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RESUMEN

En afos recientes el conocimiento sobre el papel que juegan los murciélagos en el
mantenimiento y transmision de enfermedades infecciosas emergentes se ha
incrementado, mostrando que estos mamiferos son hospederos de virus que pueden
cruzar la barrera entre especies e infectar al humano, animales domésticos y otras
especies silvestres. Diferentes genotipos dentro de los Coronavirus (CoVs) han sido
identificados en especies de murciélagos alrededor del mundo después de los brotes
del Sindrome Respiratorio Agudo Severo en China (2002-03), y del Sindrome
Respiratorio del Medio Oriente en Arabia Saudita (2012-13). Multiples estudios han
sugerido que los murciélagos actian como hospedero natural de CoVs, por lo que el
monitoreo de este grupo viral en quirbpteros se ha incrementado.

Los objetivos de esta investigacion (Capitulo 1), fueron monitorear la presencia de
CoVs en murciélagos de la regidn de transicion Neartico-Neotropical en México,
caracterizar la diversidad filogenética y los patrones geogréaficos de los genotipos de
CoVs identificados, asi como describir su diversidad en la zona. Durante mayo-
septiembre de 2014 y enero-marzo de 2015, se colectaron muestras de 633
murciélagos de 31 especies diferentes, en catorce localidades ubicados en la Ciudad
de México, Puebla, Morelos e Hidalgo. Se colectaron 1,899 muestras (hisopados oral
y rectal, y sangre), y se realizé la extraccion de &acidos nucleicos totales de 1,596
muestras. La deteccién de CoVs se realiz6 mediante PCR anidado cuyo blanco es
una region de la polimerasa (RdRp). Los productos de PCR del tamafio esperado
fueron clonados y secuenciados, los resultados revelaron secuencias de CoVs en
39/559 (69%) individuos pertenecientes a catorce especies diferentes, en ocho de las
catorce localidades. Los andlisis indican la presencia de doce clados, nueve a-CoVs
y tres B-CoVs, ocho de los cuales se reportan por primera vez. Al realizar la
extrapolacion de estos datos, se estimd una riqueza maxima de diecinueve genotipos.
Mientras que los resultados del esfuerzo de muestreo global representaron una
cobertura total del 84%, en relacidon con la riqueza viral estimada.

El siguiente objetivo (Capitulo 2), fue desarrollar un modelo de distribucion potencial
de CoV en murciélagos de Ameérica, empleando la aproximacion de Modelo de
Nicho Ecoldgico a partir de modelos de distribucion de especies de murciélagos
hospederos de CoVs en América. El resultado de este modelo muestra que la
distribucién potencial del virus no se restringe a regiones tropicales con mayor
concentracion de hospederos, observando areas de distribucion potencial también
en Norteamérica y areas de Sudamérica con ecosistemas dominados por praderas y
bosques templados, en donde la riqueza de hospederos es menor. Este trabajo
expande nuestro conocimiento sobre la diversidad de CoVs en murciélagos de la
regidon de transicion Neartico-Neotropical ubicada al centro de México, y presenta
un modelo de distribucién potencial de CoVs en murciélagos, herramienta que puede
ser empleada para dirigir esfuerzos y hacer mas eficiente el uso de recursos en el
monitoreo de CoVs en murciélagos del continente.

Palabras clave: Coronavirus, murciélagos, diversidad viral, modelo de distribucion
potencial, neértico, neotrépico, México, América.



ABSTRACT

In recent years knowledge about role played by bats in the maintenance and
transmission of emerging infectious diseases has been increasing, elucidating that bats
are reservoir hosts for viruses which can cross species barriers to infect humans,
domestic and wild animals. Viral species within Coronavirus (CoV) have been
identified in bat species around the world, after the outbreaks of Severe Acute
Respiratory Syndrome in China (2002-03), and Middle East Respiratory Syndrome in
Saudi Arabia (2012-13). Due to multiple studies suggesting that bats are the natural
reservoir-host of CoVs, monitoring this viral group on bats has increased, becoming a
major focus for modeling and predicting outbreaks.

Chapter | aims were to survey the presence of CoVs in bats from Nearctic-Neotropical
region in Mexico and to characterize phylogenetic diversity and geographic patterns
within CoV genotypes identified. From May-September 2014 and from January-March
2015, a total of 633 individuals of thirty-one species were sampled, in fourteen different
refuges located in Mexico City, Puebla, Morelos and Hidalgo states. A total of 1,899
samples (oral swabs, rectal swabs and blood) were collected; and total nucleic acid
was extracted from 1,596 samples. CoV detection was performed using PCR primers
targeting the RNA-dependent RNA-polymerase. PCR products were cloned and
sequenced, the results revealed CoV sequences in 39/559 (6.9%) bats of fourteen
species representing three families from eight collecting sites. Results indicated the
presence of twelve clades, nine clustered within a-CoVs, and three within 3-CoVs,
eight of them were reported for the first time. These data represent an estimated 84%
of sampling coverage for CoV detection in the study region and expand the
knowledge on CoV diversity in bats from the Nearctic-Neotropical transitional region.

In chapter two the principal aim was to develop a bat Coronavirus potential
distribution model in America, through Ecological Niche Modeling perspective from
host potential distribution model. Coronavirus potential distribution area indicates that
this virus is not restricted at tropical regions with higher host richness, highlighting the
importance to survey temperate areas at North America and South America
dominated by meadows and temperate forest where host richness is lower. This study
expands our knowledge about CoVs diversity in Nearctic-Neotropical bats in Mexico,
and present the first bat-CoVs potential distribution model in America, this tool can be
applied to conduct future surveys making efficient available resources in future bat-
CoVs surveys in America.

Key words: Coronavirus, bats, viral diversity, ecological niche modeling, nearctic,
neotropics, Mexico, America.
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INTRODUCCION GENERAL

Las interacciones simbidticas en la naturaleza, desempefan papeles
fundamentales en la ecologia y evolucion de los organismos
involucrados (Thrall et al., 2007). El resultado de estas interacciones que
van del mutualismo al parasitismo, es diverso, cambiante y en algunas
ocasiones poco claro, pues fluctia en un gradiente influenciado por
factores ambientales, temporales y por caracteristicas relacionadas
con la biologia de los propios organismos (Leung & Poulin, 2008). Debido
a la intervencion de estos factores diversos, las interacciones son
dindamicas y poseen gran plasticidad, lo que provoca que los efectos
sobre los organismos involucrados sean variables en tiempo y en

espacio (Lesser et al., 2013).

El parasitismo se ha definido como la relacion simbidtica en la que el
simbionte usa al hospedero como fuente de recursos, causandole
algun dafo (Poulin, 2007). Sin embargo, marcar los limites entre el
parasitismo y el comensalismo no es sencillo cuando las patologias
causadas por el parasito (macro y micro parasitos) en el hospedero son
ligeras o poco perceptibles (Sachs & Simms, 2006). En general, se asume
gue las interacciones parasito-hospedero atraviesan un periodo de
ajuste, durante el cual el simbionte tendrad efectos negativos en el
hospedero por falta de adaptacioén, para finalmente llegar a un estado
de coexistencia, en el que sera benigno para el hospedero después de

un proceso de adaptacion evolutiva (Poulin, 2007).



El proceso de evolucidon parasito-hospedero sigue patrones de
adaptacion dirigidos por la variacion en los factores involucrados. Estos
factores pueden ser intrinsecos (organismos) y/o extrinsecos (ambiente)
y generar resultados variables y en ocasiones contrastantes (Ebert &
Herre, 1996; Lively, 1999; Day & Proulx, 2004; Boots et al.,, 2009). La
interaccion entre los organismos es el resultado de mecanismos que
actian a escala de tiempo evolutivo (miles de millones de afos),
produciendo gran diversidad de especies bien adaptadas al ambiente
(Carroll et al., 2007). Por otro lado, la interaccidn entre organismos
(parasito-hospedero) y el ambiente, ocurre a escala de tiempo
ecoldgico, lo que provoca el enfrentamiento a cambios constantes e
indeterminados en cortos periodos de tiempo, causando
modificaciones a diferentes escalas en tiempo y en espacio, y con

implicaciones en procesos ecoldgicos y evolutivos (Barrett et al., 2008).

Los procesos ecoldgicos y evolutivos moldean la virulencia o
patogenicidad de un parasito, y generalmente varia en los diferentes
escenarios ecoldgicos, de tal forma que una especie de parasito
puede existir de forma patogénica o comensal en distintos contextos, y
ocasionar niveles de dafo variables en diferentes especies de
hospederos y en sus poblaciones. Los macroparasitos (p.ej. helmintos y
artropodos) y los microparasitos (p.ej. virus, bacterias, protozoarios y
hongos), pueden inducir cambios en las caracteristicas de una
poblacion al modificar los indices en las tasas de natalidad y mortalidad
sin ocasionar signos clinicos aparentes, asi como también pueden
modificar procesos ecosistémicos al desencadenar brotes epidémicos

en poblaciones altamente susceptible y causar modificaciones en



dindmicas poblacionales tan graves que lleven a procesos de extincion
(Duffy & Sivars_Becker, 2007; Tompkins et al., 2012; McCallum, 2012).

En las poblaciones los brotes epidémicos responden en multiples
ocasiones a la emergencia o reemergencia de enfermedades
infecciosas (EIE). Estas enfermedades se han definido como aquellas
enfermedades que aparecen por primera vez en una poblacion, o que
existian previamente pero que incrementan rapidamente su incidencia
o0 rango geografico (Morse, 1995; Washer, 2010). Un evento
fundamental para la emergencia de una enfermedad, es un cambio
enla ecologia del hospedero o del parasito como resultado de diversos
factores como: actividades antropogénicas, cambios en el uso de
suelo y la urbanizacién, variaciones en las condiciones climaticas y
ambientales, variaciones en la demografia y en el comportamiento de
la especie hospedera, aumento en la susceptibiidad a la infeccion,
adaptacion microbiana, zonas con bajo desarrollo econémico y poca
eficiencia en los sistemas de salud, aumento en la eficiencia de viajes
y comercio internacional, e incremento en la tasa de contacto entre
fauna silvestre, animales domésticos y humanos. Estos factores
finalmente dejan disponibles nuevos nichos ecolégicos que son
favorables para ciertos agentes infecciosos (Morse, 1995; Daszak et al.,
2000; Morens et al., 2004; Jones et al., 2008;).

Se ha estimado que la mayoria de las EIE que afectan a los seres
humanos son zoondticas (mas del 60%), de etiologia viral y con
reservorios en especies de fauna silvestre. Los agentes causales de estas
enfermedades se han transmitido de poblaciones silvestres al humano

con éxito, por procesos de salto de hospedero o “spillover events”



(Cleaveland et al., 2001; Power & Mitchel, 2004; Wolfe et al., 2007;
Johnson et al., 2015).

