplotipica) de Nei (h) y la diversidad nucleotidica (). La diversidad haplotipica o de
Nei (h) es la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean diferentes, y la
diversidad nucleotidica () es la probabilidad de que dos nucleo6tidos con homologia
de posicion tomados al azar sean diferentes. A continuacién se presentan la férmula

se ambos indices:

@) E) - GER)3e

donde n es el tamafio de muestra, k es el numero de haplotipos, pi y p; son las

frecuencias de los haplotipos i, j, y Dj es la distancia entre éstos (Nei, 1973).

4.6.4. Prueba de Mantel

Para especies con una baja tasa de dispersion se espera encontrar una
similitud genética mas elevada entre poblaciones cercanas geograficamente, que con
aquellas que se encuentran mas alejadas. Este patron de estructura genética basado
en el “aislamiento por distancia’” (APD) fue definido por primera vez por Wrigth
(1943). Cuando la deriva genética y la migraciéon se encuentran en equilibrio en una

poblacién, se espera que haya una relacion positiva entre la distancia geografica y la
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distancia genética entre las poblaciones (Slatkin, 1993). Para comprobar esto, se
utiliza la prueba de Mantel que es un procedimiento permutacional usado para probar
la significancia estadistica de la correlacion de matrices (Sokal, 1979), el cual ha sido
usado en genética de poblaciones para comparar dos 0 mas matrices de distancia,
probando hipotesis sobre la estructura espacial, temporal o ambiental en distancias
genéticas (Smouse et al., 1986). Recientemente se ha utilizado para estudios

filogeograficos (Palma et al., 2005; Mora, 2006).

4.6.5. Relaciones filogenéticas
4.6.5.1. Cladogramas

Dentro de los analisis filogenéticos moleculares, se utilizan diferentes métodos
para construir cladogramas y conocer las relaciones entre las poblaciones de la
especie. Entre los mas utilizados estan los cladogramas construidos por neighbor-
joining (e.g. Scribner et al., 2003; Merrill et al., 2005). El neighbor-joining esta basado
en la seleccion de parejas de secuencias vecinas (neighbor), por tanto menor
distancia, y procede, por pasos sucesivos, generando nuevas matrices de distancia
en las que las parejas seleccionadas resultan asociadas en un elemento unico hasta
resolver todos los nodos del arbol en construccion como puntos de bifurcacion
univocos. Actualmente los métodos probabilisticos como la Maxima verosimilitud
(Hillis et al., 1996), han tenido mucho auge debido a que incorporan informacion del
modelo de sustitucion de nucledtidos que mejor se ajuste a los datos (e.g. Morando
et al., 2004), como la distancia de Tamura y Nei (1993) desarrollada con base en las

caracteristicas que presenta la variabilidad intraespecifica de la regién control del
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ADNmt humano (variacion en la tasa de mutacion entre sitios, composicion desigual
de bases y mayor proporcion de transiciones respecto a las transversiones).
Asimismo, dentro de estos analisis se utilizan diferentes métodos computacionales
para encontrar arboles 6ptimos. Entre estos tenemos el método de Quartet Puzzling
(Strimmer y Vonhaeseler, 1996). Este algoritmo de Quartet Puzzling es un proceso
en tres etapas. Primero se evalua la Maxima Verosimilitud de todos los arboles de 4
haplotipos (cuartetos) con base en un modelo de sustitucién nucleotidica. El cuarteto
se utiliza como punto de partida para ir afiadiendo los otros haplotipos. La evaluacion
de la rama a la que debe adicionarse el nuevo haplotipo se basa en la Maxima
Verosimilitud de los cuartetos que incluyen al nuevo y tres de los haplotipos del
cuarteto inicial. Este proceso se repite hasta que se construye un arbol con todos los
haplotipos (puzzling step). El proceso de generar arboles (puzzling step) se repite un
numero determinado de veces (10,000 en este estudio) y finalmente la topologia
definitiva se obtiene a partir del arbol consenso utilizando el principio de mayoria
(majority rule). Sin embargo la representacion final es un arbol de idéntica topologia
al anterior, pero con una longitud de las ramas calculada con base en los cambios
nucleotidicos en cada rama considerando el modelo de sustitucién nucleotidica
propuesto. En principio, los valores del Quartet Puzzling tienen el mismo significado
practico que los valores de bootstrap, es decir, proporcionar un valor de probabilidad
de soporte de las ramas.

Por otro lado, un método probabilistico reciente es el analisis de inferencia
bayesiana aplicado a la reconstruccion de cladogramas (Mau et al., 1999). En este

meétodo, las inferencias filogenéticas se basan en las probabilidades posteriores de
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los arboles. El objetivo es buscar el mejor cladograma al cual se ajusten los datos
(secuencias) que se tienen (Huelsenbeck, 2000). Para ello, se obtiene la probabilidad
posterior de que, dados los datos, determinado nucledtido se localice en cierta
posicion en un cladograma con cierta longitud de ramas y con determinados
nucledtidos como ancestros. Esta probabilidad se calcula con la verosimilitud de la
filogenia (donde se utilizan los modelos de sustitucion de nucledtidos) y la
probabilidad a priori del numero de arboles posibles. Dado que la probabilidad a
posteriori no puede evaluarse analiticamente, se aproxima al realizar muestras de los
cladogramas resultantes a través de las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
(Yang y Rannala, 1997). El método de inferencia bayesiana ha probado ser muy util y
exacto en la reconstruccion de filogenias (Hall, 2005), prueba de ello es que su uso
dentro de los analisis filogeograficos se empieza a extender.

Sin embargo, se debe considerar que existen varios problemas que se
presentan en la reconstruccion filogenética intraespecifica: (a) baja divergencia; (b)
nodos ancestrales existentes; (c) multifurcaciones; (d) recombinacion; (e) dificultad
de enraizamiento; y (f) tamafo grande de muestra (Crandall et al. 1994; Crandall y

Templeton, 1996; Posada y Crandall, 2001).

4.6.6. Redes haplotipicas

Una red es un conjunto de nodos en donde, para al menos un par de nodos,
existe mas de un camino que los conecta. A nivel interpoblacional es preferible el uso
de redes de haplotipos en lugar de arboles filogenéticos, ya que la inferencia

cladistica de relaciones filogenéticas requiere que las variantes genéticas no formen
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linajes reticulados (Schaal et al., 1998). Las genealogias trazan las relaciones
evolutivas entre haplotipos o alelos que permiten reconstruir los procesos evolutivos
con los principios de la coalescencia, ademas de que pueden considerar
predicciones tedricas de la genética de poblaciones. Los métodos que utilizan estos
principios tratan de modelar el pasado utilizando un proceso estocastico, esto es, la
coalescencia, basado en el concepto de que los haplotipos en una poblaciéon pueden
ser rastreados hacia atras en el tiempo hasta el punto en el que coalescen en un
alelo ancestral comun (Aguirre-Planter, 2007). Existen diversos métodos de redes,

entre los cuales se encuentran el método de parsimonia estadistica.

4.6.7. Método de parsimonia estadistica

El algoritmo de parsimonia estadistica comienza por estimar el numero
maximo de diferencias entre haplotipos como resultado de simples sustituciones (i.e.
aquellas que no son resultado de multiples sustituciones en un solo sitio) con un 95%
de significancia estadistica. Este numero se denomina limite de parsimonia (o limite
de conexién de parsimonia). Después de esto, se conectan los haplotipos que
difieren por un cambio mutacional, posteriormente los que se diferencian por dos
cambios mutacionales, después por tres cambios, y asi sucesivamente hasta que
todos los haplotipos se encuentran incluidos en una sola red o hasta que se llega al

limite de parsimonia.
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4.6.8. Analisis filogeograficos

La simple sobreposicién de los arboles de haplotipos sobre la distribucion
geografica de las poblaciones es una forma facil y directa de tener una primera
aproximacion a los patrones filogeograficos que presenta nuestro sistema de estudio.
Sin embargo, ello no constituye una estimacion formal de las hipotesis filogeograficas
posibles. Por ello, recientemente se han desarrollado métodos, como el analisis de
clados anidados, para examinar el efecto de los patrones histéricos de migracion y
dispersion sobre la distribucion de genes, y que integran la informacion genealogica y
de distribucidon para hacer inferencias sobre los patrones histéricos de flujo génico

(Templeton et al., 1995; Avise, 2000).

4.6.8.1. Analisis de clados anidados

Los analisis de clados anidados (NCA, por sus siglas en inglés) son un método
para estudiar la Filogeografia de especies y poblaciones, ya que permite obtener
informacion de procesos historicos, como estimaciones mas cercanas y mas realistas
de flujo génico, deriva génica o expansion, ademas de ayudar a estimar parametros
mas complejos y modelos reales de estructura poblacional en un contexto geografico
(Templeton et al., 1992). Este método ha sido ampliamente usado para inferir la
historia poblacional en vertebrados (Lloyd, 2003; Van Den Bussche et al., 2003;
Bowie et al., 2004), invertebrados (Gomez-Zurita et al., 2000; Mardulyn, 2001;
Hurwood y Hughes, 2001), plantas (Olsen, 2002) y hongos (Printzen et al., 2003).

Estos analisis permiten hacer un analisis estadistico objetivo con el que se

puede evaluar la hipotesis nula de que los haplotipos de los clados se distribuyen
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geograficamente al azar (e.g. no asociacion entre la variaciéon haplotipica y la
geografica); permiten detectar y probar estadisticamente los mecanismos evolutivos
responsables de la distribucion espacial de los patrones de variacion genética
observada; e interpretan los patrones significativos utilizando criterios explicitos, con
lo que es posible evaluar si el muestreo es adecuado para detectar una asociacion
significativa entre los clados y la geografia, y si es adecuado ademas para interpretar
biolégicamente dicha asociacion (Vazquez-Dominguez, 2007).

Los procesos basicos que explicarian estas asociaciones (detectados por este
analisis) son los siguientes: a) aislamiento por distancia, debido a flujo génico
restringido, b) fragmentacion historica, y c) expansion del area de distribucion
geografica de las poblaciones, que incluye eventos de colonizacion a distancia.
Cuando la hipétesis nula no se rechaza, se interpreta que el esquema de muestreo
es inadecuado para detectar estructuracion geografica o que las poblaciones
observadas son panmicticas a lo largo de toda el area muestreada (Templeton et al.,
1995; Templeton, 1998).

Los analisis de clados anidados se realizan siguiendo tres pasos sucesivos.
Primero, en el analisis se resumen las relaciones haplotipicas dadas en una red
haplotipica, obtenida mediante parsimonia, para definir jerarquicamente una red de
clados anidados usando una serie de reglas explicitas de anidamiento (Templeton et
al., 1987; Templeton et al., 1992). Cada agrupamiento de haplotipos o grupo de
haplotipos es llamado “clado”. Los haplotipos, que son las unidades mas bajas de
analisis, son anidadas juntas dentro de subseries mutacionalmente cercanas

llamadas clados de un-paso. Los clados de un-paso a su vez se anidan dentro de
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clados de dos-pasos, y asi sucesivamente hasta que se alcance un nivel de
anidamiento tal que el préximo nivel superior de anidamiento resulte en un simple
clado que abarque la red original y completa de haplotipos (Templeton et al., 1995).

Segundo, los NCA usan este anidamiento para obtener informacion tanto
espacial como temporal sobre la distribucion de haplotipos. Para ello se calculan
cuatro medidas de la distancia:

* Dc mide el intervalo geografico de un clado dado, i.e. la distancia promedio de
cada miembro de un clado de haplotipos a partir de su centro geografico.

* Dn cuantifica qué tan alejado se encuentra un haplotipo o clado de los haplotipos
o clados con los cuales se encuentra anidado dentro de un clado de mayor nivel.

* Dn I-Ty Dc I-T son las distancias interior-punta, es decir, es la distancia promedio
de los clados interiores (o haplotipos) menos la distancia promedio de los clados
punta al centro geografico del clado, o sea, mide el contraste en la distribucion
geografica de clados mas viejos y mas jovenes (y haplotipos).

Tercero, los NCA interpretan el patrén de las medidas de distancia de clados
significativamente grandes o pequefias para cualquier clado dado, para inferir el
proceso histoérico. La interpretacion de diversos patrones se basa en la informacion
temporal contenida en el anidamiento jerarquico. Los clados anidados de alto nivel
tienden a ser mas viejos que los clados de un nivel inferior. Ademas, la teoria de
coalescencia predice que los clados de los extremos del arbol son probablemente
mas jovenes que los clados interiores en donde los extremos estan conectados

(Castelloe y Templeton, 1994).
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4.6.8.2. Critica al NCA

Hasta Agosto del 2007 habia mas de 1600 citas de los trabajos originales de
los NCA, y un 20% de los estudios de filogeografia usaban este método (Petit, 2008).
Sin embargo, algunos autores han criticado este método debido a que las inferencias
obtenidas fueron deficientes para diferentes escenarios histéricos especificos o
eventos demograficos (e.g. Alexandrino et al., 2002; Paulo et al., 2002; Masta et al.,
2003). Sin embargo, una critica mas seria esta enfocada a la implementacién
practica de las pruebas permutacionales usadas para evaluar los datos (Petit y
Grivet, 2002), ya que contrario a lo que se acostumbra cuando se prueba la
existencia de una estructura genética espacial por permutacion, éste analisis no
establece una reorganizacion a nivel de poblaciones sino que lo efectua a nivel de
individuos. Como consecuencia, los procesos que pueden afectar las frecuencias
haplotipicas locales, como los cuellos de botella (Johnson et al., 2007) estan siendo
confundidos con procesos histéricos que han determinado la estructura genética,
incrementando el riesgo de falsos positivos. Al menos tres independientes analisis
(Knowles y Maddison, 2002; Petit y Grivet, 2002; Panchal y Beaumont, 2007) han
encontrado que los NCA se han equivocado en mas del 70% de los casos,
principalmente en las inferencias de flujo genético restringido con aislamiento con
distancia y en la expansion del intervalo geografico. Templeton (2008) ha
demostrado que dichos porcentajes son mucho menores cuando se evaluan casos
reales; también ha evaluado el uso del NCA con multilocus y otra propuesta de
analisis conocida como método Computacional de Aproximacion Bayesiana (ABC por

sus siglas en inglés) para probar hipotesis filogeograficas, resaltando la ventaja de
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usar ambos métodos (Templeton, 2009).

4.6.8.3. Historia demografica

Puesto que el crecimiento poblacional a menudo coincide con la expansion del
intervalo geografico de una especie, las estimaciones de la historia demografica
reciente pueden ser utilizadas para probar hipdtesis sobre la historia poblacional
inferida por los NCA (Bowie et al., 2004; Morando et al., 2004). Las distribuciones
“‘mismatch” (Rogers y Harpending, 1992) y las pruebas de la neutralidad selectiva se
utilizan para identificar patrones de historia demografica de poblaciones simples y

probar inferencias hechas por los NCA.

4.6.8.4. Distribuciéon mismatch

Las distribuciones “mismatch” calculan la distribucion de las distancias
observadas entre los pares de haplotipos. Se espera que esta distribucion sea
multimodal en poblaciones bajo equilibrio demografico, mientras que se espera que
las poblaciones que han experimentado recientemente expansion demografica
demuestren una distribucion unimodal (Rogers y Harpending, 1992; Harpending,
1994; Rogers, 1995). Las distribuciones de “mismatch” han sido usadas
frecuentemente para inferir eventos historicos de expansion poblacional basados en
crecimientos recientes poblacionales (Brant y Orti, 2003; Alvarez-Castafieda y
Patton, 2004; Goropashnaya et al., 2004; Whorley et al., 2004). También han sido

usados para identificar contactos secundarios (Bowie et al., 2004).
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4.6.8.5. Theta (S)

Dado que _ = 2Mu (donde M = N para informacién mitocondrial), este indice
se convierte en un estimador indirecto del tamano efectivo poblacional. Para
secuencias mitocondriales suele usarse el parametro _s (Watterson, 1975),
asumiendo que las mutaciones son selectivamente neutras y que no existe

recombinacion; esto es:

donde S es la proporcidn de sitios segregados de una muestra de n secuencias de

ADN Yy a; es:

4.6.8.6. Prueba de Tajima

Esta basada en la deteccion de las diferencias entre los estimadores m
(diversidad nucleotidica, numero de nucledtidos diferentes por sitio entre dos
secuencias tomadas al azar, Nei y Li, 1979) y _ (_ = 4Nep, Kimura, 1968) con la

determinacién de la D de Tajima, calculada a partir de la siguiente expresion:

[1- g
JVar(ll-9)

Si D resulta negativa quiere decir que _ posee un valor mayor que T, lo que

D=

indica la presencia de mutaciones deletéreas y por lo tanto una expansion

poblacional. En cambio, si D resulta positiva quiere decir que 11 tiene un mayor valor
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que _, indicando la posibilidad de un cuello de botella poblacional. Si D es igual a
cero quiere decir que no existe diferencia alguna entre ambos estimadores y nos

encontramos bajo equilibrio neutral (Tajima, 1983, 1989).

4.6.9. Analisis de bootstrap paramétrico
4.6.9.1. Estadistico S de Slatkin y Maddison

El estadistico S es un analisis de bootstrap paramétrico, en donde un modelo
explicito se utiliza para generar una distribucion de valores esperados de una prueba
estadistica. Si el valor observado de esta prueba estadistica queda fuera del intervalo
de confianza de 95% de la distribucion simulada, el modelo es rechazado. En este
caso, la prueba estadistica, S, es el numero minimo de eventos requeridos para

explicar la subdivision poblacional (Slatkin y Maddison, 1989).
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5. ANTECEDENTES

5.1. Familia Mormoopidae

Mormoopidae es una pequeina familia de murciélagos microquirdpteros que
actualmente incluyen dos géneros (Mormoops y Pteronotus) y ocho especies
existentes (Tabla 2); dos especies adicionales son conocidas solamente de fésiles
del Cuaternario (Smith, 1972; Silva-Taboada, 1974; Koopman, 1993). Comunmente
conocidos como murciélagos rostro de fantasma o murciélagos de espalda desnuda,
los miembros de esta familia se caracterizan por presentar el labio superior no
dividido y el labio inferior con pliegues muy marcados o con excrecencias
(“verrugas”) (Adams, 1989). Los mormoopidos son de tamafio pequefio a mediano
(e.g., la longitud del antebrazo es de 35-66 mm), y se alimentan exclusivamente de
insectos. Los miembros de la familia presentan un intervalo de distribucion del
suroeste de los Estados Unidos al sureste de Brasil, y también ocurren en las
Grandes Antillas, las Antillas menores y en Trinidad y Tobago (Koopman, 1984).
Viven en una amplia variedad de habitats, que van desde las selvas tropicales
humedas hasta selvas semiaridas y selvas aridas subtropicales y matorrales

(Emmons, 1997).

5.2. Clasificaciéon
La historia taxondémica de la familia Mormoopidae comienza con Leach
(1821a, 1821b), quien describe a Mormoops y Aello. Pteronotus y Chilonycteris

fueron subsecuentemente descritos por Gray (1838, 1839). Smith (1972) reconocio
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dos géneros, tres subgéneros, y ocho especies existentes dentro de la familia
Mormoopidae. ElI género Mormoops incluye dos especies, M. blainvillii y M.
megalophylla. Dividi6 a Pteronotus en tres subgéneros: Phyllodia (incluye a
Pteronotus parnellii), Chilonycteris (incluye Pteronotus macleayii, P. quadridens, y P.
personatus), y Pteronotus (incluyendo P. davyiy P. gymnonotus). Adicionalmente,
dos especies de mormoopidos fosiles, Mormoops magna y Pteronotus pristinus,

fueron descritas de depdsitos de cuevas cubanas por Silva-Taboada (1974).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la familia Mormoopidae de acuerdo a Smith

(1972).

Clase: Mammalia
Infraclase: Eutheria
Orden: Chiroptera
Suborden: Microchiroptera
Familia: Mormoopidae
Geénero: Mormoops
Especies: Mormoops blainvillii
M. megalophylla
Género: Pteronotus
Subgénero: Phyllodia
Especie: Pteronotus parnellii
Subgénero: Chilonycteris
Especies:  Pteronotus macleayii
P. personatus
P. quadridens
Subgénero: Chilonycteris
Especies:  Pteronotus davyi
P. gymnonotus
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5.3. Relaciones filogenéticas

Smith (1972) realiz6 el primer arbol filogenético de la familia Mormoopidae
(Fig. 3), basado en un contexto pre-cladistico usando métodos de taxonomia
numerica, a partir de 22 medidas de craneo y 20 caracteres cualitativos multiestado
de la morfologia de la dentadura y de la morfologia externa. Este arbol fenético

asume la monofilia de la familia.

Pterontus parnellii

Pteronotus quadridens

Pteronotus macleayii

Preronotus personatus

Pteronotus davyi *
Pteronutus gymnonotus

Momorrops Blainvillii

T——— Mormoops megalophylla

Figura 3. Arbol filogenético de las especies de mormodpidos propuesto por Smith
(1972).

Sites et al. (1981) encontraron que todas las especies del género Pteronotus
presentan la banda G, cariotipo no presentado por el género Mormoops; ésta
caracteristica apoya la monofilia del género. Arnold et al. (1982) revisaron datos
morfolégicos, inmunoldgicos, aloenzimaticos y cariotipicos disponibles para observar

las relaciones de los mormoopidos. Estos autores concluyeron su trabajo
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presentando un cladograma compuesto (arbol consenso) que fue construido usando
principios de congruencia taxonémica (Fig. 4). Dicho arbol indicé que las relaciones
dentro de la familia Mormoopidae resultaron compatibles con el arbol de Smith
(1972). Sin embargo el arbol de Arnold et al. (1982), no incluyo a todas las especies
de mormodpidos (Pteronotus gymnonotus fue excluido), y las relaciones entre las

especies del género Pteronotus fueron pobremente resueltas.