Se define como salto de hospedero al proceso en el que un parasito es
transmitido de una especie reservorio a una hueva especie hospedera
causando enfermedad (Power & Mitchell, 2004). Esto sucede como
resultado de una serie de factores asociados al parasito entre los que
destacan la alta incidencia del parasito en el reservorio natural, la
expresion de nuevas caracteristicas, alta capacidad evolutiva, amplio
rango de hospederos, eventos de recombinacioén, estructura genética
segmentada, receptores genéticamente conservados, entre otras
caracteristicas que son comunes en virus de ARN monocantenario.
(Cleaveland et al., 2001; Parrish et al., 2008; Johnson et al., 2015).
Ademas de caracteristicas asociadas al hospedero como: la tasa de
contacto entre el reservorio y el nuevo hospedero, la capacidad del
hospedero para mantener al nuevo parasito y el éxito en la transmisidn
sostenida entre individuos de la nueva especie hospedera (Engering et
al., 2013; Dixon et al., 2014).

Algunas zoonosis virales estan bien estudiadas y se reconoce la
identidad de las especies silvestres que actlian como reservorios
naturales (p. €]. Influenza aviar y rabia). Sin embargo, el reconocimiento
de los hospederos naturales de otras zoonosis virales de emergencia
reciente como el Ebolavirus y los Coronavirus (CoVs) causantes del
Sindrome Agudo Respiratorio Severo (SARS) y del Sindrome Respiratorio
de Medio Oriente (MERS), hasta hace poco permanecian
indeterminados (Simmonds, 2001; Woolhouse & Gaunt, 2007; Wang &
Crameri, 2014).



Los reservorios naturales asociados a virus zoondticos emergentes son
principalmente especies de roedores, ungulados, primates, carnivoros,
aves y murciélagos (Cleaveland et al., 2001; Woolhouse et al., 2012). En
particular, se han identificado alrededor de 24 familias virales en
especies de murciélagos, entre las que se encuentran las familias
Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Flaviviridae, Togaviridae,
Bunyaviridae, Reoviridae, Filoviridae y Coronaviridae (Calisher et al.,
2006; Moratelli & Calisher, 2015; Calderon et al., 2016; Young & Olival,
2016). Estas familias engloban géneros virales de importancia en salud
publica y animal, por ejemplo, los virus de la Rabia (Warrell & Warrell,
2004), Marbug (Towner et al., 2009), Ebola (Leroy et al., 2005), Nipah
(Wacharapluesadee et al., 2005), Hendra (Halpin et al. 2000), y los CoVs
causantes de SARS y MERS (Li et al., 2005; Drexler et al., 2014).

Los brotes epidémicos de SARS-Cov (China, 2002_2003) (Drosten et al.,
2003), y MERS-Cov (Arabia Saudita, 2012) (Zaki et al.,, 2012), en la
poblacion humana, aumentaron el interés en el estudio de este género
viral a escala global. Durante el inicio del brote de SARS-CoV se
desconocia al reservorio del virus, y durante las primeras investigaciones
se identificé a la civeta de palma (Paguma larvata), al perro mapache
(Nyctereutes procyonoides) y al tejon turon chino (Melogale moschata)
como hospederos naturales (Xu et al.,, 2004; Song et al., 2005).
Posteriormente, estudios de campo y anadlisis flogenéticos a mayor
escala revelaron que el murciélago de herradura (Rhinolophidae) es el
reservorio natural de SARS-CoV, y que los mamiferos antes
mencionados actian como hospederos intermediarios facilitando la

amplificacion del virus (Lau et al., 2005; Li et al., 2005).



Una vez identificado el papel de los murciélagos como reservorios de
SARS-CoV, se incrementd el monitoreo de este virus en quirépteros del
mundo (Drexler et al., 2014). Los diferentes estudios realizados revelaron
altos indices de diversidad de CoVs en murciélagos, mas que en otro
orden de mamiferos. Este hallazgo, hizo evidente la necesidad de
entender la relacion ecoldgica y evolutiva entre murciélagos — CoVs

alrededor del mundo (Poon et al., 2005; Price et al., 2014).

En general, se sabe que la distribucion de los organismos sigue patrones
gue responden a su adaptacion al medio y a su historia evolutiva, por
lo tanto, conocer la distribucidn geografica de los organismos
involucrados en la dinamica de una enfermedad (parasitos, vectores y
hospederos), asi como su nicho ecoldgico, es fundamental para
entender los patrones ecoldgicos y epidemiolégicos que sigue una
enfermedad. El reconocimiento de estas caracteristicas, ha contribuido
al desarrollo de modelos predictivos que evaluan diferentes aspectos
de los sistemas de enfermedades como la identificacidon de patrones
de distribuciéon geografica, gradientes de riqueza, patrones de
coocurrencia, caracterizacion del nicho de un parasito en funcién de
las caracteristicas y el nicho de su hospedero, etcétera (Peterson et al.,
2004; Peterson, 2007; Fenichel et al., 2010; Murray et al., 2015). Esta
informacion en general es util para entender la dinamica ecoldgica y
evolutiva de los parasitos y las enfermedades, y en consecuencia
resulta atii para el establecimiento de estrategias de control y
prevencion de enfermedades emergentes en las diferentes

poblaciones susceptibles (Parkes et al., 2005).



En México, el monitoreo de CoVs en murciélagos ha revelado una
relacidon de coevolucion en donde la especie hospedera actia como
conductor en la seleccion y evolucion del virus, de este modo, los
patrones de distribuciéon geografica del hospedero podrian determinar
la distribucion y la epidemiologia del virus (Anthony et al., 2013). Por
ejemplo, en la Ciudad de México se identificé un grupo monofilético
de CoVs diferente a las secuencias identificadas en el Sureste del pais,
este resultado sugiere que la diferencia en la composicion filogenética
del virus puede reflejar variaciones en la composicion de las
comunidades de hospederos distribuidas en las regiones del Neartico,
del Neotropico y de la regidon de transicion localizadas en México
(Ojeda, 2015).

Para identificar los limites entre las regiones biogeograficas del Neartico
y del Neotrépico en México, se han empleado diversos grupos
taxondmicos. El resultado sefala que la mayor barrera de dispersidn es
el Cinturén Volcanico Transmexicano (CTV,; Fig. 1), esta cordillera
localizada al centro de la Republica Mexicana posee rasgos
geomorficos, geoldgicos y bidticos muy particulares, que han
contribuido a la diferenciacion de la biota mexicana en un
componente Neotropical y otro Neartico (Ferrusquia - Villafranca, 2007;
Gamez et al, 2012; Ornelas et al., 2013; Morrone, 2017). Las
caracteristicas particulares de esta region originan que en un espacio
relativamente restringido se distribuya una gran diversidad de especies
residentes, migratorias, endémicas, y otras ampliamente distribuidos
con afinidad tanto boreal como tropical, lo que vuelve a esta zona una
de las areas de mayor diversidad biolégica en el mundo (Marshall &
Liebherr, 2000; Gonzalez_Medrano, 2003).



La peculiaridad ecologica de la zona de transicion, ademas de los
resultados publicados previamente sobre la relacibn murciélagos —
CoVs en México, vuelven interesante el identificar y entender las
asociaciones parasito — hospedero desde un enfoque geografico y
evolutivo. Por lo anterior, el objetivo general de este proyecto, fue
evaluar la presencia y diversidad de CoVs, en comunidades de
murciélagos distribuidas en la region del CVT, asi como caracterizar su

distribucion filogenética y geografica.

Para cumplir con este objetivo, se plantearon objetivos especificos que
se presentan en los siguientes capitulos. En el Capitulo I. se determind la
prevalencia de CoVs en comunidades de murciélagos ubicadas en la
region del CVT, se describid la diversidad filogenética, y se caracterizd
su distribucion geografica. En el Capitulo Il. se construyé un modelo de
distribucién potencial de hospederos (quirbpteros) de CoVs en América
y un modelo de distribucion potencial de CoVs asociados a

murciélagos de Ameérica.



FIGURA 1. Distribucién de las regiones Neéartica, Neotropical y zona de transicion, en

base a especies de mamiferos. Tomado de Escalante et al., 2004.



CAPITULO |

Diversidad de Coronavirus en
Murciélagos del Limite Neartico

Neotropical en México
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Introduccion

A lo largo de la historia de la humanidad se han presentado brotes
epidémicos que han concluido en grandes pandemias en la poblacién
humana (p. €]. Influenza y peste). La investigacion en temas de salud
ha sido primordial para la toma de decisiones enfocadas en el control
y la prevencion de brotes epidémicos en los afios mas recientes, y el
generar informaciéon desde una perspectiva transdisciplinarias es
fundamental para enfrentar los retos generados asociados a la

emergencia de enfermedades (Morens et al., 2004; Sirimali et al., 2017).

Un enfoque empleado para el estudio de enfermedades infecciosas a
escala macroecoldgica, es mediante la identificacidon de patrones de
distribucion geogréafica de organismos involucrados en la ecologia de
una enfermedad (hospederos, vectores y parasitos). (Murray et al.,
2015). Otro enfoque es a escala microevolutiva, mediante la
identificacion y descripcion de la historia evolutiva de los organismos, o
que permite identificar los origenes y los patrones de dispersion y
emergencia de enfermedades en diferentes poblaciones. Ambas
aproximaciones han sido muy Uutiles para el estudio de enfermedades
infecciosas de etiologia viral, en donde se han logrado identificar
procesos ecoldégicos y epidemioldégicos que moldean la diversidad
genética de los virus, y que actian en una escala de tiempo y espacio
similar a la generada por patrones mutacionales en las poblaciones

virales (Moya et al., 2004).
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Medir la diversidad genética de los virus es esencial para entender sus
dindmicas evolutivas, sin embargo, reconstruir las caracteristicas
genéticas de una poblacién, como la composicion y las frecuencias
relativas de los genomas virales, también referidos como cepas o
haplotipos, representa retos a diferente escala, desde el disefio
experimental hasta el analisis de la informacion (lwasa et al., 2004). A
pesar de que la inferencia de haplotipos puede presentar problemas
asociados a la escala de analisis (p. €j. el largo de la regién a analizar
dentro del genoma), las inferencias globales de haplotipos o también
llamadas ensamblaje de quasiespecies, pueden ayudar a entender
patrones de transmision, evolucion, y seleccion, que se reflejan en la
patogénesis y otros procesos derivados de la compleja interaccion
entre un virus y su hospedero (Eriksson et al., 2008; Beerenwinket et al.,
2012). Asi, la identificacidon de patrones ecoldgicos y evolutivos que
siguen las enfermedades virales, permite identificar el origen genético
de las infecciones, sus reservorios naturales y la ubicacién geografica
de los elementos que favorecen su emergencia en poblaciones
susceptibles (fauna silvestre, animales domésticos y humanos) (Holmes,
2004; Kilpatrick et al., 2006).

En 2002 se presentd una de las pandemias mas importantes de las
Gltimas décadas, en este afio se registré el primer caso del Sindrome
Agudo Respiratorio Severo (SARS-CoV) en China. Para 2003 esta
pandemia habia causado 8,096 casos, incluyendo 774 muertes en 27
ciudades del mundo (ICTV, 2017). Posterior a este brote, en 2012 la
emergencia de un nuevo Coronavirus en humanos se presentdé en

Arabia Saudita. El virus causante del Sindrome Respiratorio de Oriente
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Medio (MERS-CoV), ocasiond para 2016, 1,728 casos confirmados

incluyendo 624 muertes en 27 ciudades del mundo (ICTV, 2016).

Los brotes de CoVs en humanos, amenazaron los sistemas de salud
publica a nivel internacional, a tal grado, que hicieron evidente la
necesidad de entender diferentes aspectos de este virus. Por ejemplo,
factores asociados a su mecanismo de replicacién, el origen de su
patogénesis en humanos, y factores ecoldgicos y evolutivos asociados
a su emergencia. Y a partir de este conocimiento se buscé identificar
las causas de la emergencia, y dar pie a la creacién y al
establecimiento de mecanismos de control y prevencion de brotes
futuros (Peiris et al., 2003: Peiris & Guan, 2004; Wang et al., 2006; Raj et
al., 2014).

A partir de la emergencia de CoVs en humanos el estudio de estos virus
ha aumentado a nivel internacional, y a la fecha se han identificado
nuevas especies en hospederos en los que previamente no habian sido
descritos (especies de aves y murciélagos). Ademas, se ha
determinado que la mayoria de los genotipos de CoVs infectan de
manera natural a una sola especie hospedera, o a un numero limitado
de especies relacionadas entre si, y que la gran diversidad de
genotipos se debe principalmente a su elevada tasa mutacional (0.80
—2.38 x 10-3 por sitio por afio) y a sus dinamicas evolutivas (Drexler et al.,
2014; Duraes_Carvalho et al.,, 2015). Estas caracteristicas podrian
explicar la relacién coevolutiva entre CoVs y diferentes especies de
murciélagos especificamente (Cui et al., 2007; Anthony et al., 2013,
Ojeda, 2015).
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La familia Coronaviridae pertenece al orden Nidovirales y esta
representada por dos subfamilias (Torovirinae & Coronavirinae). Estos
virus son de gran tamafio y poseen organizacidbn gendmica y
estrategias de replicaciéon similares, sin embargo, difieren en su
morfologia y en la longitud del genoma (Zuckerman et al., 2004). La
subfamilia Coronavirinae se divide en 4 géneros: a-CoV, R-CoV, §-CoV
y y-CoV (ICTV, 2017). Las diferentes especies de estos géneros virales, se
han identificado en especies de aves y mamiferos y se han reconocido
como agentes causales de enfermedades que afectan tracto
digestivo y respiratorio principalmente (Gallagher & Buchmeier, 2001;

Duraes_Carvalho et al., 2015).

En las Ultimas décadas, los CoV se han reconocido como agentes
causales de enfermedades emergentes y re emergentes, tanto en
animales como en humanos. Ademas, se ha identificado a los
murciélagos como reservorio natural de diferentes genotiposs de CoVs,
incluidos el SARS-CoV y el MERS-CoV (Lau et al., 2005; Wenhui et al.,
2005; Li et al., 2005; Lau et al., 2010;). Por lo anterior, el monitoreo de este
grupo viral en murciélagos se ha convertido en un eje fundamental
para entender aspectos relacionados a la prevalencia del virus en
poblaciones silvestres, y se ha sugerido que la ecologia del hospedero,
puede ser determinante para definir el grado de susceptibilidad y la
prevalencia del virus, limitando o favoreciendo su transmision dentro o
entre diferentes especies (Garamszegi & Mglller, 2007; George et al.,
2011; Luis et al., 2013).

En México, las comunidades de murciélagos son muy diversas y

presentan niveles inusuales de riqueza y abundancia en comparacion
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con otros grupos de mamiferos. Estas caracteristicas hacen de este
grupo uno de los mas interesantes para el desarrollo de investigaciones
desde diferentes enfoques. Con la finalidad de entender aspectos de
la ecologia y evoluciéon en la dinamica Murciélagos-CoVs en México,
en 2013 se realiz6 una investigacidon en la que se reportaron ocho
genotipos de a-CoVs y cuatro de g-CoVs en murciélagos mexicanos.
Esta investigacion propuso que las especies de hospederos pueden
actuar como conductores clave en la seleccion y evolucion de los

Coronavirus (Anthony et al., 2013).

Para aumentar nuestro conocimiento sobre la interaccion entre CoVsy
murciélagos mexicanos, se eligi6 como area de estudio la zona del
Cinturén Volcanico Transmexicano (CVT), en la regidn de transicidon
Neartico-Neotropical, en donde gracias a la heterogeneidad
ambiental, se distribuye una gran rigueza de especies y se ha
reconocido como un centro importante de diversificacion vy

endemismos (Escalante et al., 2004).

Nuestros objetivos fueron, determinar la prevalencia de CoVs en
comunidades de murciélagos de la zona de transicion, describir la
diversidad filogenética y taxondmica, y caracterizar la distribucion
geografica de los CoVs identificados. Para cumplir con los objetivos se
emplearon herramientas filogenéticas y flogeograficas para realizar la
caracterizacion molecular de los genotipos de CoVs detectados. Por
otra parte, se emplearon analisis ecoldégicos para determinar la

diversidad de CoVsy la diversidad de hospederos quirGpteros.
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Materiales y Métodos

Area de Estudio

El &rea de estudio se localizé6 al centro de la Republica Mexicana,
dentro de la zona del CVT. Con base en revision de la literatura y
comunicacion personal, se identificaron 35 refugios de murciélagos
como sitios potenciales de monitoreo. Estos se ubican en los estados de

Morelos, Hidalgo, Ciudad de México y Puebla.

Para seleccionar las localidades de colecta, se realiz6 una lista de
especies de murciélagos por refugio (cuevas y edificios), y se
identificaron aquellas especies que residian en dos o mas localidades
con la finalidad de colectar muestras de la misma especie en
poblaciones independientes. Finalmente, bajo criterios de tipo logistico
(accesibilidad, seguridad, obtencidon de permisos, etc.), y optimizando
la diversidad de especies distribuidas en ambas ecozonas, se eligieron

14 sitios (Figura 2; Cuadro 1).
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FIGURA 2. Localidades de Colecta.
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CUADRO 1. Ubicacion de las localidades de Colecta.

NOMBRE Y TIPO DE

LONGITUD LATITUD

REFUGIO
HIDALGO 1. Xoxafi 99.0276 20.3881
2. Vegas _97.4054 20.1703

PUEBLA

14. Guano - 98.8884 18.3326

3. Viga
CIUDAD DE MEXICO 991218 19-9524
4. UAM 99.0989 18.4486
5. Diablo 99.0645 18.9981
6. Salitre 99.1897 18.7501
7. Chapultepec - 99.0248 18.6098
8. Agua - 98.999 18.5423
MORELOS 9. Presa 99.0130 18.5157
10. Pinta - 99.0149 18.4629
11. Toro - 99.0989 18.4486
12. Encantada 99.0989 18.4486
13. Tereso ~99.0121 18.4213
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Disefio de estudio y toma de muestras

El trabajo de campo, se realiz6 de mayo a septiembre de 2014 y de
enero a marzo de 2015. En cada localidad de colecta se identifico la
salida del refugio o las zonas de paso de los murciélagos. Al atardecer
se colocd una trampa de harpa o redes de niebla. El esfuerzo de
muestreo fue variable y dependiendo de las caracteristicas de cada

refugio.

Para la colecta de muestras biolégicas se capturé un maximo de 20
individuos por especie en cada localidad. Cada individuo capturado
se coloco en sacos de tela hasta la colecta de datos y la toma de
muestras. Los individuos se identificaron taxondmicamente con ayuda
de guias de campo (Medellin, 1997). Se registré el género, especie,
edad, sexo, medidas morfométricas y peso. Los individuos fueron
liberados en el sitio de captura una vez que se colectaron las muestras

y la informacidén necesaria.

Se obtuvieron muestras de sangre por medio de puncién de la vena
cefalica, colectando una muestra no mayor a 10ul de sangre por 1g de
peso, equivalente al 1% del peso corporal de cada individuo, la
muestra se preservd como sangre completa. Para la colecta de
hisopados orales e hisopados rectales se emplearon hisopos de
poliéster. Todas las muestras fueron almacenadas en viales de plastico
y preservadas con 200uL de medio de transporte viral (Chua et al.,
2002). Las muestras se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su
traslado a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM en

donde fueron almacenadas a -70°C.
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Los procedimientos de captura y manejo de animales, siguieron los
términos para el uso de mamiferos silvestres de la Sociedad Americana
de Mastozoologia (Sikes & Gannon, 2011), y fueron aprobados por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA), FMVZ,
UNAM. La colecta se realiz6 con el permiso de colecta por linea de
investigacion emitido por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos

Naturales (Permiso FAUT_0250, Dr. Gerardo Suzan Azpiri).

Abundancia de hospederos

Para comparar de manera grafica los patrones de abundancia relativa
y riqueza de especies de murciélagos por comunidad se construyeron
graficas y curvas de rango abundancia (Whittaker, 1960), indicando la
abundancia relativa de las especies registradas en cada sitio de
monitoreo. Esto se realizd con las librerias Vegan (Oksanen et al., 2007),
Biodiversity R (Kindt & Coe, 2005), y GGPlot 2 (Wickham, 2016) en la

plataforma R.

Analisis molecular de Coronavirus

Las muestras fueron trasladadas al Centro de Infeccidn e Inmunidad,
de la Universidad de Columbia, en Nueva York, EUA para su
procesamiento. Se realizd la extraccion de acidos nucleicos totales
para los tres tipos de muestras colectadas (hisopado oral, hisopado
rectal y sangre completa). Este procedimiento se llevé a cabo con la
plataforma NucliSens® easyMAG®, de (bio Merieux); sistema de
segunda generacion para el aislamiento de acidos nucleicos a partir
de la extraccion con silice. Se llevd a cabo la sintesis de ADN

complementario (cDNA) por retrotranscripcion (RT-PCR) con el kit
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Superscript® Il 1st Strand Synthesis (Invitrogen) siguiendo el protocolo del

fabricante.

Se realiz6 la técnica molecular de reaccion en cadena de la
polimerasa PCR, por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction) de
tipo anidado, que usa como blanco el gen de la polimerasa RNA-
Dependent RNA-Polymerase (RARp) para la deteccion de fragmentos
de material genético correspondientes a CoVs a partir de sangre,
hisopado oral e hisopado rectal. Se siguidé el protocolo descrito por
Quan et al., 2010. Esta técnica se ha empleado para identificar un
amplio rango de nuevos CoVs (Quan et al., 2010; Anthony et al., 2013).
Se empled el kit comercial QIAGEN Fast Cycling PCR Kit (Cat. No.
203745), y un control universal. Este protocolo, emplea los iniciadores
consenso con las secuencias: 5
CGTTGGIACWAAYBTVCCWYTICARBTRGG_3’ y
5 _GGTCATKATAGCRTCAVMASWWGCNACATG_3. Las condiciones
térmicas empleadas fueron: un ciclo de 95°C por 5 min, 14 ciclos de
96°C por 5 s, 65°C (-1°C por ciclo) por 8 s, y 68°C por 18 s, 35 ciclos de
96°C por 5 s, 50°C por 8 sy 68°C por 18 s. Finalmente, 72°C por 3 min.
Para el segundo ciclo se usé el alineamiento de un fragmento de
~328pb con las secuencias: 5> GGCWCCWCCHGGNGARCAATT 3’ y
5° GGWAWCCCCAYTGYTGWAYRTC 3’. Las condiciones térmicas
empleadas fueron: un ciclo de 95°C por 5 min, 14 ciclos de 96°C por 5
s, 65°C (-1°C por ciclo) por 8 s,y 68°C por 12 s, 35 ciclos de 96°C por 5 s,
50°C por 8 sy 68°C por 12 s. Finalmente, 72°C por 3 min. Los productos
de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% con luz UV. Las
bandas del tamafo esperado, se cortaron para ser clonadas

empleando un vector comercial de clonacion (Strataclon Kit). Se
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realizaron ocho clonas por cada banda obtenida y se realiz6 la

secuenciacion del DNA obtenido.