=
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+ chromosomes
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albumrin immunology

Figura 4. “Cladograma compuesto” de las relaciones entre especies noctiliénidas,

propuesto por Arnold et al. (1982).

Mas recientemente, Simmons y Conway (2001) examinaron 209 caracteres

morfoldgicos (craneo, denticidn, cerebro, pelaje, tracto digestivo, entre otros) para
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evaluar las relaciones entre todas las especies de los géneros Mormoops y
Pteronotus. Sus analisis apoyan fuertemente la monofilia de la familia Mormoopidae,
pero provee aportes limitados para los clados dentro del género Pteronotus.

En los ultimos afos los trabajos con ADNmt han sido cada vez mas
frecuentes. Van Den Bussche y Hoofer (2000) analizaron los datos de secuencias de
ADN de tres genes mitocondriales (12SARNr, ARNt,s y 16SARNr) de 11
noctilionidos, y 17 especies se utilizaron como grupos externos. Los resultados de un
analisis de Parsimonia apoyaron la monofilia de la superfamilia Noctilionoidea y la
monofilia de cada familia dentro de este grupo. La familia Mormoopidae representada
por Mormoops megalophylla y Pteronotus parnellii fue posicionada como monofilética
en un 71-88% de replicaciones usando un bootstrap.

Lewis-Oritt et al. (2001) examinaron 1140 pb del gen mitocondrial citocromo b
y 1398 pb del gen nuclear RAG2 para investigar la sistematica de las ocho especies
de murciélagos dentro de la familia Mormoopidae, empleando para ello analisis de
Maxima Parsimonia (Fig. 5). Los resultados indican que dentro del género Pteronotus
existen cuatro subgéneros: Phyllodia, Chilonycteris, Pteronotus y un subgénero no
descrito. Por la presencia de este ultimo subgénero, los resultados de este estudio
difieren de Smith (1972). Ademas, por la magnitud de las distancias genéticas del
citocromo b para P. davyi (0.44-8.01%) y para P. parnellii (0.35-12.20%), los autores
sugieren la posibilidad de la existencia de dos especies bioldgicas dentro de cada

uno de los taxa.
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Figura 5. Cladograma producido a partir de una busqueda heuristica para inferir las
relaciones filogenéticas de las especies de Pteronotus y Mormoops, empleando los
marcadores RAG2 y citocromo b, y usando a Noctilio como grupo externo (tomado

de Lewis-Oritt, 2001).

5.4. Origen

Fosiles de Pteronotus davyi que datan del Pleistoceno (entre 20,000 y 290,000
afnos) han sido encontrados en Bahia al este de Brasil (Czaplewski y Cartelle, 1998),
sugiriendo que el intervalo geografico de esta especie fue mucho mas largo. Los

fésiles de P. davyi del Cuaternario (entre 5,000 y 20,000 afios) han sido encontrados
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en Tobago, donde esta especie actualmente esta extinta (Eshelman y Morgan,
1985).

De acuerdo a Smith (1972), los mormodpidos ancestrales se dispersaron del
norte de Sudamérica o sur de Centro América a México/Centro América. De ahi, los
ancestros de los mormodpidos se extendieron a las “West Indies” a través de Cuba
via Yucatan, o Jamaica via Honduras. La dispersion a través de estas rutas puede
explicar la distribucién de los linajes simples que comprenden a Pteronotus
quadridens y macleayii (antiguo), las especies de Mormoops blainvillei (menos
antigua), y las poblaciones caribefias de Pteronotus parnellii (mas recientes).
Czaplewski y Morgan (2003), coincidieron en las rutas de dispersién al Caribe, pero
proponen que los mormoopidos colonizaron las islas caribefias en primer lugar
durante su historia evolutiva. De México/Centro América, los mormoodpidos se
expandieron a Sudamérica recientemente, después de cerrarse el Istmo de Panama.
Recientemente, Davalos (2006) evaluo las hipotesis biogeograficas de Smith (1972)
y de Czaplewski y Morgan (2003) acerca de la diversificacion de la familia
Mormoopidae, empleando nuevas y previas secuencias nucleotidicas de los genes
mitocondriales 12S, ARNt*® 16S y citocromo b, y del gen nuclear Rag2, y
analizandolas por medio de métodos Bayesianos, de Maxima Parsimonia, de Maxima
Verosimilitud y analisis de dispersidn-vicarianza. Ellos proponen que las divergencias
entre las poblaciones de las Antillas y del centro de América son mayores a aquellas
entre México/Ameérica Central y Sudamérica, lo cual sugiere que los mormoodpidos se
diversificaron en el norte de los neotrépicos antes de entrar a Sudamérica. Sugirieron

que un origen de los mormoodpidos en el norte neotropical resulta congruente, por un
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lado, con el registro fosil del Terciario y, por otro lado, con hipoétesis filogenéticas

recientes de la familia hermana de los mormodpidos, la Phyllostomidae.

5.5. Analisis filogeograficos

Pocos estudios filogeograficos se ha elaborado para mamiferos nativos de
México y en especial para el orden Chiroptera (Vazquez-Dominguez y Vega, 2006).
A continuacién se presenta una tabla con estudios moleculares realizados con

murciélagos y mamiferos.

Tabla 3.- Estudios moleculares de murciélagos y mamiferos donde se utilizo la
region control del ADNmt. Se menciona la especie (entre paréntesis la familia), el

numero de individuos (n), numero de de haplotipos (Hapl), porcentaje de diversidad

nucleotidica promedio (_media %), diversidad haplotipica (h) y el indice de fijacién

(Fst). Con un asterisco se indica las especies cuyo muestreo abarcé México. Se

sefiala la cita bibliografica.

Especie n Hapl Pb . h Fst Cita
(%)
MURCIELAGOS
Leptonycteris 53 35 297 1.59 --- --- Wilkinson y
curasosae* Fleming
(Phyllostomidae) (1996)
Myotis myotis 480 85 307 0.62 0.491 0.384 Ruediy
(Vespertilionidade) Castella
(2003)
Tadarida 94 86 474 4.5 0.998 -0.0018 Russell et al.
brasiliensis* (2005)
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Rhinonicteris 22 19 460 3.37 -—- 0.53 Armstrong
aurantia (2006)
(Hipposideridae)
Nyctalus azoreum 159 15 396 0.30 0.67 0.08-  Salgueiro et
(Vespertilionidae) 0.16 al. (2007)
Vespertilio 247 52 341 0.77 --- 0.007 Safi (2007)
murinus
(Vespertilionidae)
Myotis myotis 115 18 307 0.65 0.47 0.47 Ruedi et al.
(Vespertilionidae) (2008)
MAMIFEROS
Elephas maximus 118 17 630 1.7 0.871 -—- Fernando et
(Elephantidae) al. (2000)
Panthera onca* 37 22 715  0.771 0.939 0.342 Eizirik et al.
(Felidae) (2001)
Lepus flavigularis* 42 459 0.08 0.33 --- Rico et al.
(Leporidae) (2008)
Spermophilus 78 12 1145 019 0.779 0.505 Ochoa
perotensis* (2008)
(Sciuridae)
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5.6. Especie de estudio: Pteronotus davyi

Figura 6. Imagen de Pteronotus davyi. Foto tomada por Ricardo Lopez-Wilchis en la

localidad de los Ortices, Colima, 2004.

5.6.1. Taxonomia y distribucién

Pteronotus davyi (Fig. 6) fue descrita por Gray (1838) y actualmente se
reconocen tres subespecies: P. d. fulvus, P. d. davyiy P. d. incae. P. d. fulvus
(encontrada en México desde Sonora, Tamaulipas y Nuevo Ledn hasta Honduras)
(Fig. 7), P. d. davyi (de Nicaragua a las costas de Venezuela y Trinidad, y del norte
de las Antillas a la isla caribefia Maria Galante [excluyendo las islas Santa Lucia, San
Vicente, Barbados y las Granadinas]) y P. d. incae (del noroeste de Peru a ambos
lados de los andes) (Adams, 1989). La identificacion de estas subespecies se basé

en caracteres morfolégicos y medidas morfométricas. De manera general, los
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individuos de todas las poblaciones de México son los mas pequefos, pero un
progresivo incremento en el tamafio es notable hacia Centro América, con individuos

mas grandes en Sudamérica (P. davyi incae) (Smith, 1972).
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Figura 7. Distribucion de las tres subespecies de Pteronotus davyi de acuerdo a Hall

(1981): 1. P. d. fulvus, 2. P. d. davyiy 3. P. d. incae (tomado de Adams, 1989). La

linea sefalada en Honduras divide a las especies 1y 2.

5.6.2. Diagnosis

La especie mas pequefa del grupo de los mormodpidos es Pteronotus davyi.
Esta se distingue de otros mormodpidos de tamarno similar (P. personatus) por tener
las membranas alares unidas sobre el dorso, dandole al murciélago una apariencia
de poseer una espalda desnuda. Esta condicion la comparten solamente con P.

gymnonotus de la cual se distingue, por un lado, por la escasa distribucion de esta
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ultima, y por otro lado, por la longitud del antebrazo, ya que para P. davyi es <50 mm
y para P. gymnonotus es usualmente >50 mm (Herd, 1983; Adams, 1989).

Los sexos de P. davyi presentan poco dimorfismo en tamafio excepto en
poblaciones del norte (Sonora) donde los machos son significativamente mas
grandes que las hembras. El uropatagio es grande, la cola es de aproximadamente
22 mm de longitud (18 a 25 mm). Intervalos de otras medidas (en mm) son: longitud
total de 71 a 85; longitud de la pata, 9 a 12; longitud del antebrazo, 40.6 a 49.6;
longitud de la oreja, 16 a 19; longitud condilobasal, 13.7 a 15.7; ancho zigomatico,
8.3 a 9.5; ancho del rostro, 6.2 a 7.5 (Smith, 1972). El pelaje es denso y hay dos
fases dominantes de coloracion de esta especie: parda y rojiza (Matson y Patten,

1975).

5.6.3. Habitat

Pteronotus davyi ha sido capturado en sitios a 2300 m sobre el nivel del mar
(Adams, 1989). Es abundante en selvas bajas caducifolias y es menos comun en
selvas altas perennifolias; se encuentra en grandes numeros en cuevas humedas y
profundas (Villa-Ramirez, 1967; Bateman y Vaughan, 1974). Las cuevas calientes y
humedas son los sitios preferidos para descansar, y las colonias pueden incluir
generalmente de 400,000-800,000 murciélagos (Bateman y Vaughan, 1974,

Bonaccorso et al., 1992).
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5.6.4. Ecologia
Pteronotus davyi es un murciélago insectivoro, cuya dieta consiste de
lepidopteros y dipteros (Howell y Burch, 1974; Adams, 1989), y las presas son

capturadas durante el vuelo (Bateman y Vaughan, 1974).

5.6.5. Reproduccién
Son monoestros estacionales, con copulacion probable entre Enero y Marzo
(Wilson, 1973). La gestacion ocurre entre Marzo a Junio. La lactancia sucede en los

meses de Julio-Agosto (Lopez-Wilchis, com. pers.).
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6. JUSTIFICACION

Muchos organismos neotropicales tienen en la parte norte de México el limite
de su distribuciéon. En numerosas ocasiones el patrén de distribucion de estas
especies, como es el caso de Pteronotus davyi, el area consiste en dos estrechas
franjas independientes que se extienden por las costas del pacifico (Sonora a
Chiapas) y del golfo de México (Tamaulipas a Tabasco), de tal forma que confluyen
en las tierras bajas del Istmo de Tehuantepec para penetrar hacia el sureste del pais
(Figura 7).

Este patron de distribucion actual, posiblemente ha sido determinado por los
periodos glaciales e interglaciales del Pleistoceno, que han provocado sucesivas
contracciones y expansiones en el area de distribucion de P. davyi. A esto habria que
afadir el efecto de los sistemas montafiosos en zonas mas calidas al sur del istmo
de Tehuantepec. Por tales razones, es posible que esta especie haya experimentado
procesos de aislamiento y fragmentacion asi como de colonizacion de nuevos
territorios, desde el Pleistoceno hasta nuestros dias, lo cual deberia estar reflejado
en la estructura genética de sus poblaciones.

También es preciso mencionar que la distribucion geografica de los
murciélagos esta muy condicionada por la existencia de barreras geograficas que a
priori parecen facilmente salvables debido a su capacidad para volar, sin embargo se
ha encontrado que esto es erréneo. En este sentido, el istmo de Tehuantepec podria
funcionar como una barrera geografica para las poblaciones de P. davyi como se ha

comprobado para diversas especies de murciélagos, como por ejemplo, la
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separacion de las subespecies del murciélago bigotudo de Parnell (Pteronotus
parnellii mesoamericanus y P. p. mexicanus) o del murciélago de cola peluda rojizo
(Lasiurus borealis teliotis y L. b. frantzii) (Hall, 1981), asi como de roedores de los
géneros Habromys (Carleton et al., 2002) y Peromyscus (Sullivan et al., 1997; 2000).

Por otra parte, con el uso de técnicas moleculares se ha encontrando un
numero creciente de unidades taxonomicas no identificadas de murciélagos que han
surgido como resultado de una escasa diferenciacion morfolégica entre poblaciones
que han permanecido aisladas por periodos de tiempo prolongados debido a la
utilizacion de diferentes refugios glaciales (Kiefer y Veith, 2001; Kiefer et al., 2002;
Mayer y von Helversen, 2001; Von Helversen et al., 2001).

Por ello el objetivo del presente estudio esta enfocado a analizar, utilizando los
marcadores mitocondriales citocromo b y regién control, por un lado los patrones
filogeograficos del murciélago pequefio de espalda desnuda (P. davyi) en México,
para identificar como los distintos eventos climaticos del Pleistoceno, o incluso
anteriores, han afectado la historia evolutiva de la especie a lo largo de su patron de
distribucion actual, determinando la estructura genética de las poblaciones, y por otro
lado identificar la posible existencia de diferentes unidades taxondmicas. Esta
documentado que a partir de la region control se ha generado informacion sobre alta
divergencia infraespecifica, por lo cual ha sido ampliamente utilizado para inferir la
historia y/o la estructura poblacional de una amplia variedad de organismos (Vila et
al., 1997; Mardulyn, 2001; McCracken et al., 2001), incluyendo los mamiferos

(Wilkinson y Fleming, 1996; Eizirik et al., 1998; Petersen y Stewart, 2006).
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Este trabajo forma parte de un proyecto a mediano plazo donde pretendemos
estudiar la historia evolutiva de los murciélagos mormoopidos de nuestro pais (e.g.,
P. personatus, P. parnellii) que presentan un patron de distribucion similar a la
especie de estudio, con la finalidad de efectuar un estudio que permita observar los
patrones filogeograficos y compararlos entre las diferentes especies (Filogeografia
comparada), lo cual permitira determinar la congruencia entre la historia evolutiva,
demografica y distribucional de los taxa estudiados contra la particular geologia y

ecologia de una region y determinar la cronologia de diversificacion evolutiva.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

* Determinar los patrones filogeograficos responsables de la distribucion de

Pteronotus davyi en México, utilizando marcadores mitocrondriales.

7.2. Objetivos especificos

» Efectuar un analisis exploratorio de los marcadores mitocondriales regidon control

y citocromo b para determinar cual permite dilucidar los patrones filogeograficos

para Pteronotus davyi en México.

* Analizar la estructura genética de las poblaciones muestreadas.

* Inferir relaciones filogenéticas intra-especificas.

* Inferir los procesos evolutivos implicados (fragmentacion, expansion del intervalo

y/o flujo genético restringido).

43



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

Probar dos modelos alternativos: (1) modelo de 1-refugio; (2) modelo de dos-

refugios Pleistocénicos.

Determinar implicaciones taxonémicas.

Identificar y proponer unidades de conservacién para P. davyi en México.
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8. HIPOTESIS

Si el patron de distribucion de Pteronotus davyi ha sido afectado por
fendbmenos como las glaciaciones del Pleistoceno, entonces la especie migré hacia
refugios pleistocénicos presentando aislamiento geografico y fragmentacién historica,
asi como posterior expansion y colonizacion de nuevos territorios, lo cual debe estar

reflejado en la estructura genética de sus poblaciones en México.

45



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Trabajo de campo

Se recolectaron un total de 105 muestras de Pteronotus davyi de 18
localidades a lo largo de toda su distribucién en México, las cuales fueron agrupadas
en tres regiones: la region del pacifico (n = 45), la region del golfo (n = 29) y la regidn
del sureste (n = 31) (Fig. 8).

La identificacion de esta especie en el campo se efectué con ayuda de las
claves de Medellin et al. (1997). La recolecta se llevo a cabo por medio de redes de
arpa de aproximadamente 1.5m?, colocadas en la boca de cada una de las cuevas
visitadas y activadas en la tarde-noche durante aproximadamente 2-3 horas. A los
organismos se les tomaron biopsias de membrana alar de 3 mm de diametro con un
sacabocado (biopsypunch). Las biopsias se guardaron en tubos Eppendorf
previamente etiquetados y se conservaron en etanol al 70% siguiendo el método
descrito por Worthington Wilmer y Barratt (1996). Se registro el peso y la longitud del
antebrazo de cada uno de los organismos y posteriormente fueron liberados. Por
ultimo se transportaron al laboratorio de biologia y ecologia de mamiferos en el
Departamento de Biologia, en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad

|ztapalapa.

Tabla 4.- Nombre, localizacion y ubicacion geografica de las cuevas donde se
recolectaron los individuos de Pteronotus davyi. Entre paréntesis se indica su

abreviatura. Se indica el estado (EDO), las coordenadas geograficas (COORD), la
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altitud (ALT), el tipo de vegetacion (VEGET.), el tamafio de muestra(n) y la fecha de

colecta (FECHA). Para los climas, BW = Seco desértico, A = humero tropical, BS =

Seco estepario; para la vegetacion, BE = bosque espinoso, BTP = bosque tropical

perennifolio, BTC = bosque tropical caducifolio, BTS = bosque tropical subcaducifolio,

MX = Matorral xerofilo.

LOCALIDAD EDO. COORD. ALT. CLIMA VEGET. N FECHA
REGION DEL GOLFO 45
El Tigre (TI) Son 29°34.527'N, 450 BW BE 7 05-03-
110°49.192°0 2004
Santo Son 27°02.649'N, 538 BW BE 7 08-03-
Domingo (SD) 109°00.691°0 2004
La Frontera Sin  23°25.188'N, 562 BW BE 7 11-03-
(FR) 105°54.615’0 2004
Las Viejas Nay 21°51.40'N, 224 BW BTC 7 14-03-
(VI) 105°08.81'0 2004
Amatlan de Nay 20°48.462'N, 810 BW BTC 5 17-03-
Canas (AC) 104°23.546’0 2004
Los Ortices Col 19°04.81'N, 240 A BTC 6 27-03-
(OR) 103°43.59'0 2004
Pochutla (PO) Oax  15°48.35’N, 195 A BTC 1 ?
96°29.00°0
Los Laguitos  Chis  16°49.31’ N, 1046 A BTC 5 ?
(LA) 93°08.51° O
REGION DEL GOLFO 29
Catemaco Ver 18°27.710°N, 443 A BTP 7 07-03-
(CA) 95°11.180°0 2005
Arroyo del Ver 19°13.32'N, 341 A BTC 7 01-06-
Bellaco (AR) 96°38.34°0 2002
El Pujal (PU) SLP  21°51.606'N, 90 A BTP 5 29-05-
98°56.306°0 2002
Taninul (TA) SLP  21°56.11" N, 51 A BTP 5 09-03-
98°53.16’0 2005
Los Troncones Tam  23°46.20’ N, 463 BS MX 5 27-05-
(TR) 99°12.17°0 2002
REGION DEL SURESTE 31
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La Sardina Tab 17°27.5'N, 42 A BTP 7 05-06-
(SA) 92°46.4'0 2002
Agua Blanca Tab  17°37.204°N, 21 A BTP 5 05-03-
(AB) 92°28.349'0 2005
Calakmul (CK) Cam 18°31.373'N, 202 A BTP 7 21-02-
89°49.422°0 2005
Kantemé (KA) QRoo 19°55.846'N, 39 A BTP 5 26-02-
88°47.460°0 2005
Calcehtok Cam 19°59.424°N, 88 A BTS 7 01-03-
(CAL) 89°45.837°0 2005
TOTAL 105
110° 100° 90°

. . e Pacifico (n = 45)
PEreA N Oocilew] o Golfo de México (n = 29)
= Sureste (n = 31)

30°
Sierra Madre Oriental

- Eje Volcanico Transversal

Sierra Madre del Sur

_ Sierra Madre de Chiapas

20° =
o~ »E

Istmo de € Soconusco

Figura 8. Ubicacion de las 18 localidades en México donde se recolectaron
individuos de Pteronotus davyi. En la tabla 4 se indica el nombre completo de las

localidades. Con circulos negros se indican las localidades de la region del pacifico;
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con cuadrados rojos se sefalan las localidades de la region del golfo de México; con

cuadrados verdes se indican las localidades de la region del sureste.

9.2. Trabajo de Laboratorio
9.2.1. Extraccion de ADN total

Se siguieron dos estrategias metodologicas para efectuar la extraccion de
ADN total: a) usando el procedimiento de fenol-cloroformo (Anexo, seccion 1), y b)
siguiendo el procedimiento Dneasy™ Tissue Kit (QIAGEN) (Anexo seccion 2). Cabe
mencionar que previo a la extraccion con cada una de estas metodologias y para
eliminar los residuos de alcohol, el tejido se lavo con agua destilada y desionizada
(15 min) a temperatura ambiente; se realizaron dos repeticiones de este lavado.

Para proceder a la visualizacion del ADN total se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, (Anexo, seccion 3-4), y la visualizacion y captura de la imagen

se efectud usando un fotodocumentador Multi Genius (Anexo, seccion 5).