Andlisis filogenéticos de Coronavirus

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas en Geneious Pro
(9.1.7). Se obtuvo la secuencia consenso de cada muestra positiva y sus
respectivas clonas. Estas secuencias se transformaron de nucledtidos a
aminoacidos y se compararon con las secuencias de CoVs
previamente reportadas y publicadas en GenBank a través de la
plataforma BLAST (Basic Local, Alignment Search Tool, National Center
for Biotechnology Information), BLASTN (nucledtidos) y BLASTX
(aminoacidos). Las secuencias consenso con porcentaje de similitud de
aminoacidos igual o mayor al 90% con respecto a las secuencias
previamente reportadas, fueron consideradas como el mismo genotipo
(Murphy et al., 2012; Drexler et al., 2014), mientras que las secuencias
con un porcentaje de similitud menor al 90%, se consideraron genotipos

reportados por primera vez.

A partir de las secuencias de nucledtidos editadas, se realizd un
alineamiento multiple en MAFFT V7.222 (Katoh & Standley, 2013),
ejecutado en Geneious, empleando como grupo externo al CoV
Respiratorio Bovino (BCoV), y se incluyeron las veinticinco secuencias
con los porcentajes de coincidencia mas altos obtenidos en BLASTN en
relaciéon con nuestros datos. La reconstruccion filogenética se realizd
mediante el modelo de méaxima verosimilitud ejecutado en la
plataforma RAXML 3.1 (Stamaakis et al., 2005), y raxmIGUI (Silvestro &
Michalak, 2012), construido bajo el modelo de sustitucidn general de

tiempo reversible GTR+GAMMA, este modelo de sustitucion de
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nucledtidos fue sugerido como el modelo mas adecuado de acuerdo
con JModeltest 2.1.10, bajo una frecuencia de muestreo de 10,000
réplicas (Posada, 2008). El arbol flogenético obtenido fue editado en la

plataforma FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2017).

A partir de las secuencias obtenidas en este estudio, se construyd una
red de haplotipos y un mapa de distribucidn de haplotipos, con la
finalidad de describir la composicion y las frecuencias de los haplotipos
identificados, asi como su distribucidn espacial (Bertolotti et al., 2007;
Buzén et al., 2011). A partir del alineamiento muiltiple previo, se
construyo la red de haplotipos mediante la plataforma PopART (Leigh
& Bryant 2015), con el método de parsimonia estadistica descrito por
Templeton et al., 1992, empleando el algoritmo de TCS (Clement et al.,
2000), y los diferentes haplotipos identificados se proyectaron en un

mapa.

Riqueza y diversidad de Coronavirus

Para describir la riqueza de los CoVs identificados se construyeron
curvas de rarefaccion y extrapolacion a partir del total de las muestras
procesadas y a partir de las localidades de colecta con mas de una
variedad de CoV. De este modo, se evalud el esfuerzo de muestreo y
se estimo el nUmero de muestras que es necesario analizar, para estimar
la riqueza viral con un intervalo de confianza del 95% (Anthony et al.,
2013; Anthony et al., 2015; Chao et al., 2015). Esta estimacion se realizd
con base en el tamanio de muestra original, al doble y al triple,

empleando la libreria INEXT (Hsieh et al., 2016) en la plataforma R.
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Para describir la diversidad taxondmica de los CoVs identificados se
calcul6 el indice de Shannon-Wiener (H"), que considera el numero de
individuos registrados y el nUmero de grupos taxonémicos identificados
(Breitbart et al., 2004). Se realiz6 una prueba de t de Hutcheson para
comparar los indices de diversidad entre sitios (Hutcheson, 1970).
Finalmente se describié la diversidad genética de las secuencias
identificadas mediante el indice de diversidad nucleotidica () descrita
por (Nei, 1987; Cui et al., 2007).
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Resultados

Colecta de muestras

Se capturd un total de 633 individuos en las 14 localidades de colecta.
Los individuos capturados representaron 31 especies de 6 familias
diferentes. Se registré un total de 272 hembras, 371 machos y 10 no
identificados, de los cuales 475 fueron adultos y 158 juveniles. Se
registraron 98 individuos activos reproductivamente, 362 inactivosy 173

no identificados (Cuadro 2).

Se obtuvo un total de 1,899 muestras, de las cuales se procesaron 1,596;
529 muestras de sangre, 532 hisopados orales y 535 hisopados rectales.
Por cuestiones logisticas se excluyeron del analisis diagndstico las
muestras pertenecientes a las especies Leptonycteris nivalis y

Leptonycteris yerbabuenae.

Abundancia hospederos

De acuerdo con los datos de captura la familia con el mayor niumero
de especies capturadas fue Phyllostomidae (18 especies), seguida de
la familia Vespertilionidae (5 especies), Mormoopidae (4 especies),
Molossidae (2 especies) y finalmente las familias Natalidae vy

Emballonuridae con una especie, respectivamente.

Las especies capturadas representan cinco gremios tréficos diferentes:
Insectivoros (n=15), Nectarivoros (n=7), Frugivoros (n=6), Hematéfagos
(n=2) y Omnivoros (n=1). La distribucion biogeografica de estas

especies se clasificé en cuatro categorias: especies con afinidad
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neartica (n=2), afinidad neotropical (n=11), especies endémicas (n=2)
y especies compartidas entre el neartico y el neotrépico (n=16). Estas
especies representaron tres estados de conservacion establecidos por
la UICN (Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza):
amenazado (n=1), preocupacidon menor (n=28), y casi amenazada
(n=2) (Cuadro 3).

De acuerdo con los registros obtenidos, la informacion se organizé en
funcién de la abundancia relativa y las frecuencias registradas por
especie y por localidad. En la Figura 4, se distingue que la estructura de
las comunidades de murciélagos monitoreadas es variable y se puede
observar que todos los sitios de colecta tienen una composicion de

especies diferente.

Las especies presentes en mayor numero de refugios, fueron
Leptonycteris yerbabuenae y Pteronotus parnellii (5 refugios), seguidas
de Artibeus hirsutus, Glossophaga morenoi y Macrotus waterhousii (4
refugios); Myotis velifer, Desmodus rotundus y Mormoops megalophylla
(3 refugios). El resto de las especies se encontraron en dos localidades

Ccomo maximo.

La localidad de colecta con mayor riqueza de especies fue la cueva
“2. Vegas”, en donde se registraron 18 especies de murciélagos,
seguida de la cueva “14. Guano” con siete especies, la cueva “5.
Diablo” con seis especies, y las cuevas “10. Pinta” y “12. Encantada”
con cinco especies respectivamente. El resto de los sitios de colecta

tuvieron una representacion menor a tres especies (Figura 5).
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Analisis molecular de Coronavirus

Se analizaron 1,596 muestras de 559 individuos diferentes. De estas
muestras, se identificaron 39 positivas (2.44%), pertenecientes a 38
individuos diferentes, lo que representa una prevalencia total del 6.9%.
Las muestras positivas fueron principalmente hisopados rectales (87%,
n=34), seguidas de hisopados orales (7.6%, n=3), y finalmente sangre
(5%, n=2).

El mayor porcentaje de muestras positivas se encontré en murciélagos
de la especie Pteronotus parnelli (38.4%), seguido de Myotis velifer
(12.8%) y Glossophaga morenoi (10.2%). El resto de las especies (n=11),

tuvieron una representacion menor al 10% de las muestras positivas.

Respecto al total de muestras positivas, el 51% fue de la cueva
“2.Vegas”, mientras que en las cuevas “8.Agua” y “l4.Guano”
representaron un porcentaje de 12.8% respectivamente. El resto de los
puntos de monitoreo tuvieron menos del 10% del total de las muestras
positivas respectivamente (“11.Toro”, “6.Salitre”, “l12.Encantada”,
“5.Diablo”, y “13.Tereso”).

Andlisis filogenéticos de Coronavirus

Al comparar las treinta y nueve secuencias en BLASTX (aminoacidos),
treinta y dos tuvieron un porcentaje de similitud mayor al 90% en
referencia a las secuencias disponibles en Genbank. Por otro lado, al
realizar la comparacion en BLASTN (nucledtidos), el numero de
secuencias con porcentaje de similitud mayor al 90% fue de veintitrés
(Cuadro 7).
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Al realizar la reconstruccion filogenética a partir de secuencias de
nucledtidos, estas se agruparon en doce clados diferentes, de los
cuales nueve corresponden a a-CoVs Yy tres a f-CoVs. Dentro de estos
agrupamientos, seis clados de «a-CoVs (Mex a_CoV_14,
Mex_a_CoV_17, Mex_a_CoV_13, Mex_a_CoV_12, Mex_a_CoV_16,
Mex_a_CoV_15) y dos clados de pB-CoVs (Mex_ g CoV_18 vy
Mex_p_CoV_19), tuvieron porcentajes de similitud menores al 90% con
respecto a los datos disponibles en GenBank, considerandose

secuencias no reportadas anteriormente.

El &arbol flogenético (Figura 6) muestra agrupamiento de los clados en
funcioén de la especie de hospedero. Los a-CoVs, fueron identificados
en murciélagos de las familias Phyllostomidae, Mormoopidae vy
Vespertilionidae. Los f-CoVs, se identificaron en especies de las
familias Phyllostomidae y Mormoopidae. La organizacion de las
secuencias previamente reportadas, en funcidon de la familia de
hospedero, coincide en todos los casos. Mex a_ CoV_1 vy
Mex_a_CoV_4, fueron identificados en especies de la familia
Phyllostomidae, Mex_a CoV_7 en la familia Vespertilionidae, y

Mex_g_CoV_10 en la familia Mormoopidae y Phyllostomidae.

Las secuencias reportadas por primera vez en este estudio, también
se agruparon en funcién de la familia de hospedero. Por ejemplo,
Mex_a_CoV_17 y Mex_a_CoV_16 se identificaron en 2 especies de la
familia Phyllostomidae respectivamente. Mientras que a_CoV_15 se
identificd en una especie de la familia Phyllostomidae. Por otro lado,
Mex_p_CoV_18 y Mex_p_CoV_19 se identificaron en especies de la

familia Mormoopidae.

28



La red de haplotipos (Figura 7) muestra una composicion de doce
grupos filogenéticos, los mismos que se observan en el cladograma
(Figura 6). El tamarfio de los nodos representa la frecuencia de cada
haplotipo dentro de la muestra obtenida. Las lineas transversales entre
cada nodo, representan los pasos mutacionales necesarios para
conectar los diferentes haplogrupos y los nodos de color negro
representan a los haplotipos hipotéticos necesarios para la
configuracion de la red. En esta red también observamos dos bucles
o reticulaciones no resueltas, la primera se observa dentro del grupo
de los a-CoV entre los clados Mex a CoV_1, Mex a_CoV_15 vy
Mex_a_CoV_16, y la segunda entre géneros a-CoV y p-CoV.
Finalmente, se observa que los haplotipos se agrupan principalmente
en funcién de la familia de sus hospederos, y no se observa

diferenciacion geogréafica clara entre grupos.

Riqueza y diversidad de Coronavirus

El esfuerzo total de muestreo fue de 1,596 ensayos de PCR. A partir de
los resultados de estos ensayos, se obtuvo una riqueza (S) total de
doce genotipos diferentes a partir de los cuales se calcul6 el indice de
diversidad de Shannon que tuvo un valor de 7.2. Al realizar la
extrapolacion de estos datos, se estimé una rigueza maxima de
diecinueve genotipos de CoVs segun el modelo estadistico de Chao?2
y un indice de diversidad maximo de 9. El esfuerzo de muestreo global
representd una cobertura total del 84%, en relacion con la riqueza viral
estimada (Cuadro 4). Los resultados de rarefaccion demuestran una
cobertura total estimada de 95% en un tamarfo de muestra estimado

de 4,788 (extrapolacion al triple) (Figura 8).
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Para los refugios con mayor rigueza de genotipos de CoVs, se
realizaron los mismos andalisis. Los resultados se describen a

continuacioén:

En el refugio “2.Vegas”, con un esfuerzo de muestreo de 420 PCR’s se
identificé una riqueza de cinco genotipos de CoVs y un indice de
diversidad de 3.3, lo que representa una cobertura del 89% de la
riqueza total. Los resultados de extrapolacién, con una muestra
triplicada (n=1,260) representarian una riqueza estimada de siete
genotipos y una diversidad de 3.9, con una cobertura del 99%. En el
refugio “14.Guano ”, con un esfuerzo de muestreo de 420 PCR’s se
identificé una rigueza de cuatro genotipos y una diversidad de 3.8.
Esto representa una cobertura del 66% de la riqueza total. Los
resultados de extrapolaciéon, con una muestra triplicada (n=777),
representarian una riqueza estimada de cinco genotipos y una
diversidad estimada de 5.7, con una cobertura del 99%. Finalmente,
en el refugio “8. Agua”, con un esfuerzo de muestreo de 97 PCR’s se
identificé una riqueza de dos genotipos, o que representa una
cobertura del 100%.

La diversidad genética identificada en la muestra total (n=39
secuencias), fue de doce genotipos. El genotipo mas comun fue el
Mex_p_CoV_10, identificado en quince individuos diferentes. Estos
genotipos fueron definidos por 199 sitios polimérficos o segregantes,
185 sitos parsimoniosamente informativos; resultando una diversidad

nucleotidica de = 4.45, en las 39 secuencias analizadas.
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CUADRO 2. Numero de capturas y atributos de los individuos capturados por sitio de

monitoreo.
£ Sitio de £
Sitio de muestreo Especie TOTAL Sexo Edad Reproductivo muestreo Especie TOTAL Sexo Edad Reproductivo
H M A J AR | H M A J AR |
Pteronotus pamelli | 9 1 0 1 8 Artibeus 19 1 6 3 8 11
Jamaicensis
Eptesicus fuscus 1 o 1 1 o0 1 0 Glossophaga 7 6 1 4 3 0 7
leachii
Myotis occultus 1 o 1 1 o 0 1 G";flzorg'r:;ga 19 8 11 8 11 2 17
5. DIABLO Desmodus
22 9 13 20 2 10 12 Caroliia sowell 2 15 7 15 7 4 18
rotundus
Leptonycteris 3 0 3 3 o0 2 1 Pteronotus 19 10 9 17 2 0 19
nivalis parnellii
Choergnyctens 1 0 1 1 0 0 1 Mormoops 1 1 0 1 0 0 1
mexicanus megalophylla
Leptonycteris 21 |14 17 19 2 0 21 Myotis keaysi 7 6 1 6 1 0 7
yerbabuenae
. . Natalus
6. SALITRE Artibeus hirsutus 20 12 8 18 2 5 15 stramineus 21 6 15 18 3 5 16
Pteronotus parnelli 4 0 4 4 0 0 4 Centurio senex 1 1 0 1 0 1 0
2. VEGAS Desmodus
Myotis velifer 20 |11 9 7 13 1 19 13 5 8 10 3 8 5
rotundus
Myotis velifer 20 |12 8 15 5 0 20 Diphylia 4 2 2 4 o0 2 2
ecaudata
8. AGUA Glossophaga
Myotis californicus | 11 5 6 8 3 1 10 phaga 3 2 1 1 2 0 3
commissarisi
Artibeus hirsutus 20 |8 12 19 1 13 7 Glossophaga 1 1 0 1 o0 0 1
soricina
11. TORO Macrotus 1 o 1 1 o 1 0 Leptonycteris 5 0 5 1 4 1 4
waterhousii yerbabuenae
Glossophaga 21 6 15 17 4 11 10 Myotis 1 o 1 1 o 0 1
morenoi californicus
Artibeus hirsutus 5 2 3 5 0 3 2 Sturnira lilium 2 1 1 2 0 1 0
Choeroniscus 10 2 8 9 1 7 3 Pteronotus 2 2 0 2 0 0 2
godmani personatus
Choeronycteris .

12. ENCANTADA mexicanus 2 2 0 2 0 2 0 Artibeus phaeotis 1 1 0 1 0 0 1
Desmodus 5 0 5 5 0 4 1 Pteronotus 12 8 4 7 5 0 12
rotundus personatus
Mlcrqnycterls 1 1 0 1 0 0 1 Leptonycteris 20 5 15 8 12 3 17
microtis yerbabuenae
Balantiopteryx 20 (13 7 13 7 1 19 Mormoops 17 4 13 12 5 0 17
plicata megalophylla

13. TERESO Micronycteris 5 2 3 4 1 1 4 14. GUANO Macrotus 20 5 15 6 14 0 20
microtis waterhousii
Macrotus 2 0o 2 2 o 2 0 Glossophaga 1 o 1 1 o 0 1
waterhousii morenol
Pteronotus davyi 1 o 1 1 o 1 0 Pteronotus 20 20 0 14 6 0 20
parnellii
Pteronotus parnelli 5 3 2 4 1 1 4 Pteronotus davyi 17 10 7 17 0 1 16
Leptonycteris Tadarida
10. PINTA yerbabuenae 5 1 4 5 0 4 L brasiliensis 20 0 20 12 8 1 19
Mormoops 5 3 2 5 0 0 5 4. UAM Myotis velifer 20 8 13 15 6 9 1
megalophylla
Macrotus 14 |4 10 14 o0 9 5 Nyctinomops 20 4 16 8 12 0 20
waterhousii macrotis
Ba‘arl‘ltc“;‘z;e’yx 20 |14 6 16 4 0 20 3.VIGA Ny;[::rggps 1 o 1 1 o 0 1
9 PRESA P Leptonycteris
Artibeus hirsutus 2 11 2 o0 1 1 1.XOXAFI prony 20 1 19 16 4 10 10
yerbabuenae
Glossophaga 13 |2 1 12 1 9 4
leachi TOTAL 633

7. CHAPULTEPEC Glossophaga 5 0o 5 5 0 4 1
morenol
_Artibeus 1 1 0 1 0o o 1
jamaicensis

Se describe la proporciéon de capturas por sexo, edad y estado reproductivo. H = hembra,
M = macho, A = adulto, J = juvenil, A = activo reproductivamente, | = inactivo
reproductlvamente.
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A. Leptonycteris yerbabuenae.
B. Myotis velifer.
C. Pteronotus parnellii...........
D. Artibeus hirsutus.
E. Glossophaga morenoi....
F. Desmodus rotundus.....

G. Balantiopteryx plicata
H. Macrotus waterhousii..............]
I. Mormoops megalophylla..........
J. Carollia sowelli
K. Natalus stramineus...
L. Nyctinomops macrotis
M. Tadarida brasiliensis
N. Glossophaga leachi...............
O. Artibeus jamaicensis.........
P. Pteronotus davyi
Q. Pteronotus personatus
R. Myotis californicus.
S. Micronycteris microtis
T. Choeroniscus godmani...
U. Myotis keQysi................c......
V. Diphylla ecaudata
W. Leptonycteris nivalis............
X. Glossophaga commissarisi.
Y. Choeronycteris mexicana....
1. Sturnira lilium.....................

AA. Artibeus phaeotis.. I
BB. Myotis oCcCUIUS...................... '
CC. Glossophaga soricina........... l
DD. Eptesicus fuscus.

EE. Centurio seneX.....................]

20 40

ABUNDANCIAS

S3103dS3

60

FIGURA 3. Abundancia total de especies capturadas. Se especifica la familia a la que

pertenece cada especie:
Mormoopidae, Mol = Molossidae, N = Natalidae y E = Emballonuridae.

P = Phyllostomidae, V = Vespertilionidae, Mor =
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CUADRO 3. Clasificacién de las especies de murciélagos capturados.

Abundancia Género y Especie Clave Familia Gremio Tréfico Afinidad Estado de
><) Biogeogréafica Conservacion
1 Leptonycteris yerbabuenae A Phyllostomidae Nectarivoro Compartida NT
2 Myotis velifer B Vespertilionidae Insectivoro Compartida LC
3 Pteronotus parnellii C Mormoopidae Insectivoro Compartida LC
4 Artibeus hirsutus D Phyllostomidae Frugivoro Endémico LC
5 Glossophaga morenoi E Phyllostomidae Nectarivoro Endémico LC
6 Desmodus rotundus F Phyllostomidae Hematéfago Compartida LC
7 Balantiopteryx plicata G Emballonuridae Insectivoro Neotrépico LC
8 Macrotus waterhousii H Phyllostomidae Omnivoro Compartida LC
9 Mormoops megalophylla I Mormoopidae Insectivoro Compartida LC
10 Carollia sowelli J Phyllostomidae Frugivoro Neotrépico LC
11 Natalus stramineus K Natalidae Insectivoro Neotrépico LC
12 Nyctinomops macrotis L Molossidae Insectivoro Compartida LC
13 Tadarida brasiliensis M Molossidae Insectivoro Compartida LC
14 Glossophaga leachii N Phyllostomidae Nectarivoro Neotrépico LC
15 Artibeus jamaicensis o Phyllostomidae Frugivoro Neotrépico LC
16 Pteronotus davyi P Mormoopidae Insectivoro Compartida LC
17 Pteronotus personatus Q Mormoopidae Insectivoro Compartida LC
18 Myotis californicus R Vespertilionidae Insectivoro Neartico LC
19 Micronycteris microtis S Phyllostomidae Insectivoro Neotrépico LC
20 Choeroniscus godmani T Phyllostomidae Insectivoro Neotrépico LC
21 Myotis keaysi u Vespertilionidae Insectivoro Compartida LC
22 Diphylla ecaudata \% Phyllostomidae Hematéfago Compartida LC
23 Leptonycteris nivalis W Phyllostomidae Nectarivoro Compartida EN
24 Glossophaga commissarisi X Phyllostomidae Nectarivoro Neotrépico LC
25 Choeronycteris mexicana Y Phyllostomidae Nectarivoro Compartida NT
26 Sturnira lilium VA Phyllostomidae Frugivoro Compartida LC
27 Artibeus phaeotis AA Phyllostomidae Frugivoro Neotrépico LC
28 Myotis occultus BB Vespertilionidae Insectivoro Neartico LC
29 Glossophaga soricina CC Phyllostomidae Nectarivoro Neotrépico LC
30 Eptesicus fuscus DD Vespertilionidae Insectivoro Compartida LC
31 Centurio senex EE Phyllostomidae Frugivoro Neotrépico LC

Se describe la familia, el gremio tréfico, la afinidad biogeografica y el estado de conservacién de las especies capturadas. NT=Casi

amenazada, LC=Preocupaciéon menor, EN= Amenazada.
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ABUNDANCIAS

FRECUENCIA

2.Vegas 4. UAM

6. Salitre
5. Diablo

FIGURA 4. Curvas de Rango-Abundancia de especies por localidad de colecta
(Localidades 2, 4,5y 6).
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ABUNDANCIAS

FRECUENCIA

7. Chapultepec 8. Agua

9. Presa 10. Pinta

FIGURA 5. Curvas de Rango-Abundancia de especies por localidad de colecta
(Localidades 7 a 10).
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ABUNDANCIAS

FRECUENCIA

11. Toro 12. Encantada

13. Tereso 14. Guano

FIGURA 6. Curvas de Rango-Abundancia de especies por localidad de colecta.
(Localidades 11 a 14). Se sefala la especie con el identificador asignado en la Figura y
Cuadro 3. El eje “X” representa las abundancias (de menor a mayor) de cada especie para
cadassitio. El eje “Y” representa el valor relativo de la proporcién de muestras.