9.2.2. Amplificacion via PCR
9.2.2.1. Citocromo b

Las amplificaciones por PCR de un fragmento del gen citocromo b se
efectuaron en un termociclador Tpersonal Biometra¥R. Se empled el Tag PCR Core
Kit (QIAGEN). Se utilizaron cebadores universales y especificos para el gen
citocromo b. Los cebadores universales utilizados fueron el L14724 (5’-TGA CTT
GAA GAA CCA CCG TTG-3") y el H15915 (5-AAC TGC AGT CAT CTC CGG TTT

ACA AGA C-3) (Irwin et al., 1991) para 1140 pares de bases. Las concentraciones y
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condiciones de reaccion para los cebadores universales fueron las siguientes. Los
volumenes de reaccion de 25 _| contenian aproximadamente 50 ng de ADN
gendmico, 10 _M de cada cebador, 200 _M de deoxidonucleotidos trifosfatos, 3 mM
de MgCl, y 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa (QIAGEN). Las temperaturas de los
ciclos de PCR fueron: dos minutos de desnaturalizacion a 94°C, seguido por 35

ciclos a 94° 60s, 50° 45s, 72° 90s; y una extension final a 72° 4min.

L14724 H15915
> <
ARN Citocromo b ARN T

Figura 9. Esquema general del citocromo b, donde se indica la region amplificada

para P. davyi utilizando los cebadores L14724 y H15915.

9.2.2.2. Diseino de cebadores para la region control

Debido a la ausencia de informacion, fue necesario efectuar el disefio de
cebadores para la region control. Se realiz6 un Blast (Basic Local Alignment Search
Tool, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990) entre los cebadores disefiados
para las musarafas Crocidura russula 'y Sorex araneus, L16517 (5’-CAT CTG GTT
CTT ACT TCA GG-3’') y HSC (5 TTG TTT TAG GGG TTT GGC AAG A-3)
(Fumagalli et al., 1996), y las secuencias (con cierta contaminacién) obtenidas a

partir de los cebadores H637 (5-AGGACCAAACCTTTGTGTTTATG-'3) (Oshida et
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al., 2001) y PdPro1 (5'CCCCACCCTCAACACCCAAAGC-'3); este ultimo disefiado a

partir del programa Web Primer (http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer).

Dados los resultados de este alineamiento fue necesario modificar unicamente el

cebador HSC (5'-TGT TTT AGG GGT TTG GCA G-3).

9.2.2.3. Regidn control

Las amplificaciones por PCR de un fragmento de la region control (region
hipervariable HVII) se efectuaron en un termociclador Tpersonal Biometra“®. Para
ello se utilizé el Tag PCR Core Kit (QIAGEN). Se emplearon los cebadores L16517 y
HSC (modificado para este trabajo, ver seccidén anterior) disefiados por Fumagalli et
al. (1996) para amplificar 700 pares de bases aproximadamente. Se usaron las
siguientes concentraciones y condiciones de reaccion para ambos cebadores. Los
volumenes de reaccion de 25 _| contenian aproximadamente 50 ng de ADN
genomico, 10 _M de cada cebador, 200 _M de desoxinucleotidos trifosfato, 2 mM de
MgCl, y 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa (QIAGEN). Las temperaturas de los
ciclos de PCR fueron: un ciclo a 94° 45s; 35 ciclos a 94° 30s, 62° 30s, 72° 70s; y un

ciclo final a 72° 4min.

Region control
rPPdL:l.GS:I.?
PdHSC &
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Figura 10. Esquema general de la regidén control, donde se indica la region

amplificada para P. davyi con los cebadores especificos PdL165176 y PdAHSC.

Los productos amplificados, para ambos marcadores moleculares, se
observaron mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%, siguiendo
el protocolo descrito en el Anexo seccion 3-4. La visualizacion y captura de la imagen
se efectud con un fotodocumentador Multi Genius (Anexo, seccion 5). La
cuantificacion de la concentracion de los productos amplificados se efectu6 con el
programa Gene Tools (V. 3.03.03), usando como referencia el marcador molecular

de peso conocido 100 pb DNA (BIO-RADYR).

9.2.3. Purificaciéon y cuantificacion de productos amplificados

Para ambos marcadores, la purificacion de los productos amplificados por
PCR se realizé por medio del Kit QlAquick Spin (QIAGEN) (Anexo, seccion 6). Los
productos purificados también fueron sometidos a una electroforesis usando gel de
agarosa al 1% y posteriormente se fotodocumentaron, bajo los protocolos
mencionados en los Anexos seccion 3-5. La cuantificacion de la concentracion de los
productos purificados (en nanogramos) se determin6 con el programa Gene Tools (V.
3.03.03), con base en el marcador molecular de peso conocido 100 pb DNA (BIO-

RADMR).

9.2.4. Obtencion de secuencias nucleotidicas
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Aproximadamente 50 ng de los productos de PCR purificados fueron utilizados
para las reacciones de secuenciacion usando el Big Dye Terminator Kit (Applied
Biosystems) (Anexo, seccidn 7). Las reacciones de secuenciacion fueron purificadas
utilizando columnas de sephadex™? G-50 (Anexo, seccién 8). La secuenciacion se
efectué en un secuenciador de ADN automatico (Analizador Genético ABI 3100,
Applied Biosystems, Foster City, California). Para este estudio, las muestras se
secuenciaron en un solo sentido.

Una vez obtenidas las secuencias se reviso cuidadosamente cada una con su
electroferograma utilizando el programa Sequence Navigator™ 1.0.1 (Applied
Biosystems). Las secuencias que resultaron con ambiguedades se repitieron (Ortices
Nos. 1, 2 y 3; Agua Blanca Nos. 389, 390 y 391; Tigre 14 y 15). Una vez que se
tuvieron secuencias completamente limpias (sin ambiguedades), se compararon los
electroferogramas y posteriormente se alinearon haciendo uso nuevamente del
programa Sequence Navigator'™ 1.0.1 (Applied Biosystems). Para verificar su
autenticidad, las secuencias compiladas se sometieron a un analisis de BLAST
estandar nucledtido-nucledétido (Altschul et al,. 1990) en la base de datos de

GenBank.

9.3. Trabajo de Gabinete
9.3.1. Edicién y alineamiento de secuencias

Los electroferogramas de secuenciacion se editaron en el programa Sequence
Navigator™ 1.0.1 (Applied Biosystems), y se alinearon haciendo uso del algoritmo

Clustal, empleando el mismo programa.
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9.3.2. Analisis de estructura genética de poblaciones

Con el programa DNAsp version 3.14 (Rozas y Rozas, 1999) se determinaron
los siguientes estimadores de genética de poblaciones descriptiva: diversidad
nucleotidica (), diversidad haplotipica (h) y el numero de sitios polimérficos (s), la
theta de Watterson (_s), (para cada poblacion y entre regiones geograficas).

Con el mismo programa se calcul6 el flujo génico de acuerdo a Hudson et al.
(1992). Este método ha sido empleado para determinar el flujo génico de diversas
especies de invertebrados (Tzeng et al., 2004), peces (Wang et al., 2007),
murciélagos (Wilkinson y Fleming, 1996), entre otros, debido a que permite identificar
aquellas pares de subpoblaciones con una mayor similitud o diferenciacion entre si,
de acuerdo al modelo de islas (Hudson et al., 1992).

Para determinar la estructura genética entre y dentro de las poblaciones, asi
como entre regiones geograficas se realiz6 un Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) por medio del programa Arlequin version 2.0

(Schneider et al., 2000).

9.3.3. Analisis de expansion del intervalo geografico

El programa Arlequin (Schneider et al., 2000) fue usado para probar la
hipotesis acerca de la expansion del tamafo poblacional en la serie de datos de la
region control. Se uso la distribucion de desigualdad de pares de bases (mismatch

distribution) que es la frecuencia observada de las diferencias entre pares de

54



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

haplotipos. El analisis se efectu6 a tres niveles: 1) general, 2) a nivel regional, y 3) en
los clados donde el analisis de clados anidados infirié la expansion poblacional, con
la finalidad de probar dichas hipotesis (Rogers y Harpeding, 1992; Slatkin y Hudson,
1991). En este analisis, la hipotesis nula de una poblacion que ha sufrido una
expansion rapida reciente produce una distribucién unimodal, mientras que una
distribucion multimodal indica que la poblacién se encuentra en estable equilibrio
(Slatkin y Hudson, 1991). El ajuste entre la distribucion observada y la esperada fue
probada usando el indice de Raggedness (Harpending, 1994).

La evidencia de una poblacion en expansion o seleccién también fue
explorada usando la prueba D de Tajima (Tajima, 1989), usando el programa
Arlequin (Schneider et al., 2000). Debido a que el segmento estudiado de la region
control del ADNmt aparece como selectivamente neutral, los valores
estadisticamente significativos de D indican que las poblaciones no estan en
equilibrio como resultado de eventos demograficos del pasado, tales como expansion
poblacional (valores negativos) o cuello de botella (valores positivos). Este
estadistico fue calculado, al igual que los analisis de mismatch, en tres niveles: 1)
general, 2) a nivel regional, y 3) en los clados donde el analisis de clados anidados
infirio la expansion del intervalo geografico.

La hipotesis de expansion poblacional también fue probada usando diferentes
pruebas de neutralidad: F de Fu (Fu, 1997)y Fuy Li (F*y D*_Fu y Li, 1993). Sila F
de Fu (1997) es significativa pero la F* y D* de Fu y Li (1993) no lo son, entonces
esto indica una historia de crecimiento poblacional. La expansion poblacional

también fue probada usando la R, de Ramos-Onsins y Rozas (2002), y el coeficiente
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de expansion (S/d) de von Haeseler et al. (1996) es decir, el cociente del numero de
sitios variables (S) con el numero promedio de diferencias de pares de bases (d).
Estas pruebas se realizaron con el programa DNAsp. El estadistico R, (Ramos-
Onsins y Rozas, 2002) esta basado en las diferencias entre el numero de simples
mutaciones y el numero promedio de diferencias nucleotidicas. Un crecimiento
poblacional es indicado por un numero alto de coeficiente de expansion, mientras
que un bajo valore del coeficiente de expansion indica una estacionalidad poblacional
(von Haeseler et al., 1996). Estos estadisticos fueron calculados, en dos niveles: 1)

general y 2) a nivel regional.

9.3.4. Analisis filogenéticos

Debido a que el marcador molecular citocromo b no resulté informativo para
analizar la filogeografia de Pteronotus davyi, no se incluy6 en los siguiente analisis.

Para la regién control se obtuvieron cladogramas a partir del método de
Maxima Verosimilitud (MV) (Felsenstein, 1973; 1981) en PAUP* 4.0b10 (Swofford,
2002) usando una secuencia de la especie Pteronotus parnellii (numero de acceso al
GeneBank EU175854) de acuerdo a Lewis-Oritt ef al. (2001). Se identificd el mejor
modelo de evolucidén con el programa Modeltest 3.06 (Posada y Crandall 1998),
empleando la informacion del criterio Akaike (AIC_Akaike, 1974). La topologia de MV
fue obtenida por el método de Quartet Puzzling (10,000 pasos) (Strimmer y
Vonhaeseler, 1996). La busqueda de arboles por Quartet Puzzling estima los valores
de soporte para cada rama interna. En principio, estos valores tienen el mismo

significado practico que los valores de bootstrap. Asimismo, también se llevaron a
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cabo analisis Bayesianos para inferior las relaciones filogenéticas usando el modelo
optimo determinado con Modeltest. Para ello se emple6 el programa MrBayes 3.0
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001) utilizando los siguientes parametros: Nst = 6, tasa =
gamma, Ngen = 2,000,000, frecuencia = 100, cadenas = 5. Después de eliminar los
primeros 2000 arboles como “burn-in”, se construyé un arbol consenso con las
probabilidades bayesianas a posteriori para cada nodo.

Por otro lado, también se infirieron relaciones filogenéticas utilizando la misma

metodologia sefialada anteriormente sin grupo externo (ver Anexo 3).

9.3.5. Asociacioén entre distancias genéticas vs. distancias geograficas

En ausencia de barreras (geograficas, climaticas, etc.) para el flujo génico, se
espera que los valores de las distancias genéticas aumenten con un incremento de
las distancias geograficas dentro de la misma especie, éste fenomeno es referido
como aislamiento por distancia (Wright, 1943). De acuerdo a esta perspectiva,
utilizamos la Prueba de Mantel (Mantel, 1967) para determinar si la asociacion entre
las distancias genéticas y geograficas entre regiones geograficas es significativa.
Esta prueba usa un procedimiento de permutacién de las matrices de ambas
distancias, lo cual ademas permite visualizar si se presenta un rompimiento genético.

A partir de las distancias genéticas, calculadas de acuerdo al modelo de
Tamura y Nei (1993), en el programa MEGA Version 2.1 (Kumar et al., 2001) y de las
distancias geograficas, calculadas por medio de un mapa geografico de México de

escala 1:3,500,000, se determind la significancia de la asociacion entre las distancias

57



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

genéticas y geograficas (2000 iteraciones), utilizando el programa Mantel V. 2.0
(Liedloff, 1999).

Para calcular la distancia entre los haplotipos se utilizé el modelo de
sustitucién nucleotidica de Tamura y Nei (1993), que considera una tasa de mutacion
diferente entre las transiciones de purinas, las transiciones de pirimidinas y las
transversiones (cambio de purina por pirimidina y viceversa). Elegimos este modelo
debido a que en un infinito numero de simulaciones se ha presentado que si el
numero de substituciones nucleotidicas es bajo (<20%), la mayoria de los modelos
de evolucion presentaran distancias genéticas similares (Nei y Kumar 2000). Ademas
de que es un modelo que se ha utilizado en estudios con taxa de mamiferos
estrechamente relacionados (eg. Campbell et al., 2004; Palma et al., 2005). A partir
de estos estas distancias también se explor6 la filogenia de todos los individuos

mediante el método de neighbor-joining (NJ) con el programa MEGA.

9.3.6. Analisis filogeograficos de clados anidados

Los analisis de clados anidados (Templeton, 1998, 2004; Templeton et al.,
1995) fueron aplicados a una serie de 105 secuencias de la region control de
Pteronotus davyi de 18 localidades de la Republica Mexicana. El programa TCS
Version 1.21 (Clement et al., 2000) fue usado para construir una red haplotipica y
para calcular el limite de parsimonia de la red usando la parsimonia estadistica,
método adecuado para la evaluacion de la robustez de la construccién de arboles a
partir de datos que contienen pocos sitios parsimoniosamente informativos (Clement

et al., 2000; Templeton et al., 1992; Templeton y Sing, 1993). EI TCS calcula la
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probabilidad de qué pares de haplotipos estan mas relacionados entre si dentro de
todas las combinaciones de haplotipos posibles; posteriormente une a los haplotipos
mas similares en una red, hasta que sus probabilidades combinadas excedan el 95%
(Templeton et al., 1992).

El resultado de la red haplotipica fue entonces usada para construir una serie
de clados anidados siguiendo el método de Templeton y Sing (1993) (ver seccion
6.8.1 del marco tedrico). EIl método confia en una estimacion de limites de
parsimonia para construir la red que conecta los haplotipos obtenidos (Templeton et
al., 1992).

Una vez establecida una red y una estrategia de anidamiento, se calcularon
tres distancias: (1) distancia de clados (D.); (2) distancia de clados anidados (Dy); y
(3) distancia interior-punta. La obtencion de los parametros se efectué usando el
programa GeoDis Version 2.4 (Posada et al., 2000). Para interpretar los resultados,
se empled la clave de inferencia mas reciente de Templeton (2004).

La raiz de la red intraespecifica se infirié con base en la teoria de coalescencia
por medio del calculo de las probabilidades de raiz usando el programa TCS Version
1.21 (Clement et al., 2000). Este método usa la topologia de un arbol no enraizado
(puntas vs. interiores) y la frecuencia de haplotipos (comunes vs. raros) para asignar
los pesos de grupo externo o probabilidades haplotipicas (Castelloe y Templeton,
1994; Crandall et al., 1994), de tal manera que identifica como haplotipo ancestral a
aquel haplotipo con el mayor numero de conexiones mutacionales y con la mayor

frecuencia haplotipica.
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9.3.7. Analisis de Bootstrap paramétrico

Usamos Mesquite 1.03 (Maddison y Maddison, 2007) para efectuar
simulaciones coalescentes. La metodologia de éstas simulaciones fue modificada de
previos trabajos (Anthony et al., 2007; Knowles y Maddison, 2002; Russell et al.,
2005; Spellman y Kilicka, 2006). Condujimos simulaciones considerando dos
hipétesis a priori de la estructura poblacional del Pleistoceno, utilizando el
cladograma de MV (ver la seccion de inferencia filogenética): 1) un escenario de un
simple refugio, el cual que las regiones pacifico-golfo y sureste para las poblaciones
de P. davyi estuvieron fundadas en un simple poblacién ancestral (Fig. 11a); 2) un
escenario de dos refugios en el que las poblaciones de P. davyi estuvieron en dos
refugios Pleistocénicos en el Istmo de Tehuantepec propuesto por Toledo (1982) y
Wendt (1989) (Fig. 11b).

El programa aislamiento con migracion (IM_Hey, 2006) se uso6 para estimar el
tamario efectivo poblacional, resolviendo Ne = 500. Para ello, se muestrearon 2 x 10°
pasos de la cadena primaria después de un burn-in de 100,000 pasos. Replicamos el
analisis dos veces, y las replicaciones tuvieron resultaros similares. Para P. davyi,
una generacion es igual a dos afnos (Smith, 1972). La longitud de las ramas se
expresaron en funcion del tamafio efectivo poblacional (0.02Ne_T1, 0.05Ne_T2,
0.1Ne_T3, 0.6Ne_T4) y del tiempo generacional x 2x10°%. Los valores extremos
corresponden a los tiempos de divergencia que datan de la maxima glaciacion del
Wisconsin hace ~20,000 afios (T1) a el periodo interglacial del medio Pleistoceno
hace ~610,000 afos (T4) (DeChaine y Martin, 2006). Se probaron dos tiempos

arbitrarios para periodos intermedios (T2 ~50,000 y T3 ~ 100,000).
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Se us6 Mesquite para simular 10,000 genealogias coalescentes para cada
hipétesis a ser probada. Se analiz6 cada hipodtesis con el estadistico S de Slatkin y
Maddison (1989). Este parametro considera a las poblaciones como variables
categoricas y mide el numero minimo de eventos requeridos para explicar la
subdivision poblacional. Se calcul6 el valor S observado de la genealogia dentro de
los modelos de 1-refugio y dos-refugios y se compard con la distribucion de los
valores de S de las simulaciones coalescentes para determinar si la genealogia
observada podria ser generada bajo uno de los modelos dados. Si los valores S de
los arboles de genes reconstruidos resultaron significativamente menores que los

valores de los arboles de genes simulados (_ = 0.05), el modelo nulo fue rechazado.

(a) Pacifico, Golfo de México y Sureste (b) Pacifico/Golfo de México Sureste

TI SD FR VI AC OR PO LA TR TA PU AR CA SA AB CK CALKA TI SD FR VI AC OR PO LA TR TA PU AR CA SA AB CK CALKA

Figura 11.- Caracterizacién de los arboles poblacionales representando los
diferentes modelos usados en las simulaciones coalescentes: (a) hipotesis de un

refugio simple, y (b) hipotesis de dos refugios.
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10. RESULTADOS
10.1. Citocromo b. Patrones generales de la variaciéon de las secuencias

A pesar de que se obtuvieron productos de amplificacion mayores a 1000 pb,
las secuencias nucleotidicas no resultaron completamente limpias, lo cual
probablemente se debié a una contaminacioén durante la extraccion de ADN total via
fenol-cloroformo.

Para identificar las regiones secuenciadas, se compararon las secuencias
obtenidas con la secuencia completa del gen citocromo b de Pteronotus davyi (1140
pb) de la localidad “Refugio” (El Salvador), con numero de acceso al GeneBank
CN101305. Se obtuvieron 534 pb para un individuo de P. davyi perteneciente a los
“Ortices” (Colima, México) (posiciones 103-619) y 762 pb para un individuo de
“Troncones” (Tamaulipas, México) (posiciones 103-485, 664-1044). Al alinear ambas
secuencias se obtuvo una homologia en 382 pb, de las cuales solamente se

presentaron 2 sustituciones nucleotidicas (Fig. 12).

103 619

Ortices —> 534 pb 1 : : 1140
103 485 64 1044
=y A

Troncones —} 762 pb 1 1140

Figura 12. Regiones secuenciadas del gen mitocondrial citocromo b para individuos
de Pteronotus davyi de las poblaciones Ortices y Troncones, de acuerdo a la

secuencia con numero de acceso al GeneBank CN101305.
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Al comparar las regiones secuenciadas del gen citocromo b de individuos de
las localidades “Ortices” (Colima, México) vs. “Refugio” (El Salvador), y “Troncones”
(Tamaulipas, México) vs. “Refugio” (ElI Salvador) (534 y 762 pb homdlogas), se
obtuvo que solamente se presentaron 3 y 6 cambios nucleotidicos respectivamente,
lo cual indica que existen pocos sitios parsimoniosamente informativos. Esta
informacion corrobora los resultados de Lewis-Oritt et al. (2001), quien obtuvo una
distancia genética de 0.26% entre Jalisco (México) y “Refugio” (El Salvador). A partir
de lo anterior concluimos que el marcador molecular citocromo b resulta poco
informativo para efectuar estudios sobre patrones de variacion genética entre

poblaciones de P. davyi.

10.2. Region control. Patrones generales de la variacion de las secuencias

Se analizé un fragmento de 555 pb del dominio hipervariable HVII completo
(~700 pb) de la regién control ADN mitocondrial (Fig. 10) de 105 individuos de
Pteronotus davyi. La composicion de bases resultd de T:19.2%, C:31.3%, A:25.9% y
G:23.6%. Dentro de las secuencias analizadas 499 fueron constantes y 56 sitios
fueron variables. De los sitios variables, 38 (67.9%) fueron parsimoniosamente
informativos y 18 (32.1%) fueron sitios no informativos.