36



B replicase polyprotein ORF 1ab CDS. el

PMX 2633 Mex a-CoV 4 -> BIF THIETREEMRKGK PWNY | RYREINNM | VBIAEHG
PMX_3170 Mex a-CoV_14 > QIETHE | PIEMR KGQPW S VVRK RENQM Y CBITVMNG VI FVLWAGGL V \
PMX 2130 Mex _a-CoV_12 > QIFAHIEVPIEL R )P S VVRIK REBEOMC CBIYESGLSETL IML“GEL“VRVIPSKRI DEGKDATCENEYVTHAF YEFKHA L GCHE | NNE YV
PMX 2306 Mex a-CoV 7 > [@IEAHNEVEE . RR HVVRKRENQMC CEYEYNLSDTL VEVMLWAGG LIEBIEETVMRMEVK IER VO HE- DEGK E ATCHENSEV SHAY Y@EEKHA | GCDN L NINBHV
PMX_2305_Mex_a-CoV_7 e-A-v-LRRmHVMKCCIYHYNLmTLmemL“VﬁIIRVOHI DEGK - ATCHNEVSHAY YEEKHA L GCEN | BNRHV
PMX_2199_Mex_a-CoV_7 e-A-V-LRRmHVMK-QHCCIYNIYNL LWAGGL VKSR VOHE- DEGK  ATCENEY SHAY YIEEKHA L GCHE L BNEHV
PMX 2271 Mex a-CoV 7 > @IFAHIEVEILRR GGL '..1‘?. ,'&IlRVQIIl DEGK £ ATCHENEY SHAY YIEKHA L GO L MR-V
PMX 2169 Mex a-CoV 7 - @A EIEVPI RREQPWHY SD Lﬂ@ﬁL-_\IﬁIIRVQHI DEGK t ATCENEYSHAY YEEK BA L GORN | NNE -V
PMX_2303 Mex_a-Cov_7 - QIHAHEYVEEL RREQPWHVVRIKREINMOMC CBIYEYNLSD T L VEVMLIWAGGL VIKEIER vOHE- DEGK t ATCHENEYV SHAY YEEKHA L GCHN | NNEHV
PMX_2178_Mex_a-CoV_7 -> IFAHIEVEIN. R R GQPWHVVRK REMIOMC CBIYEYNLSDT L VEVLWAGG LB TMRNMEVK IGR VOHE - DEGK E ATCHNSV SHAY Y@FKHA L GCDN | NINBH vV
PMX_2267_Mex_a-CoV_13 > (I THIE Il . RKEQPW T VVRK RIMIQMC CBIHF VN L SD | VVEVLINS GG LESITVRYE | KIGE- | KHE- FE@GK VATCHNEY SHSFYEENHA F GCDN L MINB v C
PMX_2360_Mex_a-CoV. 17-)-T.V-LKKMF’VIIK-Q‘«MVCITHSGLWTVII LIWAG A LEESETVRNMEVK L EP 0K SE@- OEGNVARCHNETVCEY FEFREA L GCEN | NIRBY A
PMX_2378_Mex_a-CoV_17 -> QIR THIEVRIML K KGQPWP V | RKRINQMY CBTLESGLSDTV | F | LWAG A LEISETMRMEVK L Gr 0K S@- OBGN VARCHNETVCEY F@FREA L GCDN | NINBI Y A
PMX 2348 Mex a-CoV_17 > (IF THIEVEIE L K K PV | R REMIQMY CBITESGL MTV | B | CWAG A LEISRTVREEEVK LGP OK N@- OBGA VARCHINSIAVCEY FEFREA L GCIN | OSBRIy A
PMX 2440 Mex a-CoV 17 - @IE THIEVEM K K PV | R<REIQMY CBITESGLS) TVlerGALmﬂﬂLlPQKNI QEGAVARCENEAVCEY FEFREA L GCEN | NEEY A
PMX_1804_Mex_a-Cov_15 > @IE THIE | BIEMR 2 GOPW\ | VIR RENANM | ABALNG | SDE | | EVLWAGGL /KVEVEK LE-HEGK | ARCRABTOHOF YEENEY O DCHEN L NIEHY
PMX_1840_Mex_a-CoV_15 > QIF TIHIE | PIBMR R GQPW | VR RIS AM | ARALNG | SDE L ImLﬁﬁﬁLmVl\IEK LE-HEGK | ARCEABTQHQF YEENEY QDCHN . BINEHV
PMX_3044_Mex_a-CoV_16 > QIF T HIll | BIEMR ~ GQPW " VVERIK REIN AMV ABAENGVSDE L | FVLIWAGGLEIETTMRMEVK VBV E K S@- HEGK VAK CHABIAQHQF Y@FENEY QDCDN | NINRIHV
‘ NVVRIK RN AMY ABAENGYVSDE L | FVLWAGG LEISETMRMEVK VEVE K SE8- HEGK VAK CHABIAQHQF YE@FENEY ODCDN | NINEIH V
NVVRK REINAMY ABIAENGVSDE L | EVEWAGG LEMSETMRMIEVK BV F K @8- HIGKVEKCIAIAQHQFYlFNIYQDC.L-HVI
: SVMR-SHWIAMENGLEL|ML“GmmleDVKI HEGK S S K CHNEVNH Y F YEEQRA QDN NSV | D

2895 | B (GQP TIWR-QMLAlTHVKQMCVTWVﬂHEF-_CIIIVEQRICQITRRﬁTAISINLGTYAIWSICVTY-V-FVVE
PMX_2047_Mex_g-Cov_10 ->EIEK Hill | PIEMK KGQPW T | VRRREIVQM L ABITLY K OSDCV TEVVNAHG F ENSETMRNAEC K IEVEQRECOETRRATAMSENLGTYABVSHC VT Y DNV NINEF VYD
PMX 2901 Mex -CoV_10 > K il | BNEMIK KGQPW T | VIRIR REINIQN | ABTE K OSDCV TRV VINAH G  ENSRTMRNGE C KIGV : QRECOBTRRATAMSENLGTYABYSHCVTY DN NNB VD
1801 2 ‘ SDCVTEVVEAHG F EENETVIREE C KM@V EQRECOETRRATANSENLGTYABVSHC VT YENYVEER- VY E
PMX_2324_Mex_§-CoV_10 -> QK [Hilll | AN K KIGI TlﬂR-QLAlTMVKchVTvaIF ™ CREIEV.E CRECOETRRATABMSENLGTYARBVSHC VT YIENYVEER- VYD
PMX_1789_Mex_g-CoV_10 -> @IE K [Hilll | PAIM K KMT | VIRRREINIOM L ABTIEVK CSBICM T EMVINAHG F IE TSR C K@V EQRBCOETRRATAMSENLGTY ABVSHC VT YENVENEF VYD
PMX_2321 Mex_g-CoV_ 10')-K- -MKK T | MR EEIQN . ABITIEVK QSBICV TRV VINA - (G F ENSINTNBSNR C KiIEV £ QRECOETRRATANSENLGTYABVSHCVTYIMYENEF VD
( T | VRRREMIOM | ABITEVKOSDCVTEVVINAHGF CKEMEVE CRECOETRRATAMSENLGTYARVSECVTYENVEEEFVVD

T | VRRREMQM AITIVKomCVva.HﬁF“CEIIVE QRICQITRRMAISIN L GTYAINSICVTY.V-FWH
i -CoV_ SDCNTEMVINAHG F ENERTVRNIECKIEVECQRECOETRRATAMSENLGTYABWSHC VT Y DNYVENEF-VVD
PMX_1822_Mex_8-CoV_10 >QE<HE | PEVK KEGQPW T IﬂR-QﬂLAITiﬂVK QSDCVTENMVINAHG F EESETVENE C KIEVEQRECOETRRATAMSENLGTYABVSHECVTYENVEREFVVE
PMX_2333 Mex_g-CoV_10 > @IF K [HIll | PV K JPWT IHR-QHLAITWVKQWCVTEV“HEF“CHIIVEQRICQITRRWTAISINLGTYAINSICVTY-V-FVVH
PMX_2339_Mex_g-CoV_10 > QIF K Hill | PIEMK K T | VERRENOM L ABTEVK OSBCVTEYVEAHG F STV C KIEVEQRECONTRRATANSENLGTYARWSHCVTY RN VENEFVVD
PMX_1837 Mex g-Cov_10 >@IEK il | BIBMH KGQPW A | VIRRREINQM | ABITENK O ADCV TEV TINA- G F ENSETMRMNEC K 1BV E QKEC OBNRRAT THSEINVS TYABVARC VS Y DNVNNE - VD
PMX_1910_Mex_g-CoV_19 >@IEK Hill | BIEMR! T | VRREENIONM . ABTEVKQSDCY TEMYINAHG - ENETMRNE C KISV EQKECOBENRRAT THSENLSTYABWVARCY S YENVENEFVVD
PMX_2093_Mex_g-Cov_18 ->BIEK Hill | PEMR KGQPW | | VRRREMQM L ABITLV K CVTENVINAHG F EINETVRNECKIEVEQKECOENRRATTHSENL STYABVARCY S YDNIVENE - VD
PMX_2116_Mex_g-CoV_18 >QIEK il | BIBMK KGQPW T | VRIRREINIQM L ABITLV K OSDICV TEVVINAHG F ENSRTMRNGE C K 1@V E ORECOETRRATAMSENLGTYABYSHC VT Y DN VNINE - VVD
§ replicase polyprotein ORF 1ab CDS

VIKSHEVE R KE - HEGK | ARCEMSEQHHQF YIBENEC | FICHN L NlECV
KIEADK FE-HEGT TARCHENET | HEF YEEKEA L GCHN L NIE Y A

j=l=jelelelolelololololelolololelololo] ]