Se identificaron 67 haplotipos diferentes. La proporciéon del numero de
haplotipos encontrados en este trabajo es similar al reportado en otras especies de
murciélagos, empleando el mismo marcador molecular. Wilkinson y Fleming (1996)

reporta la presencia de 35 haplotipos para un tamafio de muestra de 53 murciélagos;
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Russell et al. (2003) documentan la presencia de 86 haplotipos en un estudio con un
tamano poblacional de 94 individuos.

De los 67 haplotipos encontrados en este estudio, el haplotipo cuatro fue el
mas comun y se presento en el 8.6% de los individuos muestreados, ubicado en la
parte norte de la regidén del pacifico (Fig. 13). Otros 10 haplotipos (14.9%) se
presentaron en mas de 1 individuo (i.e., el haplotipo 53, n=7; haplotipo63, n=7;
haplotipo41, n=5). El resto (56) se encontraron en 1 solo individuo (Tabla 5).
Solamente se hallaron dos haplotipos compartidos entre regiones geograficas. Por
un lado, el haplotipo 40 entre las regiones pacifico-golfo, y por otro lado, el haplotipo
56 entre las regiones golfo-sureste. La parte norte de las regiones del golfo y del
pacifico registraron el mayor numero de haplotipos compartidos, mientras que la
zona central de ambas regiones y la regidn del sureste, mostraron la mayor cantidad
de haplotipos no compartidos (haplotipos raros). En este sentido, el 37.9% de los

haplotipos raros se ubico en las poblaciones de la regidn del sureste.
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Figura 13. Ubicacion y frecuencia haplotipica de la regién control del ADNmt de las
poblaciones estudiadas de P. davyi. Los haplotipos comunes (presentes en mas de
una poblacion) se indican con colores. Los haplotipos raros (presentes en una sola
poblacion) se sefalan en color blanco con su numero de haplotipo respectivo. El
nombre de las localidades se presenta en los colores correspondientes de su region

de acuerdo a la Figura 8.

Tabla 5. Distribucién de los haplotipos de Pteronotus davyi de México. Las

poblaciones son: Tl = Tigre, SD = Santo Domingo, FR = Frontera, VI = Viejas, AC =

Amatlan de Canas, OR = Ortices, PO = Pochutla, LA = Laguitos, CA= Catemaco, AR
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= Arroyo del Bellaco, PU = Pujal, TA = Taninul, TR = Troncones, SA = Sardina, AB =

Agua Blanca, CK = Calakmul, KA = Kantemo y CAL = Calcehtok.

Haplotipo

Poblaciones
pacifico golfo de México sureste
TI SDFR VI AC ORPO LA JCA AR PU TA TR |SA AB CK KA CAL]Total
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10.3. indices de diversidad molecular

La diversidad haplotipica resultd similar entre las regiones geograficas
estudiadas (0.933-0.972). Dentro de cada region las poblaciones de P. davyi
presentaron una alta diversidad haplotipica que varié entre 0.524 y 1.000. Las
poblaciones nortefias de las regiones pacifico y golfo de México presentaron las
diversidades haplotipicas mas bajas (Tabla 6).

Por su parte, la diversidad nucleotidica también resulté variable, con valores
entre 0.0018 y 0.0194. Dos poblaciones de la vertiente del golfo, en el estado de
Veracruz, (Catemaco y Arroyo del Bellaco) presentaron los valores mas altos de ,
mientras que otras dos poblaciones de la misma vertiente tuvieron los valores mas

bajos (Taninul y Troncones). La 7 en la region del sureste (0.0084) fue mas baja en
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comparacion con las regiones pacifico y golfo (0.0149 y 0.0135, respectivamente). La

diversidad nucleotidica y la theta de Watterson resultaron similares en todas las

poblaciones (Tabla 6).

Tabla 6. Se presentan los indices de diversidad molecular para las poblaciones de

estudio de Pteronotus davyi. Se indica el tamafio de muestra (n), la theta de

Watterson (_s), el numero de haplotipos (k), el numero de sitios polimorficos (s), la

diversidad haplotipica o de Nei (h) y la diversidad nucleotidica (7) de las secuencias

mitocondriales examinadas.

Localidad Estado _s n k S h _
REGION DEL PACIFICO 0.0160 45 25 39 0.933 0.0149
El Tigre Sonora 0.0125 7 3 17 0.524 0.0101
Santo Domingo Sonora 0.0103 7 5 14 0.857 0.0116
La Frontera Sinaloa 0.0125 7 4 17 0.714 0.0115
Las Viejas Nayarit 0.0157 7 6 21 0952 0.0157
Amatlan de Cafas Nayarit 0.0147 5 4 17 0.900 0.0155
Los Ortices Colima 0.0157 6 6 20 1.000 0.0156

Pochutla Oaxaca - 1 1 - - -
Los Laguitos Chiapas 0.0155 5 4 18 0.900 0.0147
REGION DEL GOLFO 0.0182 29 19 36 0.933 0.0135
Catemaco Veracruz 0.0213 7 7 28 1.000 0.0194
Arroyo del Bellaco Veracruz 0.0213 7 7 27 1.000 0.0191
El Pujal San Luis 0.0086 5 3 10 0.700 0.0079

Potosi
Taninul San Luis 0.0025 5 4 3 0.900 0.0028
Potosi
Los Troncones Tamaulipas 0.0017 5 3 2 0.800 0.0018
REGION DEL SURESTE 0.0144 31 25 32 0.972 0.0084
La Sardina Tabasco 0.0117 7 7 16 1.000 0.0097
Agua Blanca Tabasco 0.0112 5 4 13 0.900 0.0115
Calakmul Campeche 0.0066 7 7 9 1.000 0.0066
Kantemo Quintana 0.0069 5 5 8 1.000 0.0068
Roo

Calcehtok Campeche 0.0103 7 7 14 1.000 0.0085
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TOTAL 0.0207 105 67 55 0.979 0.0172

*No se incluy6 la poblacion de Pochutla (Oaxaca) en los analisis de diversidad

genética debido a que solamente se tiene 1 individuo.

10.4. Estructura genética poblacional

En todos los analisis del AMOVA (general, pacifico/golfo vs. sureste, pacifico
vs. golfo) la mayor parte de la variacion genética se explica dentro del componente
intrapoblacional (69.9%, 57.1%, 76.9%, respectivamente). La variacion genética
entre grupos resulto alta entre las regiones pacifico/golfo vs. sureste (32.7%) y baja
entre las regiones pacifico vs. golfo (12.5%). De manera general, los valores de Fsr
resultaron altos (Tabla 7).

El flujo génico entre las poblaciones de las regiones pacifico/golfo de México
vs. sureste resultd bajo (Fst = 0.36, Nm = 0.86), mientras que entre las regiones
pacifico vs. golfo de México resulté mayor (Fst = 0.14, Nm = 2.96). Estos resultados

concuerdan con los resultados del AMOVA.

Tabla 7. Analisis de varianza molecular de las poblaciones de Pteronotus davyiy
entre las regiones pacifico, golfo y sureste. EP = entre poblaciones, DP = dentro de

poblaciones, EG = entre grupos, EPDG = entre poblaciones dentro de grupos.

Origendela Suma de Porcentaje de
Regiones variacion Cuadrados V2'3NZ3  yriacién Fst
general EP 188.6 1.3 30.1 0.301
DP 275.2 3.1 69.9 (P <0.05)
pacifico/golfo EG 85.8 1.8 32.7
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vs. sureste  EPDG 102.9 0.6 10.2 0.429
DP 275.2 3.2 57.1 (P <0.05)
EG 26.5 0.6 12,5
pacifico vs. EPDG 68.1 05 10.6 0.231
golfo DP 213.1 35 76.9 (P<0.05)

10.5. Demografia histérica

La prueba D de Tajima, para probar la neutralidad de todos los haplotipos (D =
-0.53, P = 0.32) resulté negativa pero no significativa por lo que no fue consistente
con el modelo de expansién poblacional. En contraste, la distribuciéon de mismatch
para todos los haplotipos presentd una distribucion unimodal (Fig. 14), y no
encontramos diferencias significativas entre la distribucion de todos los haplotipos y
el modelo de expansion poblacional (media = 8.92, desviaciones de la suma de
cuadrados [SSD] = 0.0014, P = 0.87). El indice de Raggedness resulté bajo (0.003)
sugiriendo un ajuste significativo entre la distribucion observada y esperada

apoyando la expansion poblacional.
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Figura 14. Distribucion mismatch de todos los haplotipos de Pteronotus davyi. Las
lineas con cuadrados indican la distribucion observada y las lineas con triangulos

indican la distribucion esperada bajo un modelo de expansion.

La D de Tajima total y para todas las regiones y no fue significativamente
diferente de cero con excepcién de la region del sureste (total, D = -0.5386, P > 0.10;
golfo, D = -0.86139, P = 0.19900; pacifico, D = -0.23346, P = 0.46700; sureste, D = -
1.49689, P = 0.04400).

A nivel regional, la region del sureste presentd una distribucién unimodal (Fig.
15), mientras que las regiones del pacifico/golfo presentaron curvas que no
resultaron estrictamente unimodales, aunque fueron consistentes con un crecimiento

poblacional reciente (Fig. 16).
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Figura 15. Distribucion mismatch de los haplotipos del sureste de Pteronotus davyi.
Las lineas con cuadrados indican la distribucién observada y las lineas con triangulos

indican la distribucion esperada bajo un modelo de expansion.
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Figura 16. Distribucion mismatch de los haplotipos del pacifico/golfo de Pteronotus

davyi. Las lineas con cuadrados indican la distribucion observada y las lineas con

triangulos indican la distribucion esperada bajo un modelo de expansion.

La historia de crecimiento poblacional también fue fuertemente indicada por
las otras pruebas de neutralidad. F y R2 resultaron significativas, mientras que las
pruebas de F* y D* de Fu y Li no lo fueron. Las regiones también se caracterizaron

por altos valores del coeficiente de expansion (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultados de los analisis demograficos de Pteronotus davyi (incluyendo los

resultados esperados bajo el escenario de expansion poblacional).

General Pacifico Golfo Sureste Expansion
D de Tajima -0.538 -0.233 -1.085 -1.496 No
significativa
Fde Fu -53.408*  -6.257* -4.268* -20.031* Significativa
F*de FuylLi -1.021 -1.191 -0.833 -2.042 No
significativa
D* de Fuy Li -1.070 -1.421 -0.532 -1.845 No
significativa

R, de Ramos- 0.078* 0.099* 0.091* 0.0624* Significativa
Onsins y Rozas

Coeficiente de 6.177 4.690 5.287 6.825 Alta
Expansion (S/d)

*P<0.05

10.6. Analisis filogenéticos

En los analisis filogenéticos utilizando a Pteronotus parnellii como grupo
externo, el modelo elegido como el mas apropiado fue el modelo TIM+I+G
(Rodriguez et al., 1990). Los parametros de la serie de datos de la region control
fueron: base de frecuencias A = 0.26, C = 0.31, G = 0.23 y T = 0.20; probabilidad
marginal de la forma del parametro gama (_) = 0.3757; la proporcion de sitios

invariables (I) = 0.5735; y un valor de Ln Likelihood = 1814.4011.
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La topologia de Maxima Verosimilitud presentd una alta resolucion, pero con
valores bajos en el soporte de las ramas (Fig. 17). Las topologias indicaron la
presencia de 10 clados, la mayoria de los cuales muestran una clara separacién de
las regiones pacifico/golfo de México vs. sureste con excepcion de los clados C, D y
G. Los clados E, F, | y J, estan constituidos exclusivamente por haplotipos de la
region sureste, mientras que los clados A, B y H estan formados solamente por
haplotipos de las regiones del pacifico y golfo de México.

Por su parte, el cladograma obtenido a partir de un analisis Bayesiano (Fig.
18) sugiere la presencia de 25 clados. Los dos clados (W e Y), presentaron un alto
numero de haplotipos y estuvieron constituidos por haplotipos de las regiones del
pacifico y golfo de México, los cuales presentan soportes altos en las ramas (85 y 99,
respectivamente). No obstante, la mayor parte del cladograma presenta una falta de
resolucidn con politomias principalmente entre los clados de la region del sureste.

Los analisis de MV con este modelo y los analisis Bayesianos (Figs. 17 y 18,
respectivamente) no resultaron similares pero indicaron una separacion entre las
regiones pacifico/golfo de México con respecto a la region del sureste. EI mismo

patron se presento con el analisis sin grupo externo (ver Articulo en seccion final).
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Figura 17. Cladograma consenso de los 67 haplotipos de Pteronotus davyi, obtenido
a partir de un analisis de MV empleando el algoritmo de Quartet Puzzling. Los
numeros ubicados arriba de las ramas corresponden a los valores de soporte de
Quartet Puzzling (>50%). Los haplotipos son indicados con la abreviacion “hapl*

seguida por el numero correspondiente. Las barras indican la distribucion geografica

75



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

de los haplotipos, la region del pacifico en color azul, la region del golfo de México en

color rojo y la region del sureste en color verde. Los clados son indicados con letras.
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externo. Arriba de las ramas se presentan las probabilidades Bayesianas a posteriori
(X 100). Los haplotipos son indicados con la abreviacion “hap/“ seguida por el
numero haplotipico correspondiente. Las barras en colores indican la distribucion
geografica de los haplotipos, la region del pacifico en color azul, la region del golfo en

color rojo y la region del sureste en color verde. Los clados se indican con letras.

10.7. Distancias genéticas

A nivel regional, las distancias genéticas netas, utilizando el modelo de
Tamura y Nei (1993), indicaron que la mayor diferenciaciéon se encontré entre la
region del pacifico y la region del sureste (0.88%); la distancia entre la region del
golfo y el sureste fue de 0.73%; y la menor distancia genética se encontrd entre las
regiones del pacifico y golfo (0.26%). A nivel poblacional, la mayor distancia genética
se presento entre La Frontera y Calcehtok (2.53%), poblaciones pertenecientes a la
region del pacifico y sureste, respectivamente, mientras que las distancias genéticas
mas bajas (0.26% y 0.50%) se registraron entre las poblaciones de Taninul, Pujal y
Troncones, ubicadas geograficamente en el norte del golfo de México (Tabla 9).
Finalmente, se presentd un alto grado de divergencia de las secuencias nucleotidicas

entre las poblaciones de P. davyiy P. parnellii (poblacion El Tigre) (17.2 — 20.3 %).

Tabla 9. Distancias genéticas promedio entre las secuencias nucleotidicas de la
region control de las 18 poblaciones estudiadas de Pteronotus davyi, de acuerdo al
modelo de Tamura y Nei (1993). En rojo se presentan las distancias genéticas mas

altas y bajas.
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Un analisis filogenético neighbor-joining de todas las secuencias obtenidas
permitié distinguir ramas bien diferenciadas. De los 7 clados (A-G) presentados,
solamente el clado C estuvo representado en su mayoria por individuos del Sureste,
mientras que los clados A-B y D-G estuvieron constituidos por individuos del Pacifico
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Figura 19. Arbol neighbor-joining de los 105 individuos secuenciados de P. davyi.
Los cuadros en colores indican la distribucién geografica de los haplotipos, la region
del pacifico en color azul, la region del golfo de México en color rojo y la region del

sureste en color verde. Los clados son indicados con letras.

10.8. Prueba de Mantel

La prueba de Mantel indico que hay una correlacion significativa y positiva
entre las distancias genéticas y las distancias geograficas entre las poblaciones de
de las tres regiones geograficas incluidas en este estudio (pacifico, golfo y sureste)
(g =5.21, z = 5566.97, r = 0.507, P < 0.05 con 1000 permutaciones, Fig. 20). Lo
mismo sucedio al contrastar las poblaciones de las regiones geograficas del pacifico
vs. golfo de Meéxico (g = 2.31, z = 2331.79, r = 0.34, P < 0.05 con 1000
permutaciones), ajustandose a un modelo de aislamiento por distancia, en donde el
flujo génico y las distancias genéticas entre poblaciones estan fuertemente ligadas a
la separacién espacial.

Las poblaciones de la vertiente del pacifico no presentaron entre si
aislamiento por distancia debido a que la asociacion entre las distancias genéticas y
las distancias geograficas no resulté significativa (g = 1.31, z = 964.35, r = 0.29, P >
0.05 con 1000 permutaciones). Resultados similares se obtuvieron para las
poblaciones de la region sureste (g = 1.19, z = 61.84, r = 0.23, P > 0.05 con 1000
permutaciones). Por su parte, para las poblaciones de la region del golfo de México
dicha asociacion resulto significativa (g = 1.87, z = 110.79, r = 0.0.59, P < 0.05 con

1000 permutaciones), indicando la posibilidad de aislamiento por distancia.
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Figura 20.- Relacion entre distancias geografica y distancias genéticas entre todas

las poblaciones de P. davyi.

10.9. Reconstruccion de redes haplotipicas. Analisis de clados anidados

En la red haplotipica se forman 3 grupos que repiten nuevamente la estructura
encontrada en las topologias filogenéticas, mostrando la agrupacion de haplotipos de
ambas costas (Fig. 21): (1) y (Il) Formados por haplotipos de la vertiente del pacifico y
del golfo. Dentro del grupo Il se ubica el unico haplotipo (56) compartido entre la
region del sureste y la regién del golfo de México. (lll) Conformado por un conjunto
de haplotipos de la region sureste, aunque hay algunos haplotipos (17, 29 y 31)
pertenecientes a poblaciones de la region del golfo, todas cercanas al Istmo de
Tehuantepec, y otros (38, 39 y 40) del pacifico Norte; el haplotipo 40 se comparte

con la region golfo Norte (Pujal).
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Figura 21. Red haplotipica de los 67 haplotipos de Pteronotus davyi de la region
control mitocondrial, inferida usando el criterio de parsimonia estadistica con el
programa TCS. Cada linea en la red representa un simple cambio mutacional. Cada

haplotipo es representado por un numero dentro de un o6valo. El tamafo de los
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ovalos representa las frecuencias haplotipicas, en color azul se presentan los
haplotipos de la region del pacifico, en rojo de la region del golfo de México y en
verde de la region del sureste. Los cuadrados negros indican haplotipos intermedios
que no fueron muestreados (hipotéticos). Los numeros romanos indican los

diferentes grupos de haplotipos reconocidos: 1) y Il) pacifico-golfo, Ill) sureste.

A partir de la red haplotipica se efectu6 un anidamiento para obtener los
clados anidados. En la Figura 22 se muestra el cladograma anidado de haplotipos de
las poblaciones de Pteronotus davyi muestreadas en este estudio, formado a partir
de un 95% de grados de confianza. Dentro de este cladograma anidado, se
obtuvieron 57 clados de un paso, 24 clados de dos pasos, ocho clados de tres pasos
y cuatro clados de cuatro pasos. En los clados de mayor jerarquia (4-1 - 4-4) se
apoya la separacion de las regiones pacifico y golfo de México frente a la regién
sureste. De hecho los clados 4-1 y 4-4 presentan unicamente haplotipos de las
regiones pacifico y golfo de México, con excepcion del haplotipo 56 (presente en el
clado 4-4), el cual es compartido por las regiones sureste y golfo de México. Por otro
lado, el clado 4-3 esta formado casi exclusivamente por haplotipos de la regién del
sureste (hapl 20-26, 28, 30, 32-34), con excepcion de los haplotipos 29 y 32,
pertenecientes a la region del golfo de México. Finalmente el clado 4-2 esta
conformado tanto por haplotipos del sureste, en su mayoria (15, 16, 18, 27, 35-37,
41-45), como por haplotipos del pacifico (38-40, 47 y 50) y golfo de México (17, 46,

48-49).
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Con excepcién de los clados de un paso, en los clados de todos los niveles se
obtuvieron valores de distancia significativos. Se rechaz6 la hipotesis nula de no
presentarse una relacion significativa entre la genealogia haplotipica mitocondrial y la
distribucidn geografica de los haplotipos, ya que se infirieron posibles eventos de
flujo génico restringido, colonizacion a larga distancia y fragmentacion del pasado
(Tabla 10; Fig. 23) aunque para el clado 2-21 se obtuvo que los resultados eran
inconclusos (Tabla 10). Es interesante resaltar que para el clado 3-7, que incluye a
todas las poblaciones de las regiones del pacifico y del golfo de México, con
excepcion de Pochutla (Oaxaca) y Catemaco (Veracruz), se infiri6 expansion del
intervalo geografico. Finalmente para el clado 4-4 que consta de dos clados de tres
pasos (3-7 y 3-8) e involucra a todas las poblaciones de las regiones del pacifico y

golfo, se infirid flujo génico restringido con aislamiento por distancia.
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Figura 22. Disefio de clados anidados de los haplotipos de la region control de
Pteronotus davyi. Cada linea representa un simple cambio mutacional que
interconecta dos estados haplotipicos. Los haplotipos se indican con numeros (1-67).

En color azul se presentan los haplotipos de la region del pacifico, en rojo de la
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region del golfo de México y en verde de la region del sureste. Las poblaciones
correspondientes a cada haplotipo se indican en la Tabla 5. Los haplotipos
hipotéticos (no muestreados) son indicados por un circulo negro. Los clados son
identificados usando un sistema de dos numeros, donde el primer numero se refiere
al anidamiento jerarquico y el segundo es un numero arbitrario que identifica a los
haplotipos o clados (i.e., clados de 1 paso “1-x”, clados de 2 pasos “2-x"). El tamafio
de los 6valos representa las frecuencias haplotipicas. En el recuadro inferior derecho

se representa al cladograma total.

Tabla 10. Resumen de los analisis de clados anidados con probabilidades de Ji
cuadrada permutacional (P) para la estructura geografica de los clados de la Figura
22. Los clados con valores de distancia de clado, distancia de clado anidado o
distancia interior-punta con una probabilidad < 0.05 fueron excluidos de esta tabla.
Las inferencias se obtuvieron siguiendo a Templeton (2004). Las abreviaturas de las
inferencias son: FGR, flujo génico restringido; CLD, colonizacion a larga distancia;
APD, aislamiento por distancia; FP, fragmentacion del pasado; EIG, expansion del

intervalo geografico; |, inconclusos.

Ji Cuadrada
Clado Estadistica P Cadena de Inferencia Inferencia
2-3 24.00 0.045 1-19-20-2-3-4-N FGR con APD
2-4 0.000 0.000 1-2 I
2-21 32.83 0.049 1-2 I
3-7 30.00 0.000 1-19-20-2-11-12-13-Y FP con EIG
4-4 24.11 0.007 1-2-3-4-N FGR con APD
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Figura 23. Resumen de los resultados del analisis de clados anidados para los
haplotipos de Pteronotus davyi. Los niveles de anidamiento se extienden desde el
nivel mas bajo conformados por individuos (haplotipos, clados de 0 pasos) hasta los
clados de mas alto nivel, que contienen clados con haplotipos observados. Las letras
entre paréntesis, debajo de los clados de 0 pasos (haplotipos) indican las localidades
(ver Tabla 5). Para los clados que presentan una probabilidad significativa (P < 0.05)
de asociacion entre la geografia y la distribucidn haplotipica, se dan los valores de
distancia de clados (Dc) y la distancia de clados anidados (Dn); las distancias
significativamente mas pequefas o grandes que las esperadas son indicadas con
una S o L, respectivamente. Se presentan los valores de las distancias interior-punta
(I-T, con el sufijo ¢ para clados y con el sufijo n para clados anidados). Los numeros
de clados interiores estan en cursivas y negritas). La cadena de inferencia (Cl) de la
clave proporcionada por Templeton (2004) fue utilizada para interpretar los
resultados estadisticos: APD = aislamiento por distancia; FGR = flujo génico
restringido; CLD = colonizacion a larga distancia; FP = fragmentacion del pasado;

EIG, expansion del intervalo geografico.

Tomando en consideracién que los analisis de clados anidados indicaron que
el clado 3-7 presenta una expansién del intervalo geografico, se calcul6 la prueba D
de Tajima y se efectud un analisis de mismatch para ellos.

Para el clado 3-7, la prueba D de Tajima (D = -0.60, P = 0.28) resultd negativa
pero no significativa, por lo que no resultd consistente con el modelo de expansion

poblacional. Por su parte, la distribucion de mismatch presentd una distribucion
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unimodal (Fig. 24), y los valores de la distribucion observados no difieren
significativamente de los valores esperados (indice de Raggedness = 0.013, media =
3.10, desviaciones de la suma de cuadrados [SSD] = 0.0022, P = 0.96). En los
valores podemos observar que el indice de Raggedness fue bajo apoyando un ajuste
significativo entre la distribucion observada y esperada que indica una expansion

poblacional.

a0
&0
70
60

—a— Observados
—&— Esperados Clado 3-7

—
=
1

D T T T T T T T T T
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Figura 24. Distribucién mismatch de los haplotipos del clado 3-7 del NCA. Las lineas
con cuadrados indican la distribucion observada y las lineas con triangulos indican la

distribucion esperada bajo un modelo de expansion.

10.10. Simulaciones coalescentes
Con base en las secuencias observadas, se calculo S =3y S = 17 (Slatkin y
Maddison, 1989) para las hipotesis de un simple refugio y de dos refugios,

respectivamente. Para todos los valores de tiempos de divergencia (0.6Ne, 0.1Ne,
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0.05Ne, 0.02Ne) usados en las simulaciones con Mesquite, se rechazo6 la hipotesis
de un refugio entre el periodo glacial del Wisconsin y el periodo interglacial del
Pleistoceno medio (S = 3, P > 0.05) (datos no presentados). Nuestros datos apoyan
la hipdtesis de dos refugios para 0.05Ne (S = 17, P < 0.05, Fig. 25B), indicando un
modelo de separacién de las regiones pacifico/golfo vs. sureste hace 50,000 afios
(25,000 generaciones) aproximadamente. Los restante valores de tiempos de

divergencia usados para el modelo de dos refugios fueron rechazados (Fig. 25A, Cy
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Figura 25. Distribucion del estadistico de Slatkin y Maddison (1989) para 10,000

arboles génicos simulados dentro de 4 arboles poblacionales. Los arboles
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poblacionales difieren en la longitud de las ramas, expresadas como una funcion del
tamano efectivo poblacional (Ne). (A) Longitud de ramas = 0.02 Ne (71). (B) Longitud
de ramas = 0.05 Ne (72). (C) Longitud de ramas = 0.1Ne (73). (D) Longitud de ramas
= 0.6Ne (T4). S observado = 17 (indicado con flechas). Las lineas negras

representan el intervalo de confianza (95%).
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11. DISCUSION

En este trabajo se presenta el primer estudio sobre la filogeografia de Pteronotus
davyi, una especie nativa de México y que se distribuye principalmente en bosques

tropicales, sobre la cual se desconoce mucho de su biologia e historia de vida.

11.1. Relaciones filogeograficas

La hipdtesis mas reciente sobre la distribucion de los mormoodpidos,
incluyendo a Pteronotus davyi, sugiere que éstos se diversificaron en el norte del
Neotropico (México y el Caribe) antes de entrar a Sudamérica, sefialando que
tuvieron un origen neotropical (Davalos, 2006). No obstante hasta el momento no se
cuenta con registros fosiles para P. davyi en México por lo que es ambiguo el
conocimiento sobre su diversificacion y su origen neotropical (Simmons y Conway,
2001). Sin embargo, se tienen pruebas fitogeograficas (Leon-Cazares y Gomez-
Pompa, 1970; Gémez-Pompa, 1973) que indican que durante los periodos frios del
Pleistoceno el habitat de P. davyi (bosque bajo tropical) se desplaz6 en México, mas
de una vez, hacia el sur, por lo que es probable que durante estas glaciaciones P.
davyi haya seguido ese patron de desplazamiento siguiendo los pulsos de las tierras
bajas tropicales. Estan documentadas conexiones norte-sur en otros mamiferos a
partir de probables corredores pleistocénicos como lo sefalan Halffter (1976),
Delgadillo (1987) y Schmidly (1977).

Nuestros resultados sugieren un papel importante de los refugios

Pleistocénicos en la estructuracion de la diversidad genética de Pteronotus davyi.
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Las simulaciones coalescentes permiten sugerir que las regiones del pacifico/golfo y
sureste fueron colonizadas de acuerdo a un modelo filogeografico de dos-refugios
(valor observado de Slatkin y Maddison, S = 17, P < 0.05, Fig. 25B), implicando la
ocurrencia de una division entre estas dos regiones hace 25,000 generaciones
(50,000 afios aproximadamente) durante la glaciacion de Wisconsin, sin embargo las
simulaciones coalescentes no proveen informacion respecto a las localidades de
estos refugios. Sin embargo, algunos analisis tradicionales proporcionan una
alternativa para inferir las posibles zonas de los refugios (Avise, 2000).

En este sentido, las diferencias de pares de bases entre haplotipos (mismatch
distribution, Rogers y Harpending, 1992) para todas las localidades se distribuyeron
en un solo pico (Fig. 14), un patrén que sugiere una expansion poblacional a partir de
una distribucion centralizada, lo cual pudo haber dado lugar a las poblaciones que
estan genealdgicamente conectadas (Ibrahim et al., 1996). Los valores de diversidad
genética y las pruebas de neutralidad apoyan esta prediccién (Tablas 6 y 8).
Ademas, las distribuciones de mismatch para las regiones sureste y pacifico/golfo
(Fig. 15y 16) y los datos de diversidad genética sugieren que P. davyi pudo haber
experimentado una expansion y ocupacidon de las regiones del pacifico, golfo y
sureste del pais a partir de refugios localizados cerca del istmo de Tehuantepec.

Se han propuesto refugios potenciales en el sur de México durante los
periodos del Pleistoceno: Conroy et al. (2001) sugieren las montafias del sur de
México; Wendt (1989), por su parte, ha propuesto la zona de Uxpanapa, en el Istmo
de Tehuantepec, y en general el “Arco” que abarca desde el extremo sureste de

Veracruz hasta el sur de Tabasco y el norte de Chiapas. Ademas, Toledo (1982) ha
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propuesto a las regiones Lacandona y Soconusco, en Chiapas. Asi, de acuerdo a las

simulaciones coalescentes, es posible que P. davyi se haya refugiado en mas de una

de estas zonas. También es probable que las poblaciones de la region sureste de P.

davyi en México provengan de refugios pleistocénicos todavia mas al sur como el de

Nombre de Dios en Honduras (House et al., 2002), utilizados por otros taxa (Aide y

Rivera, 1998). La localizacién de los refugios utilizados por P. davyi y el

esclarecimiento de su historia evolutiva reciente requiere una extensién del muestreo

a otras regiones mas meridionales.
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Figura 26. Posibles refugios pleistocénicos utilizados por Pteronotus davyi. Con
flechas se indican las posibles rutas de expansién y diversificaciéon que siguié P.
davyi posterior a las glaciaciones del Pleistoceno. Las flechas en color azul indican
las posibles rutas seguidas en la region del pacifico, las flechas en rojo indican las

rutas en la region del golfo de México y en verde las rutas de la region del sureste.

Esto indica que estos organismos, a partir de dos refugios, se expandieron
para colonizar las regiones pacifico/golfo y sureste. Las simulaciones coalescentes
indican que se presentd una division entre estas dos regiones hace 50,000 afios
aproximadamente. Las topologias filogenéticas (MV, bayesianos y NJ) apoyan una
divisién de las poblaciones de la region del sureste con respecto a las dos regiones
costeras (pacifico y golfo), apoyando la existencia de posibles eventos de vicarianza
entre las regiones pacifico/golfo y la region del sureste. Esta aseveracion también se
apoya por los altos valores de Fst (0.42, P < 0.05) entre ellas; por la distancia
genética media regional (0.88% pacifico vs. sureste; 0.73% golfo vs. sureste y 0.26%
pacifico vs. golfo); y por la existencia de un solo haplotipo comun entre ellas
(haplotipo 56). Este patron de divergencia es consistente con el observado en varios
taxa de mamiferos terrestres. Por ejemplo, Sullivan et al. (2000) reportaron que una
separacion filogeografica de las poblaciones trans-istmicas (subespecies) de
Reithrodontomys sumichrasti (centro y sureste de México _ 5.6 to 7.7%); dentro del
mismo intervalo de distribucion, Sullivan et al. (1997) reportaron valores de

divergencia de 6.9 a 8.9% en el complejo Peromyscus aztecus/P. hylocetes.

95



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

11.2. Estructuracion genética pacifico vs. golfo

Las regiones del pacifico y del golfo presentaron una menor estructuracion
(Fst = 0.23, P < 0.05), que lo observado entre estas dos regiones y la region del
sureste (Fst = 0.42, P < 0.05). Entre las regiones pacifico y golfo también se
presentaron valores mas bajos (0.26%) y altos valores de flujo genético (Nm = 2.6),
sugiriendo que estas dos ultimas regiones actualmente presentan flujo genético.

La compleja orografia actual, representada por la presencia de la Sierra Madre
Occidental, el Altiplano Mexicano, la Sierra Madre Oriental y el Eje Volcanico
Transversal, formados en periodos anteriores al Cuaternario, con elevaciones por
arriba de los 3000 m, podrian actuar como barreras contemporaneas para la
dispersion de P. davyi entre las regiones del pacifico y del golfo, dado que la mayoria
de las poblaciones viven a alturas entre el nivel del mar y los 600 m (Jiménez-
Guzman y Ceballos, 2005), por lo que es poco probable un contacto directo este-
oeste. No obstante, no podemos descartar la posibilidad de un contacto en areas de
bajas altitudes en el Istmo de Tehuantepec. Movimientos similares norte-sur han sido
descritos para diversas especies de aves de las familias Sittidae, Paridae, Laniidae y
Alaudidae (Escalante et al., 1993). Aunque nuestros resultados indican que, entre las
regiones costeras del pacifico y del golfo solamente se presenté un haplotipo
compartido (haplotipo 40), la estructuracion de la red haplotipica, particularmente en
los Grupos | y Il, sefiala la presencia de haplotipos de ambas regiones conectados
entre si. Esta hipotesis también es apoyada por los analisis filogenéticos.

Otra posibilidad es que ambas regiones tuvieron un origen comun (refugios)

con eventos de expansion historica y aislamiento geografico. En este sentido, las
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simulaciones coalescentes apoyan la posibilidad de refugios pleistocénicos. Es
posible que los altos valores de flujo genéticos entre ambas regiones sea un reflejo
de linajes compartidos en refugios durante el Pleistoceno. EI NCA, también apoya la
hipétesis acerca de que la similitud entre los linajes de ambas regiones costeras se
debe a procesos histdricos.

Sin embargo es necesario analizar con cuidado la interpretacion de los NCA
debido a que han sido criticados en los ultimos afos. La critica mas seria de los NCA
se refiere a la implementaciéon de las pruebas permutacionales usadas para evaluar
los datos (Petit y Grivet, 2002). Como consecuencia, procesos como los cuellos de
botella (Johnson et al., 2007) estan siendo confundidos con procesos historicos que
han determinado la estructura genética, incrementando el riesgo de falsos positivos.

En nuestro estudio, con los analisis de NCA se infieren dos procesos
historicos: 1) flujo génico restringido con aislamiento por distancia (FGR con APD), y
2) fragmentacion del pasado con expansion del intervalo geografico (FP con EIG). El
primer evento histérico (FGR con APD) se infiri6 para los clados 2-3 y 4-4 e
involucran a poblaciones del pacifico y golfo. Dado que en las relaciones
filogenéticas se presentan clados con haplotipos compartidos, los clados 2-3 y 2-4 de
los NCA apoyaria la hipotesis de linajes compartidos en refugios durante el
Pleistoceno. Entre ambas regiones se obtuvo un valor de flujo genético de 2.96 por lo
que es posible que exista una conexion entre ambas regiones en algun punto
geografico, donde evitan las cordilleras orograficas (Sierra Madre Occidental, Sierra
Madre Oriental, entre otras) que suelen funcionar como barreras geograficas, como

se ha explicado anteriormente.

97



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

Para el clado 3-7 se infiri6 fragmentacion con expansion del intervalo
geografico. Este clado también incluye poblaciones de las regiones del pacifico y del
golfo. En este caso se debe tener cuidado con la interpretacion de la fragmentacion
entre ambas costas, ya que como se menciond en el punto anterior existe la
posibilidad de un intercambio genético. En lo referente a la expansion, en este
estudio hemos planteado la posibilidad de una expansion de P. davyi a partir de
refugios, que probablemente ocurrié después del inicio del Pleistoceno, lo cual podria
apoyar la inferencia de los NCA en este sentido.

A pesar de las criticas de Knowles y Maddison (2002), Petit y Grivet (2002) y
Panchal y Beaumont (2007), hacia los NCA, los procesos histéricos inferidos en este
trabajo con base en estos analisis resultaron congruentes con los resultados
obtenidos con otros analisis. Por ejemplo, flujo génico restringido con aislamiento por
distancia es apoyado por la prueba de mantel, y la fragmentacion del pasado con
expansion del intervalo geografico se sustenta con los analisis filogenéticos y con los

valores de diversidad genética y las pruebas de neutralidad.

11.3. Estructura intraregional

En varios trabajos con murciélagos y mamiferos se han encontrado valores de
diversidad genética (diversidad nucleotidica) menores o mayores a los encontrados
en P. davyi (Tablas 3 y 6). Los bajos valores de diversidad nucleotidica en diversas
poblaciones del murciélago Vespertilio murinus pudieron ser resultado de ausencia
de inmigracion por parte de algunas colonias (Safi et al., 2007). El murciélago Myotis

myotis presenta también bajos niveles de diversidad nucleotidica relacionados con la
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presencia de los Alpes que representan una geografica para el flujo genético (Ruedi
et al., 2008). Rico et al. (2008) reportaron que la liebre Lepus flavigularis presenta
valores bajos de diversidad nucleotidica debido a que se encuentran en areas
geograficas muy restringidas y por lo tanto la deriva genética pudo haber reducido la
variabilidad genética, una caracteristica comun en especies amenazadas (Frankham,
2005). Por su parte, a nivel general, las poblaciones del murciélago Leptonycteris
curasoae, que se distribuye también por ambas costas de México, presentaron
valores de diversidad nucleotidica similares a los obtenidos para P. davyi. Esto indica
que la diversidad genética de diversas poblaciones de P. davyi (poblaciones de la
region del pacifico, Catemaco, Arroyo del Bellaco, Agua Blanca y Sardina) se
encuentra dentro de los rangos esperados para el taxon. Otras especies con areas
de distribucion mayores, como Tadarida brasiliensis presentan valores de diversidad
genética en un orden de magnitud mas elevados (Russell et al., 2005).

También observamos una tendencia a disminuir la diversidad nucleotidica con
el incremento de la latitud en las regiones pacifico y golfo (y = -0.0004x + 0.0236, r2
=0.713, P = 0.0168; y = -0.0039x + 0.0914, r2 = 0.898, P = 0.0142; respectivamente,
Figs. 27 y 28). Este patron geografico podria estar asociado con una migracion post-
glacial de la especie hacia el norte del pais siguiendo los corredores de bosque bajo
tropical de ambas costas, apoyando los escenarios sefialados anteriormente. En
estudios previos, hay varios ejemplos de empobrecimiento de la diversidad
nucleotidica relacionados con expansiones post-glaciales al producirse condiciones
ambientales mas favorables (e.g., Gonzalez-Astorga et al., 2006, en plantas en

México, y Ruedi y Castella, 2003, en murciélagos). Actualmente, este
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empobrecimiento podria ademas verse favorecido por el aislamiento de algunas
poblaciones debido a una fragmentacion del habitat (Gonzalez-Astorga y Castillo-
Campos, 2004), fendmeno que puede ser especialmente acusado en la costa del
golfo, ya que actualmente la zona norte de esta region sufre una disminucidn
acelerada de sus bosques tropicales. Estos planteamientos podrian ayudar a explicar
los bajos niveles de diversidad nucleotidica presentados por las poblaciones de San
Luis Potosi y Tamaulipas (Pujal, Taninul y Troncones) y la presencia de aislamiento
por distancia en esta region (z = 110.79, P < 0.05). Es importante considerar este tipo
de efectos, ya que dicho aislamiento puede tener efectos significativamente
deletéreos como endogamia, pérdida de diversidad genética, aumento de la deriva
génica con riesgos de desaparicion, asociado principalmente a la pérdida del
potencial adaptativo de las poblaciones frente a cambios ambientales y a la
disminucion de la adecuacion individual (McCauley, 1991; Mitrovski et al., 2007). En
poblaciones fragmentadas, es importante conservar las lineas genéticas existentes,
las cuales comunmente se pierden gracias al efecto fundador; en este sentido
Gompper et al. (1997) documentaron que los linajes pueden desaparecer a ritmos
acelerados, encontrando pérdidas entre el 3 y 87% de las lineas maternas de
mamiferos en periodos muy cortos.

Finalmente las poblaciones de la regidn sureste no presentan aislamiento por
distancia como indica la prueba de Mantel (z = 61.84, P > 0.05) y tampoco se
presenta el patron diversidad nucleotidica-latitud, pero si se observa que las

poblaciones de la peninsula de Yucatan muestran una diversidad nucleotidica baja
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en comparacion con las poblaciones del Istmo de Tehuantepec consideradas dentro

de la region sureste (Tabla 6).
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Figura 28. Correlacion lineal entre la latitud y la diversidad nucleotidica de las

poblaciones de la region del golfo de México de P. davyi.

11.4. Implicaciones en taxonomia

Recientemente los analisis filogeograficos han revelado que debido al efecto
de las contracciones y expansiones de las areas de distribucion de los organismos
durante el Pleistoceno existen linajes cripticos donde se presenta diferenciacion
morfolégica baja (Yahnke et al., 1996; Roman et al., 1999; Hammond et al., 2001) y
una profunda divergencia evolutiva que no se refleja en la taxonomia actual, y las
especies nominales son frecuentemente encontradas como poli o parafiléticas
(Patton y Smith, 1996; Arbogast, 1999; Demboski et al., 1999; Avise, 2000; Riddle et
al., 2000). Esto es cierto particularmente para el grupo de los murciélagos debido a la
similitud morfologica que presentan a bajos niveles taxondmicos y en quienes se ha
comprobado molecularmente que la identificacion previa de algunas especies,
basadas en caracteres morfologicos, ha sido incorrecta por lo que se ha requerido de
una nueva revision (Barratt et al., 1997; Burland y Wilmer, 2001; Mayer y von
Helversen, 2001), lo cual parece ser el caso de las poblaciones de Pteronotus davyi
en México, al menos a nivel subespecifico.

El concepto de subespecie es subjetivo y controversial. Mayr (1970) definié el
término de subespecie como un grupo de poblaciones fenotipicamente similares
habitando una subdivisién geografica del intervalo de una especie. Avise y Ball
(1990) adoptaron una definicidn mas restrictiva que requiere de una distincion

filogenética entre subespecies, una monofilia especificamente. Para Want et al.
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(2004), la separacion de poblaciones de una especie debido a aspectos geograficos,
como glaciares, desiertos, océanos, montafas, entre otros, a lo largo de grandes
periodos de tiempo puede llevar a una adaptacion y aislamiento genético; si las
poblaciones separadas presentan una diferenciacion significativa de adaptacion a
diferentes habitats o una diferenciacion genética significativa, entonces ellas son
consideradas como subespecies potenciales en el camino de la especiacion.