FIGURA 7. Variabilidad en la secuencia de aminoacidos de CoVs en la regién de la RdRp. Se muestran los porcentajes de similitud de

acuerdo con los siguientes colores. ** 100%, ** 80 a 100%,

60 a 80%, **menos del 60%.
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CUADRO 4. Muestras de murciélagos positivas a Coronavirus

No. de BLASTN con mayor % de coincidencia a nivel Valor de % Largo BLASTX con mayor % de coincidencia a nivel de Valor de % Largo
muestra de nucledtidos E identidad (pb) proteinas E identidad (aa)
PMX 2633 Mex CoV_4 PMX_1245 _KC117194 1.27e 77 86.2% 254 Mex_CoV_4_ AGE31648 2.37e 54 94.1% 85
PMX_3170  AcCoV_JC34 _ KX964649 7.53e_30 75.2% 175 BtNv_AlphaCoV/SC2013_ YP_009201729 4.53e_49 80.6% 98
PMX_2440  Neixiang Md bat Co _31 KF294381 5.42e_19 73.3% 176 NL63_related bat CoV_ YP_009328933 1.23e 46 77.6% 98
PMX 2348 Neixiang Md bat CoV _31 _ KF294381 5.42e 19 73.3% 176 NL63_related bat CoV_ YP_009328933 1.23e 46 77.6% 98
PMX_2378  Ferret CoV: ferret063 1.05e_21 72.0% 225 NL63_related bat CoV_ YP_009328933 1.05e_46 77.6 98
PMX 2360 Bat CoV HKU8 AFCD77_ EU420139 3.20e_28 72.1% 262 NL63_related bat CoV_ YP_009328933 1.05e_46 77.6% 98
PMX 2267  Bat CoV Neixiang_32 9.16e_67 79.9% 294 Bat CoV CDPHE15/USA/2006_ YP_008439224 5.86E_61 92.9% 98
PMX_2178 Mex_CoV_7 PMX_1448 _ KC117213 3.41le_129 100% 261 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76e59 100% 87
PMX 2271 Mex_CoV_7 PMX_1448 _KC117213 3.41e 129 100% 261 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76E_59 100% 87
PMX_2169 Mex_CoV_7 PMX_1448 _ KC117213 3.41e_129 100% 261 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76e_59 100% 87
PMX_2303 Mex_CoV_7 PMX_1448 _ KC117213 3.41le_129 100% 261 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76E_59 100% 87
PMX_2306 Mex_CoV_7 PMX_1424 _KC117209 2.15e_144 99.3% 294 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76e_59 100% 87
PMX 2199 Mex_CoV_7 PMX_1424 _KC117209 2.15e 144 99.3% 294 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76e 59 100% 87
PMX_2305 Mex_CoV_7 _KC117209 2.15e_144 99.7% 294 Mex_CoV_7_ AGE31667 8.76e_59 100% 87
PMX 2130 Chaerephon bat CoV/Kenya/KY22/2006 _ HQ728486 5.07e_51 77.2% 272 Chaerephon bat CoV/Kenya/KY22/2006_ ADX59501 1.19e_54 88.8% 98
PMX_1783  Mex_CoV_1 PMX_1239 4.44e 96 93% 243 Mex_CoV_2_ AGE31651 6.86e 67 96.9% 98
PMX 3044  Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007 _ EU769558 1.11e 84 84.4% 294 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007_ ACJ49566 4.66e_59 92.9% 98
PMX_2794 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007 _ EU769558 1.65e_82 84% 293 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007_ ACJ49566 4.66e_59 92.9% 98
PMX_ 3047  Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007 _ EU769558 4.74e_83 84% 294 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007_ ACJ49566 4.66e_59 99.9% 98
PMX_1840  Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007 _ EU769558 2.0le_100 88.4% 293 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007_ ACJ49566 4.87e_61 96.9 98
PMX_1804 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007 _EU769558 5.77e_101 88.4% 294 Bat CoV Trinidad/1CO7BA/2007_ ACJ49566 4.87e_61 96.9% 98
PMX 1910 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 1.06e 59 78% 296 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.63e 62 87.9% 99
PMX 2093 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 3.69e 59 77.8% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 3.64e 65 92.9% 99
PMX_2116  Mex_CoV_10 PMX_1302 ORF KC117198 8.13e_55 76.8% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 3.64e_65 92.9% 99
PMX 2056  Mex_CoV_10 PMX_1302 ORF, KC117198 1.13e_141 98.3% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e_69 100% 99
PMX 2895 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 1.37e 144 98% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX_2047  Mex_CoV_10 PMX_1302 _ KC117198 2.17e_144 99% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e_69 100% 99
PMX 1837 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.65e.143 98.7% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX 2901 Mex_CoV_10 PMX_1302_KC117198 5.1le 146 99.3% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX_2324  Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.17e 144 99% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX 2321 Mex_CoV_10 PMX_1302_KC117198 2.17e 144 99% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX 2425 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.17e 144 99% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX 1789 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.17e 144 99% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX_2437  Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.65e_143 98.7% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e_69 100% 99
PMX 2315 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 2.65e_143 98.7% 297 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX 2339 Mex_CoV_10 PMX_1302 _KC117198 9.23e 143 98.6% 296 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e 69 100% 99
PMX_2333  Mex_CoV_10 PMX_1302 _ KC117198 9.23e 143 98.6% 296 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e_69 100% 99
PMX 1801 Mex_CoV_10 PMX_1302 KC117198 7.58e 144 99% 296 Mex_CoV_10_ AGE31652 1.84e 68 99% 99
PMX_1822 Mex_CoV_10_PMX_1302 _KC117198 7.58e_144 99% 296 Mex_CoV_10_ AGE31652 5.45e_69 100% 99
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FIGURA 8. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud de un fragmento de 329pb de la RdRp
de CoV de murciélagos. Se presentan las 39 muestras positivas con identificador PMX. Se
incluye la especie de hospedero, el tipo de muestra, la fecha y localidad de colecta. Se
sefala la familia a la que pertenece cada hospedero y dentro del circulo gris, el nimero
de muestras positivas por clado. Se sefialan unicamente los valores de bootstrap mayores
de 70. Los colores dentro del cladograma sefialan un genotipo diferente y son congruentes
con los graficos subsecuentes. Con asterisco en color rojo se sefialan los genotipos que se
reportan por primera vez.
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FIGURA 9. Red de haplotipos de CoVs identificados en Murciélagos Mexicanos. Los nodos representan cada haplotipo identificado.
| = Paso mutacional entre haplotipos. = Haplotipos hipotéticos. El tamafio de los nodos es proporcional a la abundancia del haplotipo
en el total de la muestra. Los numeros sefialan el identificador de la muestra correspondiente a cada haplotipo.
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11.

12. 13.

14.

FIGURA 10 Distribucién geogréafica de los genotipos de Coronavirus identificados.
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CUADRO 5. Estimacién de la rigueza de CoV.

Tamafio de  Riqueza de indice de Cobertura de
muestra CoVs Shannon muestreo
Muestreo Total

Observado 1596 12 7.2 84 %

Extrapolaciéon 3192 16 8.4 92 %
Doble

Extrapolamon 4788 19 9.0 95 %
Triple

2. Vegas

Observado 420 5 3.3 89 %

Extrapolaciéon 840 6 3.7 97 %
Doble

Extrapolamon 1260 7 3.9 99 %
Triple

14. Guano

Observado 259 4 3.8 66 %

Extrapolaciéon 518 5 51 95 %
Doble

Extrapolamon 777 5 57 99 %
Triple

8. Agua

Observado 97 2 1.6 100 %

Extrapolaciéon 194 2 1.9 100 %
Doble

Extrapolamon 291 2 21 100 %
Triple

Se describe la riqueza de CoVs identificados, el indice de Shannon para diversidad, el
porcentaje cubierto en el muestreo realizado, y extrapolando los datos de colecta con un
tamafio de muestra doble y triple, con respecto al real. Estos datos se describen para el
muestreo general, y para los sitios con mayor riqueza de CoVs (“2.Vegas”, “14.Guano” y “8.
Agua”).
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FIGURA 11 . Curva de rarefaccién y extrapolacién basada en el total de la muestra.

FIGURA 12 . Curva de rarefaccién y extrapolacion de la localidad "2.Vegas".
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FIGURA 13 . Curva de rarefaccién y extrapolacion de la localidad "14. Guano”.

FIGURA 14 . Curva de rarefaccidn y extrapolaciéon de la localidad "8. Agua”.
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Discusion

El objetivo principal de este estudio fue incrementar nuestro
conocimiento sobre la prevalencia y diversidad de Coronavirus en
murciélagos que habitan la region de transicidn entre el Neartico y el

Neotrépico en México.

La regidn del Cinturdn Volcanico Transmexicano posee una historia
geoldégica compleja, por lo cual se ha empleado como area de
estudio para entender los procesos que moldean la distribucién y la
estructura bidtica del pais, que se compone de una alta tasa de
grupos taxonémicos, resultado de una gran disponibilidad de habitats

asociados a las dos zonas biogeograficas.

Nuestros sitios de monitoreo se ubicaron dentro de la region del CVT,
en los estados de Hidalgo, Ciudad de México, Puebla y Morelos, en
donde, en una regidn parcialmente restringida dentro del pais, se
observa un marcado gradiente altitudinal, con gran variedad de
zonas climaticas que, en combinacidén con diferentes caracteristicas
topograficas, asi como la complejidad de los procesos ocurridos a
diferentes escalas de tiempo y espacio han dado origen a una alta
heterogeneidad ambiental y una gran variedad de microhabitats en
donde se distribuye una alta diversidad biolégica y endemismos
(Davila et al., 2002).

Diferentes investigaciones han determinado que el arreglo de las
comunidades de mamiferos en México, se compone de elementos
con afinidad Neartica y Neotropical (en proporciones equitativas), y
de organismos endémicos (Ruggiero & Ezcurra, 2003; Escalante et al.,

2004). Esta caracteristica concuerda con la composicion de la
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comunidad de murciélagos que fue capturada para este estudio, en
donde se obtuvieron organismos con afinidad Neartica, Neotropical,
compartida, asi como especies endémicas (Medellin, 1997; Ortega &
Arita, 1998). En nuestra muestra se obtuvo un mayor numero de
especies de afinidad neotropical, el resto fueron especies con
distribucion geografica compartida entre ambas ecorregiones,
ademas de dos especies endémicas. La heterogeneidad en la
muestra obtenida refleja los patrones descritos en las comunidades
distribuidas en ambas regiones biogeograficas, pues se ha descrito
gue en la zona del neotrépico hay mayor riqueza (228 especies) con
bajas abundancias por especie (Chivers, 1998), mientras que en la
region neartica se observa menor riqueza (73 especies) con

abundancias por especie mayores (Hutson & Mickleburgh, 2001).