Se han reconocido tres subespecies para P. davyi con base en diferencias en
el humero, fémur y trago: P. d. fulvus, P. d. davyi y P. d. incae (Smith, 1972). La
evidencia molecular de este estudio demuestra una diferenciacion genética de 1.58-
2.52% entre las poblaciones de la region sureste con respecto a las poblaciones de
las regiones pacifico/golfo. Estos valores de diferenciacion en la region control son
similares a los presentados entre subespecies del murciélago hocicudo de Curazao,
Leptonycteris curasoae (Wilkinson y Fleming, 1996), y apoyan la posibilidad de una
distincidon taxondmica de las poblaciones de P. davyi de estas regiones.

Si a esto afiadimos la separacion de la region del sureste vs. regiones
pacifico/golfo de México en los todos los analisis de este estudio y la ausencia de
haplotipos compartidos entre ellas, debido a la presencia del Istmo de Tehuantepec
como una posible barrera historica, entonces probablemente las poblaciones
separadas estan experimentando un aislamiento genético y procesos de adaptacion
diferentes, por lo que existe la posibilidad de que México se presenten unidades
taxondmicas de P. davyi con un patrén de distribucién similar al reportado para el
murciélago bigotudo de Parnell Pteronotus parnellii, con la subespecie P. p.

mesoamericanus que se extiende en la Peninsula de Yucatan y P. p mexicanus que
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se extiende desde Sonora y Tamaulipas hasta Oaxaca y Veracruz (Hall, 1981).
También Hall (1981) sefiala la separacion de subespecies de murciélagos, como el
murciélago bigotudo de Parnell (Pteronotus parnelli mesoamericanus y P. p.
mexicanus) y el murciélago de cola peluda rojizo (Lasiurus borealis teliotis y L. b.
frantzii). Sin embargo, parece necesario un estudio mas general de la diversidad
genética de P. davyi a lo largo de todo su intervalo de distribucion para confirmar la

necesidad de esta distincion taxondmica.

11.5. Implicaciones de conservacion

El reconocimiento de unidades de conservacion por debajo del nivel de
especie nivel es una tarea fundamental si queremos evitar la pérdida de la genética
diversidad de las especies del pais (Moritz, 1994Db).

Somos conscientes de los posibles efectos de la estocasticidad evolutiva y en
las limitantes para definir unidades de conservacién basados exclusivamente en
ADNmt, el cual es heredado maternalmente y, por tanto, no refleja el flujo genético
mediado por los machos (Moritz, 1994a; Avise, 1995). Sin embargo, ante la ausencia
de informacion al respecto y siguiendo la estrategia de algunos autores (Abellan et
al., 2007; Cosson et al., 2007; Pestell et al., 2008; Roman et al., 1999) se
propusieron posibles unidades de conservacion usando un marcador mitocondrial.

Algunos autores (Bowen, 1999; Crandall et al., 2000) han sugerido la
incorporacion informacion de sistemas ecoldgicos y/o de datos genéticos de
significancia adaptativa en la formulacién de unidades de conservacion. Hasta la

fecha, no hay pruebas de que las poblaciones de P. davyi en México presenten
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ninguna divergencia adaptativa (morfolégicos o ecoldgica), y la obtencion de datos
ecologicos, de comportamiento o historia de vida estan mas alla de los objetivos
originales de este estudio. Sin embargo, la estructuraciéon genética encontrada en
este estudio pueden haber promovido una adaptacion local en dos regiones
(pacifico/golfo y sureste), por lo que puede ser importante mantener el potencial
adaptativo de la especie en ambas zonas. Por lo menos el aislamiento historico
representa una acumulacién de nuevas mutaciones entre las poblaciones de estas
regiones.

Pteronotus davyi se encuentra ubicada en la categoria de bajo riesgo de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2007), no se ubica
en ninguna de las categorias de la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2007) y tampoco se
encuentra bajo algun régimen de proteccion de acuerdo con la NOM-059-ECOL-2001
(SEMARNAP, 2002). No obstante, el valor total de la diversidad nucleotidica (0.0172)
de P. davyi en México, resultd similar al valor estimado para algunas especies en
peligro de extincidn (e.g. chitas [Acinonyx jubatus], m = 0.0130, Freeman et al., 2001)
y de algunas especies amenazas (e.g. Quetzal [Pharomachrus mocinno], m = 0.0171,
Soloérzano et al., 2004), con base en secuencias nucleotidicas de la region control
mitocondrial. Si a esto afiadimos que la pérdida de habitat en los ultimos afos ha
sido drastica, por ejemplo entre 1970 y 2000 fueron destruidos aproximadamente 661
km? de bosques de niebla en el sureste de México (Solérzano et al., 2003), y entre

1990 y 2000, un 27% de las selvas tropicales secas de México fueron alteradas y
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fragmentadas (Dirzo y Trejo, 2001), podemos entender la necesidad de identificar
unidades de conservacion para P. davyi en México.

Los conceptos de “unidades evolutivas significativas” (o ESU, por sus siglas
en inglés) y “unidades de manejo” (MU, por sus siglas en inglés) proveen una
herramienta util en la conservacion genética (Moritz, 1994; Avise, 2004). Las ESU’s
pueden tratarse de poblaciones distintas genéticamente del resto o que han estado
historicamente aisladas (Soltis y Gitzendanner, 1999; Fraser y Bernatchez, 2001).
Segun la definicién de Ryder (1986), las ESU’s son “unidades poblacionales que
merecen manejo propio y que tienen una alta prioridad de conservacion”. Dentro de
cada ESU es posible encontrar poblaciones que pueden ser manejadas de forma
independiente, es decir Unidades de Manejo, sin que esto implique considerarlas
subespecies. La categoria de unidad de manejo consiste en una o mas poblaciones
que presentan una diferenciacion significativa en sus haplotipos mitocondriales, y son
importantes para la conservaciéon de una especie, ya que representan poblaciones
conectadas por flujo genético bajo y, por lo tanto demograficamente tienen cierta
independencia, ademas de que han servido para reconocer poblaciones
demograficamente distintas que deben ser manejadas para asegurar la viabilidad de
las ESU’s que son mas grandes (Moritz, 1994).

El presente estudio ofrece un primer acercamiento en la definicién de ESU’s y
MU’s para P. davyi. Con base en los cladogramas filogenéticos y en la red
haplotipica de este trabajo se apoya la existencia de dos grupos filogeograficos
dentro del intervalo geografico de P. davyi en México, por un lado el pacifico/golfo, y

por otro lado, el sureste, sugiriendo que ambos filogrupos estan histéricamente
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aislados y que son casi exclusivamente monofiléticos, por lo cual se proponen como
unidades evolutivas significativas (Fig. 29). En este contexto, si a las diferencias
genéticas entre ambos grupos, obtenidas en este estudio, afiadimos la gran
heterogeneidad ambiental a la cual se encuentran sujetas (las poblaciones de la
region del pacifico y golfo de México se encuentran ubicadas en zonas de selva baja
y selva mediana y alta, ademas en la region del pacifico también se presentan
bosques templados, mientras que las poblaciones de la regidn del sureste se ubican
casi exclusivamente en zonas de selva mediana y alta), podemos inferir que estas
diferencias posiblemente se encuentran reflejadas en caracteres morfolégicos e
historia de vida. Por ello, es necesario efectuar estudios morfolégicos, demograficos
y sobre la historia de vida de P. davyi a lo largo de estas dos zonas geograficas que
permitirian corroborar estas distinciones y apoyar la presencia de dos ESU’s para P.
davyi.

Por otro lado, dentro de cada uno de los ESU’s propuestos en este trabajo, se
observo una estructura compleja en los indices de diversidad genética, por lo cual se
decidio proponer unidades de manejo dentro de cada una de ellas. Para la unidad
evolutiva significativa correspondiente a las regiones pacifico y golfo de México, se
proponen a las poblaciones Amatlan de cafias y Ortices, para el pacifico, y Catemaco
y Arroyo del Bellaco, para el golfo de México, como unidades de manejo ya que
presentan una diferenciacion significativa en sus haplotipos mitocondriales y hay bajo
o nulo porcentaje de haplotipos compartidos (Fig. 13 y 29), lo cual es indicativo de
flujo genético bajo. Para la ESU correspondiente a la regidén sureste, se propone a

Kantem6 como unidad de manejo, debido a que presenta las caracteristicas
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sefaladas para las anteriores MU’s propuestas. Ahora, si tomamos en cuenta que un

amplio y bien conocido criterio usado para determinar areas prioritarias de

conservacion es identificar aquellas areas que mantienen una alta diversidad

genética (Enrlich y Wilson, 1991), en este trabajo los valores de diversidad

haplotipica mas altos para P. davyi (Tabla 6) correspondieron principalmente a las

poblaciones de la region sureste, lo cual apoya la propuesta de ubicar una MU en la

region del sureste. Esta primera definicion de ESU’'s y MU’s necesita ser

complementada y/o corroborada por estudios que empleen marcadores nucleares y

caracteres cuantitativos.
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Figura 29. Propuesta de ESU’s (dévalos rojos) y MU’s (6valos azules) para

Pteronotus davyi en México.
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12. CONCLUSIONES

Marcadores mitocondriales empleados:

» El marcador mitocondrial citocromo b resulté poco informativo para tratar de
dilucidar patrones filogeograficos, debido al bajo numero de cambios
nucleotidicos, y por consiguiente, pocos sitios parsimoniosamente informativos

presentados entre los individuos de diversas poblaciones de Pteronotus davyi.

» Por su parte, el marcador molecular region control se caracterizé por su alta
resolucion debido al alto numero de sitios parsimoniosos informativos
presentados, que permitieron inferir relaciones filogenéticas intraespecificas y
efectuar analisis filogeograficos para Pteronotus davyi, por lo cual se
recomienda como un marcador adecuado para efectuar estudios a nivel

poblacional en esta especie.

Los resultados del presente trabajo sobre la Filogeografia del murciélago
Pteronotus davyi, con base en el fragmento hipervariable HVII de la region control

mitocondrial permitieron efectuar las siguientes conclusiones:

> Los objetivos fueron cubiertos y la hipétesis aceptada, dado que nuestros
analisis resultaron congruentes e indicaron que las poblaciones de P. davyi en

México estan divididas filogeograficamente en dos grandes grupos (regién
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pacifico/golfo y region sureste) estructuradas por barreras geograficas al flujo
génico (orografia e Istmo de Tehuantepec) segun varios modelos de
aislamiento por distancia y fragmentacion historica. Ademas, las poblaciones
de la especie experimentaron sucesivas contracciones y expansiones en el
area su distribucién en México durante los periodos mas criticos del
Pleistoceno, con posteriores expansiones hacia las regiones Pacifico/Golfo y
Sureste, a partir de dos refugios pleistocénicos ubicados en el sur del pais.
Esta informacion indica que el area de distribucidn actual de P. davyi en

México ha sido el resultado de una historia evolutiva reciente compleja.

111



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

13. PERSPECTIVAS

» Es necesario efectuar, a corto plazo, un muestreo mas meridional,
especificamente incluir poblaciones de Centroamérica, Belice y Guatemala,
para determinar si se apoya la hipotesis sobre la utilizacién de posibles
refugios pleistocénicos en Guatemala por parte de Pferonotus davyi, con una

posible expansién posterior hacia la peninsula de Yucatan.

» Se recomienda elaborar, a mediano plazo, un estudio filogeografico de P.
davyi a lo largo de toda su distribucion geografica, ya que permitira determinar
haplotipos ancestrales, mediante la teoria de coalescencia, que podran ser
utilizados como grupos externos para este grupo. Este objetivo toma mayor
relevancia si consideramos que esta fue una de las principales limitantes
presentadas en este trabajo. Por otro lado, el conocimiento de la Filogeografia
“total” de P. davyi permitira complementar los resultados de este trabajo, asi
como los datos presentados por Davalos (2006) sobre la diversificacion de los

mormoopidos en el continente americano.

» También es preciso realizar estudios sobre la Filogeografia en México de otras
especies de murciélagos de la familia Mormoopidae, tales como P. personatus
y P. parnellii, y de murciélagos de otras familias, como Artibeus jamaicensis o
Natalus stramineus, pertenecientes a las familias Phyllostomidae y Natalidae

respectivamente, que comparten la distribucidn de P. davyi, con la finalidad de
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elaborar un analisis de Filogeografia comparada, lo cual permitira comparar
los patrones histéricos de Filogeografia intraespecifica de diferentes especies
codistribuidas para plantear hipétesis sobre posibles eventos comunes de
vicarianza o dispersion e identificar las causas geoldgicas, ecoldgicas o
etologicas que pudieran haber influido en ellos. Si a esto afiadimos el empleo
de marcadores nucleares, como el intrén ZFY (Zinc Finfer gene, por sus siglas
en inglés) relacionado con el cromosoma Y, el cual ha sido empleado a nivel
intraespecifico en mamiferos, o el uso de microsatélites, esto permitiria
ademas determinar los patrones patrilineales en la especie, y compararlos con

las hipdtesis evolutivas obtenidas a partir de marcadores mitocondriales.

Hay una posible incongruencia entre los caracteres morfolégicos y genéticos
de las poblaciones de P. davyi en México, ya que de acuerdo a Smith (1972)
los taxa son morfologicamente similares, mientras que en este estudio se
obtuvo que los taxa de las regiones pacifico/golfo vs. sureste presentan una
tendencia a diferenciarse genéticamente. Esto presenta una interesante
oportunidad para conducir un estudio morfolégico que permita identificar qué
caracteres, si los hay, corresponden a las distintas unidades taxondmicas

encontradas en este trabajo.
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15. ANEXO

15.1. Anexo 1. Especimenes examinados. Se indican las localidades de colecta, los
numeros de acceso al GenBank y el haplotipos correspondiente. En paréntesis se
sefala la frecuencia relativa de los haplotipos por localidad.

Pteronotus davyi (67). El Tigre, Sonora, 29°34.52°'N, 110°49.19°'W [EF989080-hapl63
(5); EF989021-hapl4 (1); EF989057-hapl40 (1)]; Santo Domingo, Sonora, 27°02.64'N,
109°00.69'W [EF989021-hapl4 (3); EF989057-hapl40 (1); EF989026-hapl9 (1);
EF989027-hapl10 (1); EF989056-hapl39 (1)]; La Frontera, Sinaloa, 23°25.18N,
105°54.61'W [EF989021-hapl4 (4); EF989020-hapl3 (1); EF989057-hapl40 (1);
EF989081-hapl64 (1)]; Las Viejas, Nayarit, 21°51.40’N, 105°08.81'W [EF989080-
hapl63 (2); EF989021-hapl4 (1); EF989022-hapl5 (1); EF989057-hapl40 (1);
EF989083-hapl66 (1); EF989084-hapl67 (1)]; Amatlan de Cafas, Nayarit,
20°48.46’'N, 104°23.54'W [EF989025-hapl8 (2); EF989023-hapl6 (1); EF989064-
hapl47 (1); EF989082-hapl65 (1)]; Los Ortices, Colima, 19°04.81'N, 103°43.59'W
[EF989020-hapl3 (1); EF989028-hapl11 (1); EF989031-hapl14 (1); EF989055-hapl38
(1); EF989067-hapl50 (1); EF989068-hapl51 (1)]; Pochutla, Oaxaca, 15°48.35'N,
96°29.00'W [EF989079-hapl62 (1)]; Los Laguitos, Chiapas, 16°49.31°N, 93°08.51'W
[EF989076-hapl59 (2); EF989019-hapl2 (1); EF989035-hapl18 (1); EF989074-hapl57
(1)]; Catemaco, Veracruz, 18°27.71°N, 95°11.18'W [EF989024-hapl7 (1); EF989029-
hapl12 (1); EF989046-hapl29 (1); EF989048-hapl31 (1); EF989063-hapl46 (1);
EF989065-hapl48 (1); EF989078-hapl61 (1)]; Arroyo del Bellaco, Veracruz,
19°13.32'N, 96°38.34'W [EF989018-hapl1 (1); EF989030-hapl13 (1); EF989034-

hapl17 (1); EF989049-hapl66 (1); EF989073-hapl56 (1); EF989075-hapl58 (1);
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EF989077-hapl60 (1)]; El Pujal, San Luis Potosi, 21°51.60°'N, 98°56.30'W [EF989070-
hapl53 (3); EF989057-hapl40 (1); EF989073-hapl56 (1)]; Taninul, San Luis Potosi,
21°56.11°'N, 98°53.16'W [EF989070-hapl53 (2); EF989069-hapl52 (1); EF989071-
hapl54 (1); EF989072-hapl55 (1)]; Los Troncones, Tamaulipas, 23°46.20°N,
99°12.17'W [EF989070-hapl53 (2); EF989071-hapl54 (2); EF989073-hapl56 (1)]; La
Sardina, Tabasco, 17°27.50'N, 92°46.40'W [EF989036-hapl19 (1); EF989045-hapl28
(1); EF989038-hapl21 (1); EF989050-hapl33 (1); EF989052-hapl35 (1); EF989054-
hapl37 (1); EF989058-hapl41 (1)]; Agua Blanca, Tabasco, 17°37.20'N, 92°28.34'W
[EF989058-hapl41 (2); EF989040-hapl23 (1); EF989041-hapl24 (1); EF989073-
hapl56 (1)]; Calakmul, Campeche, 18°31.37’N, 89°49.42'W [EF989033-hapl16 (1);
EF989037-hapl20 (1); EF989049-hapl32 (1); EF989051-hapl34 (1); EF989052-hapl35
(1); EF989053-hapl36 (1); EF989058-hapl41 (1)]; Kantemd, Quintana Roo,
19°55.84'N, 88°47.46'W [EF989059-hapl42 (1); EF989061-hapl44 (1); EF989032-
hapl15 (1); EF989042-hapl25 (1); EF989044-hapl27 (1)]; Calcehtok, Campeche,
19°59.42'N, 89°45.83'W [EF989060-hapl43 (1); EF989062-hapl45 (1); EF989039-
hapl22 (1); EF989043-hapl26 (1); EF989052-hapl35 (1); EF989058-hapl41 (1);

EF989047-hapl30 (1)].
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15.2. Anexo 2
15.2.1. Extraccion de ADN total via fenol-cloroformo

Se lavo la muestra (10 mg) con ddH,O tres veces, utilizando un tubo
Eppendorf (EPPI) de 600 _L. Una vez lavada la muestra, se coloc6 en un tubo EPPI
de 1.5 _L y se aifadieron 200-300 _L del detergente cationico cetiltrimetilamonio de
bromo (CTAB) y 3 _L de proteinasa K (20 mg/mL), para llevar a cabo la digestion y
promover el retiro de proteinas, por medio de una incubacién a 50°C por 4 hrs.
Después de este tiempo, se incluyé un tratamiento con 1 _L de RNAsa para la
digestiéon del ARN presente, incubando a 37°C/45 min. Después, utilizando una
campana, se agregaron 200 _L de fenol al tubo EPPI, se agité y se centrifugo a
14000 rpm/2-3 min. El fenol es un solvente organico que se utiliza para separar las
proteinas de los acidos nucleicos. Las proteinas son hidrofébicas y se encuentran en
la fase organica, mientras que los acidos nucleicos estan altamente cargados y se
encuentran en la fase acuosa. Por esta razén, con una pipeta pasteur se tomo la
parte inferior (fase organica) y se desechd, manteniéndose la fase acuosa. Se
agregaron nuevamente 200 _L de fenol y se repitieron los subsiguientes pasos. Una
vez realizada la segunda repeticidén, se paso la fase superior (acuosa) a otro tubo
EPPI de 1-5 _L. Después se afnadieron 200 _L de cloroformo-isoamil (Cl) que
también sirve para la separacion de las proteinas. Se agitdé durante 5 min y se
centrifugd a 14000/2-3 min. De la misma manera que con el fenol, se paso la fase
acuosa a otro EPPI de 1.5 _L. EI ADN contenido en la fase acuosa final se precipitd
mediante el agregado del 10% de la muestra total de acetato de sodio 3 M pH 5.2y

un volumen igual de alcohol absoluto, el cual se agrego lentamente. Se mantuvo a -
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20°C toda la noche. Después de este tiempo, se formé una madeja de ADN que se
recupero centrifugando a 14000/10 min. El ADN se lavo dos veces con 600 _L de
etanol 70°, agitando suavemente, y recuperandose como un pellet al centrifugar a
14000/3 min. El etanol se extrajo con una pipeta pasteur, y los restos de éste se
eliminaron por evaporizacion a temperatura ambiente durante 20 min. La elusion se
efectu6 con 50 _L de buffer TE 1X (10mM Tris, pH 7.5 y 1mM EDTA), incubando la

muestra a 45°C/40 min para disolver el pellet. Las muestras se almacenaron a -20°C.

15.2.2. Extraccion de ADN total via método de QIAGEN

La muestra (10 mg), después de ser lavada con ddH»0, se coloco en un tubo
EPPI de 1.5mL, adicionando 180 _L de amortiguador de lisis (ATL) y 20 _L de
Proteinasa K, para efectuar la lisis del tejido y degradacion de proteinas, por medio
de una incubacion a 55°C/3 hrs (incubadora Riossa). Posterior a la incubacion se
agregaron 200 _L de amortiguador AL, para eliminar restos de tejidos de la muestra,
incubando a 70°C/10 min. Después, para precipitar el ADN, se afiadieron 200 L de
etanol (100%), cuya mezcla se agregd en una minicolumna Dneasy, la cual se
centrifugé a 8000 rpm/2 min (centrifuga Beckman GS-15R); se decant6 el
sobrenadante. Después se agregaron 500 _L de amortiguador AW1 y 500 L de
AW2, en dos pasos subsecuentes, seguidos de una centrifugacion a 8000 rpm/2 min
y una de 12000 rpm/3 min, respectivamente; se decantd el sobrenadante. Estos
amortiguadores se emplean para eliminar contaminantes e inhibidores enzimaticos.
Al terminar este proceso, se coloco la minicolumna en un EPPI de 1.5 mL, al cual se

afiadieron 50 _L de agua inyectable y se incubo durante 10 minutos a temperatura
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ambiente, centrifugando posteriormente a 8000 rpm/1 min, obteniéndose la primera
elusion de ADN total. Este ultimo paso fue repetido para obtener la segunda elusion
de ADN total. Cabe mencionar que en la primera elusion se encuentra

aproximadamente el 60-80% del ADN total. Las muestras se almacenaron a -20°C.

15.2.3. Preparacion del gel de agarosa

Se pes6 1g de agarosa y se adicionaron 25 mL de amortiguador TBE 0.5X
(Tris-borato 0.045M, EDTA 0.001M) para preparar geles al 1%. Para ello se calenté
la mezcla durante 40 segundos, agitando constantemente con el fin de disolver la
agarosa completamente. Una vez que la mezcla alcanzé una temperatura de
aproximadamente 50°C, se vertié sobre un molde (con el peine previamente

colocado), y se dejo enfriar hasta que solidificara el gel de agarosa.

15.2.4. Corrimiento electroforético

Se quitaron las compuertas del moldeado del gel y el peine; el gel se coloco
dentro de la camara de electroforesis, a la cual se le agregaron previamente 300-400
mL de amortiguador TBE 0.5X. Posteriormente se agregaron 4 _L de muestra mas 1
_L de solucién de tincion de carga (amortiguador de carga en gel: 0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xileno cianol FF y 15% Ficol en agua) en los pozos formados por
el peine. Se tapd la camara de electroforesis y se llevd a cabo el corrimiento de la
muestra a 65 V y 40 mA (fuente de poder EC250-90) durante 45 minutos, para

después ser tefiidos con bromuro de etidio (EtBr, 0.1 mg/L). Este colorante tiene la
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propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas del ADN y el ARN. Debido a

esta propiedad es un agente mutagénico y debe manipularse con cuidado.

15.2.5. Visualizacion del gel

Para visualizar los geles se utilizo6 un fotodocumentador Multi Genius de
Syngene™R, el cual permite, por un lado, exponer los geles tenidos con EtBr a luz
ultravioleta (320 nm), y por otro lado, capturar la imagen con ayuda del programa

Gene Snap (V. 6.02.05).

15.2.6. Purificacion de productos amplificados

La purificacion de los productos amplificados, se siguié el protocolo del kit
QIAquick Spin (QIAGEN). Para ello, se afnadi6 a cada muestra 5 volumenes del
amortiguador PB por un volumen del producto amplificado; una vez mezclados, se
colocaron en una columna QIAquick y se centrifugaron a 13000 rpm/1 min. Se
decantd el sobrenadante. Las columnas se colocaron en un EPPI de 1.5 mL, y se
afiadieron 30 _L de agua inyectable (ddH,O); se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 13000 rpm/1 min. Se almacenaron a -
20°C. Cabe mencionar que la pureza del templado (purificado) a partir del cual se
preparara la reaccion de secuenciacion debe cumplir con un cociente de absorbancia
de A 260/280 entre 1.7 a 1.9. Los valores fuera de este gradiente sugieren la
presencia de proteinas, lipidos, sales u otros residuos que inhiben el funcionamiento

optimo del ADN polimerasa.
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15.2.7. Reaccion de secuenciacion

Las reacciones de secuenciaciéon se prepararon utilizando el Big Dye
Terminator Kit (Applied Biosystems). En un volumen final de 10 _L se utilizaron los
siguientes volumenes: 1 _L de cebador [5 pM], 2-5 _L de producto purificado
(dependiendo de la concentracion presentada), 2 _L de BigDye terminador V. 3.1y 2
_L de amortiguador 2.5x de ABI PrismMR. El volumen de 10 _L finales se completé
con agua inyectable (ddH20). El programa del secuenciacion consistio de 1 ciclo a
96°C durante 2 min y 25 ciclos de 96°C durante 10seg y 60°C de anillamiento por 4

min.

15.2.8. Purificacién de la reaccion de secuenciacion

Primero, se preparo el sephadex, el cual permite filtrar particulas de 100-300
_m. Para ello, se mezclaron 800 _L de ddH2O con 52 mg de sephadex"? G-50 por
cada reaccion de secuenciacion, la cual se mantuvo por lo menos 2hrs a 4°C para su
hidratacién. Transcurrido este tiempo se mantuvo entre 30 min y 1 hr a temperatura
ambiente antes de usarlo. Una vez preparado el sephadex, se agregaron 10 _L de
ddH20 a cada una de las reacciones de secuenciacion, y éstas se vertieron en
columnas centriSep, las cuales fueron tapadas por ambos lados. Se elimino la
presencia de burbujas, y se esper6o a que se formaran dos fases. Cuando se
formaron estas dos fases, las columnas se colocaron en tubos colectores, y se
drenaron con el dedo indice o con la misma tapa de las columnas, para eliminar la
fase acuosa. Posterior a ello, se centrifugaron las columnas sin tapa a 2800

rpm/2min. Después, las columnas se colocaron en un EPPI de 1.5 mL, previamente
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rotulado, y se agregaron los 20 _L de la reaccion de secuenciacion. Se centrifugaron
a 2800 rpm/2 min. Finalmente, los EPPI de 1.5 mL se colocaron en la centrifuga de
vacio para desecar las muestras. Las muestras desecadas se colocaron dentro de un

recipiente obscuro y se mantuvieron a -20°C.

15.3. Anexo 3.

15.3.1. Articulo cientifico aceptado en el Journal of Mammalogy.
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Pteronotus davyi is a tropical bat whose current distribution in Mexico covers the
watersheds of the Pacific and the Gulf coasts of Mexico, converges at the Isthmus of
Tehuantepec, and continues into the Yucatan peninsula. We evaluated
phylogeographic relationships among 18 populations in Mexico using data from the
nucleotide sequence of the HVII hypervariable domain of the mitochondrial DNA
(mtDNA) control region from 105 specimens. Extant populations were distributed over
three geographic regions (Pacific Coast, Gulf Coast, and Southeastern) that were
delineated a priori according to floristic characteristics and biogeography. Coalescent
simulations supported a phylogeographic model of two refugia situated in the south of
Mexico (Arc and Soconusco refuges) during the late Pleistocene, followed by
expansion into Pacific Coast, Gulf Coast and Southeastern groups. The populations
of the Southeast were genetically divergent from the Pacific and Gulf Coast
populations, supporting the existence of two distinct lineages of P. davyi in Mexico,
likely due to the Isthmus of Tehuantepec acting as a geographical barrier. Our data
revealed genetic differentiation of the Pacific and Gulf coastal groups but at a lower
level relative to the Southeast; this pattern suggests that the Sierra Madre Occidental,
Sierra Madre Oriental and Sierra Madre of South act as physical barriers to dispersal

for P. davyi.

Key words: mitochondrial DNA control region, phylogeography, Pleistocene,

population structure, Pteronotus davyi.
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Pteronotus davyi (Gray 1838) is an insectivorous bat from the family
Mormoopidae, found in Central and South America. It is distinguished from other
mormoopids by its small size (forearm <50 mm) and by having the wing membrane
joined over its back, which gives the appearance of a bare back (Adams 1989). Three
subspecies have recently been recognized (Adams 1989; Smith 1972): P. d. davyi, P.
d. incae and P. d. fulvus. In Mexico, only P. d. fulvus has been recorded; it is
distributed in two separate narrow strips that extend along the Pacific coast (Sonora
to Chiapas) and along the Gulf of Mexico (Tamaulipas to Tabasco); the two strips
converge in the lowlands of the Isthmus of Tehuantepec and continue southeast into
the Yucatan Peninsula (Adams 1989).

The distribution pattern of P. davyi is common among other tropical Mexican
bats (Medellin et al. 1997) and is generally explained by ecological requirements (Hall
1981). However, phytogeographic findings (Gomez-Pompa 1973; Ledn-Cazares and
Gomez-Pompa 1970) suggest that during the coldest periods of the Pleistocene, the
tropical lowlands were displaced southward from their prior distribution in Mexico, and
during warmer periods they expanded northward along coastal regions. This
phenomenon is expected to have caused numerous episodes of vicariance (Sullivan
et al. 2000) associated with successive contractions and expansions in the
distribution of tropical lowland fauna (Braun 1988; Hidalgo-Mihart et al. 2004; Russell
1968). Thus areas on the Pacific and Gulf coasts of Mexico may have acted as
separate Pleistocene refugia (Toledo 1982; Wendt 1989). Isolation between coastal
regions likely persists due to the interior mountain systems of the Sierra Madre

Occidental, Sierra Madre Oriental and Sierra Madre del Sur. Previous studies have
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shown that these mountain ranges act as geographic dispersal barriers for diverse
plant and vertebrate species (Ramamoorthy et al. 1993; Rzedowski 1978). This is
likely true of P. dayvi.

The occurrence of P. davyi is documented from the sea level up to 1,500 m,
but most of the recorded localities are below 600 m (Jiménez Guzman and Ceballos
2005), suggesting that mountain peaks up to 3,000 m may act as physical barriers to
the species. The Isthmus of Tehuantepec may also act as an east-west or west-east
barrier (Graham 1993; Toledo 1982). The isthmus is a transition zone between the
Nearctic and Neotropical faunal regions (Escalante et al. 2004; Morrone and Marquez
2001), but the reason it acts as a barrier is unknown.

Few phylogeographic studies have dealt with the native bats of Mexico
(Vazquez-Dominguez and Vega 2006), and no such studies examining P. davyi have
been reported. Although the phylogenetic relationships of P. davyi to other taxonomic
groups have been inferred (Lewis-Oritt et al. 2001; Simmons and Conway 2001; Van
Den Bussche et al. 2002), evolutionary processes at the intraspecific level have yet to
be examined.

This work is the first effort to evaluate the phylogeography of P. davyi
throughout its distribution in Mexico and is based on sequences of the HVII
hypervariable domain of the mitochondrial DNA (mtDNA) control region. Specifically,
we sought to infer the phylogenetic and genealogic relationships among populations
by analyzing geographic (population and regional) genetic structure and by examining

the geographic association among haplotypes.
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MATERIALS AND METHODS

Samples and study area.- The tissue samples for this study were collected
during the course of a project on echolocation in which animals were captured,
measured, biopsied, and released. Pteronotus davyi is abundant (not endangered,
SEMARNAT 2002; Least Concern, IUCN 2008) and easy to identify in the field.
Animal handling and sample collection were conducted in accordance with the
guidelines of the American Society of Mammalogists (Gannon et al. 2007).

From a total sample of approximately 440 organisms (20 each from 22
localities), 105 specimens were utilized in the present study. This sampling scheme
included 18 populations distributed throughout the species’ range in Mexico (Fig. 1;
APPENDIX 1). The specimens were grouped according to a priori divisions in the
range: the Pacific region (n = 45), the Gulf of Mexico region (n = 29) and the
Southeastern region (n = 31). These divisions were based on the floristic provinces
described by Rzedowski (1978) and included the mountain systems (Sierra Madre
Occidental, Oriental and of South, and the Transversal Volcanic Belt; Fig. 1) that
separate coastal populations. The Isthmus of Tehuantepec has also been considered
a geographical barrier, because it separates the northern coastal populations from the
Southeastern population.

Tissue Collection, DNA extraction, amplification and sequencing.- Biopsy samples
were obtained from wing membranes using a Biopsy Punch (Fray Products Corp.,
Buffalo, New York) and preserved in 70% ethanol. Biopsies that were not used in this
study were deposited at the Laboratory of Biology and Ecology of Mammals at the

Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, by RLW. Total DNA (tDNA)
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was extracted with a DNAeasy Tissue Kit according to the manufacturer’s instructions
(QIAGEN, Inc., Valencia, California). We amplified the complete hypervariable
domain HVII of the mtDNA control region via polymerase chain reaction (Saiki et al.
1998), using the primers L16517 and HSC (Fumagalli et al. 1996). Primer HSC
includes modifications for this study (5’-TGT TTT AGG GGT TTG GCA G-3). The
reactions were carried out in a total volume of 25 ul with approximately 50 ng
template DNA, 10 uM of each primer, 200 uM of each deoxynucleoside triphosphate,
2mM MgCl,, and 2.5 units Taqg DNA polymerase (QIAGEN, Inc.). The PCR cycles
were as follows: 45 s denaturation at 94°C; 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 s,
annealing at 62°C for 30 s, and extension at 72°C for 70 s; final extension of 4 min at
72°C. The amplified PCR products were purified using the QIAquick kit (QIAGEN Inc.)
and used in sequencing reactions with the Big Dye Terminator Kit (Perkin-Elmer,
Norwalk, Connecticut). Sequencing reactions were electrophoresed in an ABI 3100
automatic sequencer (Applied Biosystems, Foster City, California). Sequence
alignment was conducted with the Clustal W algorithm in the Sequence Navigator
1.0.1 program (Applied Biosystems) using default values for all alignment parameters
and adjusted by eye.

Phylogenetic and genealogical analyses.- Phylogenetic analysis was
performed by maximume-likelihood (ML) in PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). The best-
fit substitution model of sequence evolution was identified with Modeltest 3.06
program (Posada and Crandall 1998). The Akaike information criterion (AIC_Akaike

1974) recognized the transitional model + invariable sites + gamma shape model
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(TIM+I+G_Rodriguez et al. 1990) as optimal (-InL = 1495, AIC = 3006.5300), with the
following base frequencies: A =0.26, C =0.31, G =0.23 and T = 0.20. The proportion
of invariant sites (I) was 0.8090 and the gamma distribution shape parameter (G) was
0.8037. The ML topology was obtained by a 10,000-step Quartet Puzzling method
(Strimmer and Vonhaeseler 1996). A Bayesian analysis was also conducted to
assess phylogenetic relationships using the optimal model of evolution determined
with Modeltest and the Markov Chain Monte Carlo (MCMC) technique in MrBayes 3.0
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) with the following parameters: Nst = 6, Rates =
gamma, Ngen = 2,000,000, frequency = 100, chains = 5. After eliminating the first
2000 trees as “burn-in”, we constructed a majority-rule consensus tree with Bayesian
posterior probabilities for each node.

In order to establish haplotype relationships, a haplotypic network was
constructed based on statistical parsimony (Templeton et al. 1992; Templeton and
Sing 1993) using TCS 1.21 software (Clement et al. 2000). This program allows the
user to estimate phylogenetic relationships when there are low levels of divergence
and provides a 95% plausible set for all haplotype connections.

Phylogeographic and genetic structure analyses.- The average genetic
distances among regional groups were evaluated using the Tamura-Nei substitution
model (TrN_Tamura and Nei 1993) implemented in MEGA 2.1 (Kumar et al. 2001).
We utilized this model because it has been shown in simulations that if the number of
nucleotide substitutions is low (<20%), most models of evolution will render similar
genetic distances (Nei and Kumar 2000) and because it is suitable for comparisons of

closely related taxa (e.g., Palma et al. 2005).
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Isolation by distance was assessed using the Mantel test (Mantel 1967) to
determine associations between genetic distances from the TrN model and
geographic distances calculated from a 1:3,500,000 scale geographic map of Mexico.
Mantel tests were implemented by the program Mantel 2 (Liedloff 1999) with 1,000
permutations.

The existence of hierarchical genetic structure in P. davyi throughout its
distribution was assessed by an analysis of molecular variance (AMOVA_Excoffier et
al. 1992) with genetic divergence values (Fst), using Arlequin 2.0 (Schneider et al.
2000). Three levels of analyses were conducted: i) among all populations; ii) Gulf and
Pacific Coast vs. Southeast; and iii) Gulf Coast vs. Pacific Coast. In the latter
analyses (ii and iii), variance levels were determined between groups, among
populations within groups, and within populations.

Polymorphism levels were estimated by haplotype diversity (h) and nucleotide
diversity (), which were determined for each population and between geographic
regions with DNAsp 3.14 (Rozas and Rozas 1999). Using the same program, gene
flow (Nm) among geographic regions was calculated as described by Hudson et al.
(1992).

The hypothesis of population expansion was tested using the following
neutrality tests in combination: Tajima’s D (Tajima 1989), Fu's F (Fu 1997), and Fu
and Li’s (1993) F* and D*. A negative D indicates population expansion. If Fis
significant but F* and D* are not, then a history of population growth is indicated.
Population expansion was also tested using Ramos-Onsins and Rozas’s (2002) Ry,

and von Haeseler et al.’s (1996) expansion coefficient (S/d). The latter is the ratio of
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the number of variable sites (S) to the average number of pairwise nucleotide
differences (d), as implemented in DNAsP. The R; statistic (Ramos-Onsins and
Rozas 2002) is based on the difference between the number of singleton mutations
and the average number of pairwise nucleotide differences. Population growth is
indicated by larger expansion coefficients, while population stationarity is indicated by
smaller expansion coefficients (von Haeseler et al. 1996). Finally, the existence of
population expansions was investigated with the frequency distribution of pairwise
differences between control region sequences (mismatch distribution_Rogers and
Harpending 1992); this analysis was performed in Arlequin 2.0 (Schneider et al.
2000). The null hypothesis of an expanding population (Rogers and Harpending
1992) produces a unimodal distribution, while a ragged distribution indicates a
population in stable equilibrium.

Testing phylogeographic hypotheses using coalescent simulations.- We used
Mesquite 1.03 (Maddison and Maddison 2007) to conduct coalescent simulations.
Our approach to these simulations was modified from previous works (Anthony et al.
2007; Knowles and Maddison 2002; Russell et al. 2005; Spellman and Klicka 2006).
We conducted simulations under two a priori hypotheses of Pleistocene population
structure, utilizing the ML tree for control region sequences (see the phylogenetic
inferences section): 1) a single-refugium scenario which posits that the Pacific, Gulf
and Southeastern populations of P. davyi were founded from a single ancestral
population (Fig. 2a); 2) a two-refugia scenario in which P. davyi populations were
founded from two ancestral populations on either coast near the Isthmus of

Tehuantepec as proposed by Toledo (1982) and Wendt (1989), (Fig. 2b).
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The Isolation with Migration algorithm (IM; Hey 2006) was used to estimate an
effective population size of Ne = 500 for the species. For P. davyi, one generation is
equal to two years (Smith 1972). The branch lengths were expressed as a function of
effective population size (0.02Ne_T71, 0.05Ne_T72, 0.1Ne_T3, 0.6N._T4) and of
generation time x 2x10°. Extreme values correspond to divergence times dating from
the Wisconsin glacial maximum at ~20,000 years ago (71) to the mid-Pleistocene
interglacial period at ~610,000 years ago (T4) (DeChaine and Martin 2006). Two
arbitrary times were tested for intermediate periods (72 ~50,000 and T3 ~ 100,000).

Mesquite was used to simulate 10,000 coalescent genealogies constrained by
the population history predicted by each hypothesis being tested. Each hypothesis
was tested with the S statistic of Slatkin and Maddison (1989). This parameter treats
populations as categorical variables and measures the minimum number of sorting
(or migration) events implied by the genealogy. For the observed genealogy
constrained to fit either the one-refuge or two-refugia model, the observed S-value
was calculated and compared to the distribution of S-values from the coalescent
simulations. Comparison of the observed vs. null distribution of S-values was used to
determine whether the observed genealogy could have been generated under a given
model. If the S-value of the reconstructed gene tree fell in the lower 5% tail of the

distribution of S-values from simulated gene trees, the null model was rejected.

RESULTS
Composition of nucleotide sequences and haplotypes.- A 555-bp fragment that

covered the complete hypervariable domain HVII of the mtDNA control region of P.
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davyi was sequenced from 105 Pteronotus davyi specimens. This fragment contained
56 variable positions. Sixty-seven distinct haplotypes were identified, with the most
common being present in 8.6% of tested individuals (haplotype 4). Ten other
haplotypes (14.9%) were present in more than one individual (e.g., haplotype 53, n =
7; haplotype 63, n = 7; and haplotype 41, n = 5). Each haplotype was submitted to
GenBank (accession numbers EF989018-EF989084 for haplotypes 1-67,
respectively).

Phylogenetic and genealogical analyses.- Similar topologies were generated
by ML and Bayesian analyses using the TIM+|+G model. The topologies indicated a
near-complete isolation of the Southeastern populations relative to the Pacific and
Gulf Coast populations, with moderate support in bootstrap and posterior probability
values. The relationship of the Pacific and Gulf populations was less clear in that they
did not resolve as separate clades (Fig. 3). The haplotype network resolved three
groups (Fig. 4) congruent with those on the phylogenetic tree.

Genetic and phylogeographic structure analyses.- The average genetic
distance between groups determined using the TrN model was highest between
populations of the Pacific/Gulf vs. Southeastern (2.05%) and lower between the
Pacific and Gulf Coast populations (1.77%).

Mantel test results indicated a significant correlation between genetic and
geographic distances among the 18 populations (Mantel Coefficient_z = 7409.75, P <
0.05), suggesting isolation-by-distance. The same pattern was observed for Pacific
and Gulf Coast regions only (z = 3601.93, P < 0.05), and among populations of the

Gulf Coast region only (z = 110.79, P < 0.05). When analyzed separately, populations
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within the Pacific Coast region (z = 964.35, P > 0.05) and within the Southeastern
region (z = 61.84, P> 0.05) did not show isolation-by-distance.

AMOVA results indicated that the highest proportion of the genetic variance
was within populations (Table 2), but high inter-regional variance was also detected
between Pacific/Gulf Coast and Southeastern populations (32.7%), and between
Pacific and Gulf Coast regions (12.5%). Regional differentiation values (Fst) were
high and significant for Pacific/Gulf Coast vs. Southeastern (Fsr = 0.42, P < 0.05),
and for Pacific vs. Gulf Coast regions (Fsr = 0.23, P < 0.05).

The three geographical regions contained similar levels of haplotype diversity
(0.933-0.972). The nucleotide diversity was low in the Southeastern region (0.0084)
compared to Pacific and Gulf Coast regions (0.0149 and 0.0135, respectively; Table
1). Within each region, populations showed high haplotypic diversity (0.524-1.000).
The m values were between 0.0018 and 0.0194. In the Gulf region, the populations
inhabiting Catemaco and Arroyo del Bellaco (Veracruz) had the highest 7 values
(Table 1). Gene flow, as estimated by an index of the number of migrants (Nm)
between the Pacific/Gulf and Southeastern regions, was low (Nm = 0.86), but higher
between the Pacific and Gulf regions (Nm = 2.96).

A history of population growth or range expansion was strongly indicated for all
regions. The tests of F and R were significant, but Tajima’s D-test, and Fu and Li’s F*
and D*-tests were not. The regions were also characterized by high values of the
expansion coefficient (Table 3). The mismatch distribution was unimodal (Fig. 5A),

indicating a recent range expansion. The Southeastern region also showed a
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unimodal distribution. The Pacific and Gulf Coast curves were not strictly unimodal,
although they were consistent with recent population growth (Fig. 5B and 5C).
Based on the observed sequences, we calculated S = 3 and S = 17 (Slatkin
and Maddison 1989) for the single-refugium and dual-refugia hypotheses,
respectively. For all values of divergence times (0.6Ne, 0.1Ne, 0.05Ne, 0.02N¢) used in
Mesquite simulations, the hypothesis of one refuge between the Wisconsin glacial
and mid-Pleistocene interglacial periods (S = 3, P > 0.05) was rejected (data not
shown). Our data support the two-refugia hypothesis for 0.05Ne (S =17, P < 0.05,
Fig. 6B), indicating a model of Pleistocene separation for the Pacific/Gulf Coast vs.
Southeastern regions of approximately 50,000 years (25,000 generations). Other
values of divergence times used for the two-refugia model were rejected (Fig. 6A, C

and D).

DISCUSSION

Phylogeographic relationships.- The most recent hypothesis regarding the
distribution of Mormoopidae, suggested that P. davyi originated and diversified in the
northern Neotropics (Mexico and the Caribbean) before entering South America
(Davalos 2006). The current distribution pattern of P. davyi is best explained by its
ecological requirement of low tropical forest (Hall 1981). Phytogeographic data
(Gomez-Pompa 1973; Leon-Cazares and Gomez-Pompa 1970) indicate that during
cold periods of the Pleistocene, low tropical forest in Mexico was displaced to the

south more than once. During warming periods, low tropical forest expanded north via
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corridors as documented for other plants and animals (Delgadillo 1987; Halffter 1976;
Schmidly 1977).

Our results suggest a role for Pleistocene refugia in structuring P. davyi genetic
diversity, and support the biogeographic hypothesis of contraction followed by coastal
expansion of lowland tropical forests in Mexico. Although the coalescent simulations
in the present study suggest that the Gulf Coast, Pacific Coast and Southeastern
regions were colonized from two Pleistocene refugia (Fig. 6B), which split 25,000
generations ago (aprox. 50,000 years) during the Wisconsin glaciation, coalescent
simulations provide no information regarding the putative location of these refugia.
However, some traditional analyses provide an alternative means of inferring the
location of a refugium (Avise 2000). For instance, the mismatch distribution for all
localities had a single peak (Fig. 5A). This suggests that populations expanded from a
centralized locationand are genealogically tightly connected (lbrahim et al. 1996). The
diversity statistics and neutrality tests supported this inference (Tables 1 and 3).
Furthermore, mismatch distributions for Pacific/Gulf Coast and Southeastern regions
(Fig. 5B and 5C), and nucleotide diversity data, suggest that P. davyi may have
experienced expansion and occupation of the Pacific, Gulf Coast and Southeastern
regions from two refuges located near the Isthmus of Tehuantepec.

Some potential refuges in the South of Mexico during the cold Pleistocene
periods have been proposed: 1) Conroy et al. (2001) suggested the mountains in
Southeastern Mexico; 2) Wendt (1989) proposed the Uxpanapa zone in the Isthmus
of Tehuantepec and the general “arc” that extends from the southeast extremes of

Veracruz to Tabasco and Chiapas (Fig. 1); and 3) Toledo (1982) suggested the
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Lacandona and Soconusco regions in Chiapas. It is possible that northern
populations of P. davyi found refuge in Uxpanapa and Chiapas zones and then
expanded to their current distribution at the end of the Pleistocene.

It appears that animals from the two refuges expanded to colonize the
Southeastern region and the two coastal regions (Pacific and Gulf). This hypothesis is
supported by multiple lines of evidence: the phylogenetic topologies; the high average
TrN distance (2.05%) and Fsr value (0.42, P <0.05) between the Southeastern and
Pacific/Gulf Coast regions; and the existence of only one common haplotype between
them (haplotype 56). This pattern of geographic subdivision is consistent with what
has been observed in other terrestrial mammalian taxa from the region. For example,
Sullivan et al. (2000) found subspecific divergence in Reithrodontomys sumichrasti
based on the separation of the trans-Isthmian populations from those in central and
Southeastern Mexico (5.6 to 7.7% using uncorrected sequence divergence). Sullivan
et al. (1997) reported uncorrected sequence divergence values of 6.9 to 8.9% in the
Peromyscus aztecus/P. hylocetes complex along the same geographical feature.

The Southeastern and Pacific-Gulf population groups of P. davyi also show a
trend of separation in the trans-isthmic region, as revealed by the phylogenetic and
genealogical results. Similar geographic patterns have been reported between
subspecies of the bats Leptonycteris curasoae (Wilkinson and Fleming 1996) and
Pteronotus parnellii (Hall 1981). Considering this scenario, there are two possible P.
davyi taxonomic units in Mexico: one that extends into the Yucatan Peninsula and the
Isthmus of Tehuantepec and another that stretches from the Pacific Coast including

Sonora and Tamaulipas to Oaxaca and along the Gulf coast to Veracruz.
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Genetic structuring Pacific vs. Gulf.- The Pacific and Gulf regions showed less
structure (Fsr = 0.23, P < 0.05) between coasts than that observed between both
coasts combined and the Southeastern region (Fsr = 0.42, P < 0.05). They also
showed lower divergence values (0.26%) and high levels of gene flow (Nm = 2.6),
suggesting that they had a common Pleistocene origin. The neutrality tests indicated
that these populations later underwent expansion along each coastal slope. Inland
mountain ranges with elevations above 3000 m could act as contemporary barriers to
dispersal between the Pacific and Gulf regions, given that most P. davyi populations
live between sea level and 600 m (Jiménez-Guzman and Ceballos 2005). Thus, the
higher similarity between east-west populations reflects a recent, shared past.

Although we observed only one shared haplotype (haplotype 40) between the
two coastal regions (Pacific and Gulf), the possibility of gene flow occurring at lower
altitudes on the Isthmus of Tehuantepec cannot be ruled out. In fact, this could
explain the structuring of the haplotype network, particularly Groups | and II, which
contained haplotypes from both regions (Fig. 4). This hypothesis is also supported by
the resolved phylogeny, where the Pacific/Gulf Coast clade showed haplotypes from
both regions.

Intraregional structure.- We observed a tendency toward decreased nucleotide
diversity with increasing latitude in both the Gulf Coast and Pacific regions (y = -
0.0039x + 0.0914, r* = 0.898 and y = -0.0004x + 0.0236, r* = 0.713, respectively).
This geographic pattern is consistent with a post-glacial stepping stone model of
expansion toward the north along corridors of tropical lowland forests on both coasts.

Decreased nucleotide diversity along the leading edge of a post-glacial expansion
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front has been observed in plants (Gonzalez-Astorga et al. 2006) and other bat
species (Ruedi and Castella 2003) from Mexico. Erosion of genetic diversity could
also be enhanced by the isolation of some populations due to habitat fragmentation
(Gonzalez-Astorga and Castillo-Campos 2004), a phenomenon that could be
particularly acute in the Gulf coast given the current rapid decline of northern tropical
forests. This scenario would explain the low levels of nucleotide diversity observed in
the populations of San Luis Potosi and Tamaulipas (Pujal, Taninul and Troncones,
Table 1) and the presence of isolation by distance in this region (z = 110.79, P <
0.05). Although populations in the Southeastern region did not show isolation-by-
distance (z = 61.84, P > 0.05) or exhibit a latitude-related diversity pattern, it appears
that the Yucatan Peninsula populations have lower diversity than those on the
Isthmus of Tehuantepec, suggesting that they too are part of a recent distributional

expansion (Table 1).

CONCLUSIONS

Our analyses indicated that P. davyi populations are not panmictic, but rather
are structured and separated by geographic barriers according to models of isolation
and colonization. We suggest that this occurred mainly during the Wisconsin portion
of the Pleistocene. More than 15 bats species (Medellin et al. 1997) as well as other
mammals (Hall 1981) have a distribution pattern similar to that of P. davyi. This
peculiar pattern has traditionally been attributed to ecological characteristics.
However, it can be also attributed to complex historical processes. These data reveal

the need to gain a perspective on the population structure of P. davyi outside of
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Mexico, and the need for phylogeographic studies of closely-related species with
similar geographic patterns (e.g., Pteronotus parnellii or P. personatus) to elucidate

aspects of co-evolution and/or comparative phylogeography.

RESUMEN

Pteronotus davyi es un murciélago tropical que en México presenta un area de
distribucion que abarca actualmente las vertientes del Pacifico y del Golfo de México
con union en el Istmo de Tehuantepec, hasta la Peninsula de Yucatan. Evaluamos
las relaciones filogeograficas a nivel intraespecifico utilizando datos de secuencias
nucleotidicas del dominio hipervariable HVII de la region control del ADN mitocondrial
en 105 especimenes de 18 poblaciones en México las cuales se dividieron a priori en
tres regiones geograficas (Pacifico, Golfo y Sureste) de acuerdo a sus caracteristicas
floristicas y biogeograficas. Las simulaciones coalescentes apoyan un modelo
filogeografico de dos refugios en el sur de México (refugio del Arco y del Soconusco),
a partir de los cuales tuvo lugar una expansion durante el Pleistoceno hacia las tres
regiones geograficas, seguido por una division que dio origen a la separacion de los
grupos Pacifico-Golfo y Sureste. Reconocemos una separacion genética de las
poblaciones de la region Sureste con respecto a las poblaciones de las regiones
Pacifico y Golfo, apoyando la posibilidad de dos distintos linajes de P. davyi en
México, promovido por la presencia del Istmo de Tehuantepec como barrera
geografica. ldentificamos una estructura genética diferenciada entre las dos
vertientes costeras (Pacifico y Golfo) aunque a un nivel inferior respecto a la region

Surefa, detectando una profunda influencia de los sistemas montafiosos Sierra
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Madre Occidental, Sierra Madre Oriental and Sierra Madre del Sur como barreras

fisicas para la dispersiéon de P. davyi.
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Figure Legends

Fig. 1. Geographical distribution of Pteronotus davyi in Mexico in gray (modified from
Hall 1981). The closed circles show the locations of the Pacific region; the closed
squares of the Southeastern region; and the open squares of the Gulf of Mexico
region. The 18 populations sampled are: Tl = Tigre; SD = Santo Domingo; FR =
Frontera; VI = Viejas; AC = Amatlan de Cafias; OR = Ortices; PO = Pochutla; LA =
Laguitos; CA = Catemaco, AR = Arroyo del Bellaco; PU = Pujal; TA = Taninul; TR =
Troncones; SA = Sardina; AB = Agua Blanca; CK = Calakmul; KA = Kantemo; CAL =
Calcehtok. Important orographic features of Mexico and possible Pleistocene refuges
are shown. Arrows indicate the best supported biogeographic scenario (by all the

present analyses).

Fig. 2. Characterization of the population trees representing different models used in
the coalescent simulations: (a) single-refuge hypothesis, and (b) two-refugia

hypothesis.

Fig. 3. Consensus phylogram reached by maximume-likelihood of 67 Pteronotus davyi
haplotypes using the TIM+1+G model. This topology is consistent with the Bayesian
analysis; below the branches are the Quarter Puzzling bootstrap values and above
the branches are the Bayesian a posteriori probabilities (X 100). Haplotypes are
indicated by a letter (S = Southeastern, P = Pacific, and G = Gulf of Mexico) that
indicates the corresponding geographic region, followed by their respective numbers.

Bars on the right indicate the geographical distributions of the haplotypes: the
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Southeastern region is shown in black and the Pacific/Gulf of Mexico regions in dark

gray.

Fig. 4. Statistical parsimony (TCS) network for Pteronotus davyi Control Region
haplotypes. Haplotypes are represented by numbers within the ovals (1-67); the size
of the ovals represents the relative frequency of the indicated haplotype (smallest
ovals = 1 individual; large ovals = 9 individuals). Black = Southeastern region;
hatched gray = Pacific region; gray = Gulf of Mexico region. Each line connecting an
oval/square indicates 1 base pair substitution and each substitution is indicated for

each step. The black squares denote hypothetical internodes.

Fig. 5. Mismatch distribution of pairwise nucleotide differences among control region
sequences of Pteronotus davyi: A) Overall, (B) Pacific — Gulf, and (C) Southeastern.
Solid lines indicate expected distribution under Rogers and Harpending (1992)

sudden population expansion model.

Fig. 6. Distribution of Slatkin and Maddison’s (1989) gene flow statistics for 10,000
simulated gene trees within four population trees. Population trees differ in their
branch lengths, expressed as a function of the effective population size (Ng). (A)
Branch lengths = 0.02Ne. (B) Branch lengths = 0.05 Ne. (C) Branch lengths = 0.1Ne.
(D) Branch lengths = 0.6N¢. Observed S = 17 (indicated by the dashed line). The bold

black lines represent the 95% CI for the distribution.
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Table 1. Molecular diversity indices are presented for the studied populations and
regions. Sample size (n), number of haplotypes (k), haplotypic or Nei's diversity (h),

and nucleotide diversity (7).

Population n k h m

PACIFIC REGION 45 25 0.933 0.0149
El Tigre, Sonora 7 3 0.524 0.0101
Santo Domingo, Sonora 7 5 0.857 0.0116
La Frontera, Sinaloa 7 4 0.714 0.0115
Las Viejas, Nayarit 7 6 0.952 0.0157
Amatlan de Cafas, Nayarit 5 4 0.900 0.0155
Los Ortices, Colima 6 6 1.000 0.0156
Pochutla, Oaxaca 1 1 - -

Los Laguitos, Chiapas 5 4 0.900 0.0147
GULF REGION 29 19 0.933 0.0135
Catemaco, Veracruz 7 7 1.000 0.0194
Arroyo del Bellaco, Veracruz 7 7 1.000 0.0191
El Pujal, San Luis Potosi 5 3 0.700 0.0079
Taninul, San Luis Potosi 5 4 0.900 0.0028
Los Troncones, Tamaulipas 5 3 0.800 0.0018
SOUTHEASTERN REGION 31 25 0.972 0.0084
La Sardina, Tabasco 7 7 1.000 0.0097
Agua Blanca, Tabasco 5 4 0.900 0.0115

182



Filogeografia de Pteronotus davyi en México

Calakmul, Campeche 7
Kantemo, Quintana Roo 5
Calcehtok, Campeche 7
TOTAL 105

7 1.000 0.0066
5 1.000 0.0068
7 1.000 0.0085
67 0.979 0.0172

* The Pochutla (Oaxaca) population was not included in the genetic diversity analysis

because only one individual was sampled.
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Table 2. Molecular analysis of variance (AMOVA) results for Pteronotus davyi
populations from the Gulf of Mexico, Pacific, and Southeastern regions. AP = among
populations, WP = within populations, AG = among groups, APWG = among

populations within groups. Significance level is * P = 0.05.

Source of Sum of Variance Percentage
Grouping variation squares component of variation Fst
S
General AP 188.6 1.3 30.1 0.301*
WP 275.2 3.1 69.9
Gulf-Pacific  AG 85.8 1.8 32.7
VS. APWG 102.9 0.6 10.2 0.429*
Southeastern WP 275.2 3.2 57.1
Gulf vs. AG 26.5 0.6 12.5
Pacific APWG 68.1 0.5 10.6 0.231*
WP 213.1 3.5 76.9
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Table 3. Results of Pteronotus davyi's demographic analyses (includes the expected

results under the scenario of population expansion).

General  Pacific Gulf Southeastern Expansion

Tajima’s D -0.538 -0.233 -1.085 -1.496 Not
significant

Fu's F -53.408* -6.257*  -4.268* -20.031* Significant

Fu & Li F* -1.021 -1.191 -0.833 -2.042 Not
significant

Fu & Li D* -1.070 -1.421 -0.532 -1.845 Not
significant

Ramos-Onsins & 0.078* 0.099* 0.091* 0.0624* Significant

Rozas’s R»

Expansion 6.177 4.690 5.287 6.825 High

coefficient (S/d)

*P<0.05
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APPENDIX |

Specimens examined. Collection localities, GenBank accession numbers and the
corresponding haplotype are provided. The relative frequency of the haplotypes per
locality is indicated in parentheses.

Pteronotus davyi (67). El Tigre, Sonora, 29°34.52'N, 110°49.19'W [EF989080-hapl63
(5); EF989021-hapl4 (1); EF989057-hapl40 (1)]; Santo Domingo, Sonora, 27°02.64'N,
109°00.69'W [EF989021-hapl4 (3); EF989057-hapl40 (1); EF989026-hapl9 (1);
EF989027-hapl10 (1); EF989056-hapl39 (1)]; La Frontera, Sinaloa, 23°25.18'N,
105°54.61°'W [EF989021-hapl4 (4); EF989020-hapl3 (1); EF989057-hapl40 (1);
EF989081-hapl64 (1)]; Las Viejas, Nayarit, 21°51.40'N, 105°08.81'W [EF989080-
hapl63 (2); EF989021-hapl4 (1); EF989022-hapl5 (1); EF989057-hapl40 (1);
EF989083-hapl66 (1); EF989084-hapl67 (1)]; Amatlan de Carias, Nayarit,
20°48.46°N, 104°23.54’'W [EF989025-hapl8 (2); EF989023-hapl6 (1); EF989064-
hapl47 (1); EF989082-hapl65 (1)]; Los Ortices, Colima, 19°04.81°N, 103°43.59°'W
[EF989020-hapl3 (1); EF989028-hapl11 (1); EF989031-hapl14 (1); EF989055-hapl38
(1); EF989067-hapl50 (1); EF989068-hapl51 (1)]; Pochutla, Oaxaca, 15°48.35'N,
96°29.00'W [EF989079-hapl62 (1)]; Los Laguitos, Chiapas, 16°49.31°N, 93°08.51'W
[EF989076-hapl59 (2); EF989019-hapl2 (1); EF989035-hapl18 (1); EF989074-hapl57
(1)]; Catemaco, Veracruz, 18°27.71°N, 95°11.18'W [EF989024-hapl7 (1); EF989029-
hapl12 (1); EF989046-hapl29 (1); EF989048-hapl31 (1); EF989063-hapl46 (1);
EF989065-hapl48 (1); EF989078-hapl61 (1)]; Arroyo del Bellaco, Veracruz,
19°13.32'N, 96°38.34'W [EF989018-hapl1 (1); EF989030-hapl13 (1); EF989034-

hapl17 (1); EF989049-hapl66 (1); EF989073-hapl56 (1); EF989075-hapl58 (1);
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EF989077-hapl60 (1)]; El Pujal, San Luis Potosi, 21°51.60°'N, 98°56.30'W [EF989070-
hapl53 (3); EF989057-hapl40 (1); EF989073-hapl56 (1)]; Taninul, San Luis Potosi,
21°56.11°N, 98°53.16'W [EF989070-hapl53 (2); EF989069-hapl52 (1); EF989071-
hapl54 (1); EF989072-hapl55 (1)]; Los Troncones, Tamaulipas, 23°46.20°'N,
99°12.17°'W [EF989070-hapl53 (2); EF989071-hapl54 (2); EF989073-hapl56 (1)]; La
Sardina, Tabasco, 17°27.50'N, 92°46.40'W [EF989036-hapl19 (1); EF989045-hapl28
(1); EF989038-hapl21 (1); EF989050-hapl33 (1); EF989052-hapl35 (1); EF989054-
hapl37 (1); EF989058-hapl41 (1)]; Agua Blanca, Tabasco, 17°37.20°'N, 92°28.34'W
[EF989058-hapl41 (2); EF989040-hapl23 (1); EF989041-hapl24 (1); EF989073-
hapl56 (1)]; Calakmul, Campeche, 18°31.37°N, 89°49.42'W [EF989033-hapl16 (1);
EF989037-hapl20 (1); EF989049-hapl32 (1); EF989051-hapl34 (1); EF989052-hapl35
(1); EF989053-hapl36 (1); EF989058-hapl41 (1)]; Kantemd, Quintana Roo,
19°55.84'N, 88°47.46’'W [EF989059-hapl42 (1); EF989061-hapl44 (1); EF989032-
hapl15 (1); EF989042-hapl25 (1); EF989044-hapl27 (1)]; Calcehtok, Campeche,
19°59.42'N, 89°45.83'W [EF989060-hapl43 (1); EF989062-hapl45 (1); EF989039-
hapl22 (1); EF989043-hapl26 (1); EF989052-hapl35 (1); EF989058-hapl41 (1);

EF989047-hapl30 (1)].
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Filogeografia de Pteronotus davyi en México

El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Biolégicas y de la Salud

de las Unidades Iztapalapa y Xochimilco aprobé la tesis que presentd

Luis Manuel Guevara Chumacero

El dia 03 de Agosto de 2009

Jurado:

Dr. Ricardo Lopez-Wilchis (Presidente)

Dr. Irene D. L. A Barriga Sosa (Secretaria) [ P O
Dr. Francisco Flores Pedroche (Vocal) . / /
Dra. Ella Vazquez Dominguez (Vocal) .,.—_—;:,zé\ .

Dr. Luis Eguiarte Fruns (Vocal) ' Ar” fl/d,
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