En nuestros resultados las abundancias por especie fueron variables,
sin embargo, el mayor nimero de especies capturadas pertenecen a
la familia Phyllostomidae (18 especies), la cual, con alrededor de 123
especies descritas, es considerada la familia mas diversa de toda la
region Neotropical (Fenton et al., 1992), representada por especies
con una gran variedad de nichos ecoldgicos, morfolégicos y
funcionales (Feldhamer et al., 2003; Ceballos & Oliva, 2005). Por
ejemplo, la diversidad de esta familia se ve reflejada en sus habitos
alimenticios que son el resultado de la disponibiidad de recursos
alimenticios en su area de distribucién, asi podemos encontrar
especies hematéfagas, polinivoras, nectarivoras, frugivoras vy
carnivoras (Fenton et al.,, 1992), en nuestra muestra en particular
fueron capturadas especies de habitos frugivoros, nectarivoros y

hematdéfagos.
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En referencia al estado de conservacion de las especies de la familia
Phyllostomidae, la mayoria de las especies de esta familia se
encuentran en categoria de preocupacion baja. Sin embargo, dentro
de la muestra se colectaron tres especies en categoria de
preocupacion alta. Leptonycteris nivalis, especie clasificada como
“amenazada”, Leptonycteris yerbabuenae y Choeronycteris
mexicana clasificadas como especies “casi amenazadas”. Estas tres
especies de filostdbmidos a pesar de su estado de conservacion tienen
un rango de distribuciéon amplio en comparacion con otras especies
ubicadas en la misma categoria, lo que justifica que Leptonycteris
yerbabuenae fuera la especie mas abundante dentro de la muestra
total, ademas de estar presente en un mayor numero de sitios de
colecta (5) (Arita, 1993).

En México se tienen registradas trece especies de murciélagos
endémicos, de los cuales seis se distibuyen también en
Centroamérica. En este estudio se capturaron dos especies
endémicas pertenecientes a la familia Phyllostomidae, Artibeus
hirsutus y Glossophaga morenoi. Ambas especies se encuentran en
estado de preocupacidon menor, sin embargo, debido a su rango de
distribucion restringido se ha sugerido que se cataloguen en estado

de preocupacion mayor (Ceballos & Brown, 1995).

El resto de las especies capturadas, pertenecientes a las familias
Vespertiionidae, Mormoopidae, Molossidae y Natalidae fueron
especies abundantes en general, con afinidades biogeograficas
compartidas entre el Neartico y el Neotropico, y en categoria de
preocupacion menor (Hutson & Mickleburgh, 2001). Algunas de estas

especies forman grandes colonias, de incluso mas de 10,000
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individuos. Por ejemplo, Tadarida brasiliensis, Pteronotus parnell,
Pteronotus davyi, Mormoops megalophylla, Myotis velifer y Natalus

stramineus (Arita, 1993).

La prevalencia de CoVs identificada en este estudio (6.9%), es
congruente con los reportes previos (2-55%) (Osborne et al., 2011). En
donde, se ha identificado mayor prevalencia en muestras
correspondientes al tracto gastrointestinal (Osborne et al.,, 2011,
Anthony et al., 2013; Drexler et al., 2014), y no se reportan individuos
con signos de enfermedad clinica aparente (Calisher et al., 2006;
Wong et al., 2007). Estos hallazgos sugieren que, aungue existe
circulacion de CoVs en las comunidades de murciélagos, los
individuos pueden experimentar infecciones ligeras y sin signologia
clinica aparente (Osborne et al., 2011). Esto ya ha sido comprobado
en laboratorio, en donde se infectaron murciélagos de manera
experimental y no se encontraron rasgos de enfermedad (Watanabe
et al., 2010).

En este estudio, las especies con prevalencias mas altas, fueron en
general especies abundantes en la muestra: Pteronotus parnelli
(38.4%; n=57), Myotis velifer (12.8%; n=61) y Glossophaga morenoi
(10.2%; n=46). Por lo que la alta prevalencia en estas especies podria
explicarse por un efecto del muestreo. Sin embargo, también podria
sugerir que especies con habitos gregarios y con mayores tasas de
contacto entre individuos, podrian favorecer aumento en la
prevalencia del virus al interior de sus poblaciones, ya que como se
menciond anteriormente, estas especies tienden a formar colonias
con un elevado numero de individuos (Arita, 1993; Schountz, 2014;

Plowright et al., 2015).
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Por el contrario, entre las especies menos abundantes en nuestra
muestra también se identificaron individuos positivos. En algunos casos
es la primera vez que se monitorea y se reporta CoVs, como en el caso
de Macrotus waterhousii y Artibeus hirsutus. En ambas especies se
identificaron CoVs previamente descritos para México, en Artibeus
hirsutus se identific6 Mex_a_CoV_4 que anteriormente se reportd en
Artibeus jamaicensis, en el estado de Campeche, y en Macrotus
waterhousii (Phyllostomidae) se identificd Mex_g_CoV_10 que ha sido
descrito previamente en Pteronotus parnelli (Mormoopidae) en el

estado de Campeche (Anthony et al., 2013).

Aunque estos organismos en general se encuentran en abundancias
menores dentro de sus refugios, la presencia del virus en las
poblaciones sugiere que no es indispensable la alta densidad
poblacional del hospedero para que el virus circule constantemente
dentro de la poblacion. Este patron propone que el virus se encuentra
bien adaptado a la poblaciobn hospedera y posee tasas de
reproduccion constantes y frecuentes, lo que puede indicar un
proceso de coevolucion parasito-hospedero (Papkou et al., 2016). Por
otro lado, ambas especies de murciélago Macrotus waterhousii y
Artibeus hirsutus tienen distribuciobn geogréafica restringida, sin
embargo, los genotipos identificados en estos organismos también se
han identificado en organismos de las mismas familias o familias
flogenéticamente relacionadas pero de localidades geograficas
alejadas, lo que sugiere que la distancia y dispersibn a escala
geografica no influye mas de lo que podria influir la presion de

seleccion del hospedero en la diversificacion de los genotipos virales.
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La relaciéon, entre genotipos de CoVs y especies de murciélagos
cercanamente relacionadas en América, ha apoyado la hip6tesis de
coevolucion (Ojeda, 2015). Esta hipdtesis puede estar favorecida por
el hecho de que existen refugios con mayor riqueza de especies
hospederas en donde los genotipos de CoVs se agrupan en funcidn
de la especie hospedera (Pfefferle et al.,, 2009). Este grado de
asociacion se ha observado al comparar genotipos de CoVs
presentes en poblaciones provenientes de areas geograficas alejadas
(Tang et al., 2006; Gloza-Rausch et al., 2008). Por el contrario, también
se ha observado que, en el mismo refugio dos especies hospedero de
familias distintas, presentan el mismo genotipo de CoV, siendo
contrario a la teoria de especificidad de hospedero (Osborne et al.,
2011), y a la evidencia observada en otros virus, en donde la especie
hospedera, puede actuar como barrera en la transmisidn (Streicker et
al., 2010).

En referencia a las localidades de colecta, el mayor numero de
individuos positivos a CoVs corresponden a los dos refugios con mayor
riqueza y abundancia de especies (“2.Vegas” y “14.Guano”). En
estudios realizados en cuevas de diferentes zonas de México, se
registr6 que la cueva “2. Vegas” es una de las cuevas con mayor
riquezay abundancia de murciélagos en México (Arita, 1993). Por otro
lado, la cueva “8.Agua”, en donde Unicamente se identificaron dos
especies de murciélagos vespertilionidos en abundancias altas,
también tuvo un alto porcentaje de individuos positivos con respecto
al total de la muestra. Este resultado, concuerda con la hipo6tesis de
gue refugios con altas abundancias y estrecho contacto entre
individuos, puede ser un factor predisponente para el mantenimiento
y circulacion de parasitos entre la poblacion (Plowright et al., 2015).

Aunque este hallazgo es contrario a lo previamente descrito, hace
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falta realizar estudios a largo plazo en poblaciones y comunidades de
configuracion variable, con la finalidad de identificar que patrén tiene
mayor influencia en la prevalencia del virus. En general, las
prevalencias determinadas por sitio de monitoreo indican que los
individuos pueden ser susceptibles o estar infectados, y que dispersan
el virus a tasas muy bajas (Dominguez et al., 2007; Brandao et al., 2008).
Sin embargo, debido a las caracteristicas de movilizacion y ecologia
de los murciélagos, resulta imprescindible entender patrones
asociados al origen, evolucion y dispersion de los diferentes genotipos

del virus en comunidades variables (Carrington et al., 2008).

Actualmente, las herramientas moleculares y de analisis filogenéticos,
nos permiten desarrollar y comprobar hipétesis relacionadas con la
dinamica de los parasitos y sus hospederos a escalas macro y micro
ecoldgicas (Hunt et al., 2008; Denef et al., 2010). En este estudio, la
informacion obtenida a partir de los andlisis flogenéticos, nos confirma
la circulacion de diferentes genotipos de a_CoVs y B _CoVs en
murciélagos mexicanos de la regidn de transicidon entre el Neartico y
el Neotrdpico. La identificacidon de genotipos previamente reportados
en México, pero en una region geografica diferente, permiten
corroborar la relacién entre algunos genotipos de CoVs y las especies
hospederas, asi como reafirmar los patrones de mayor riqueza viral
dentro del género a_CoVs en comparacion con el género f_CoVs, de
acuerdo con los datos reportados hasta este momento en

murciélagos.

Por ejemplo, la identificacion de Mex_a_CoV_1 en Carollia sowelli es
congruente con lo previamente reportado en los estados de
Campeche y Chiapas, al igual que Mex_a_CoV_4, que previamente

fue identificado en Artibeus jamaicensis en Campeche y que en este
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estudio fue reportado en una especie cercanamente relacionada,
Artibeus hirsutus en el estado de Morelos. De igual forma, observamos
congruencia con Mex_a_CoV_7, que anteriormente se identificé en
individuos del género Myotis, capturados en refugios de la Ciudad de
México, y que en esta ocasion se reportan en siete individuos
pertenecientes a dos especies del género Myotis, capturados en dos
refugios del estado de Morelos. Finalmente, Mex f_CoV_10
anteriormente se describié en Pteronotus parnellii, y se agrupd en un
clado junto a Mex f CoV_1lla y Mex f_CoV_10b, secuencias
asociadas a murciélagos de las familias Mormoopidae vy
Phyllostomidae (Anthony et al., 2013b). En este caso, Mex__CoV_10,
se identific6 en doce individuos de Pteronotus parnelli
(Mormoopidae), y por primera vez en tres especies de filostdbmidos
(familia cercanamente relacionada a la Mormoopidae) Artibeus
jamaicensis, Macrotus waterhousii y Glossophaga leachii (Teeling et
al., 2005).

Ademas, los ocho genotipos de CoVs identificados en este estudio,
también se agrupan por familia de hospederos. Por ejemplo,
Mex_a CoV_17 se identific6 en tres especies de la famila
Phyllostomidae, un individuo de Diphylla ecaudata, un individuo de
Glossophaga commissarisi y dos individuos de Glossophaga morenoi,
todos en el refugio “2. Vegas” localizado en el estado de Puebla.
Mex_a_CoV_15, se identific6 en dos individuos de Glossophaga
morenoi del refugio “2. Vegas”. Y Mex_a_CoV_16 fue identificado en
dos individuos de Desmodus rotundus y un individuo de Choeroniscus
godmani, en dos refugios del estado de Morelos, en este caso en
particular es importante mencionar que este genotipo tiene un

porcentaje de similitud mayor al 90% a nivel de aminoacidos con
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referencia al CoV identificado por Carrington et al.,, 2008, en
murciélagos de la familia Phyllostomidae en la isla de Trinidad

localizada en Sudamérica.

En cuanto a las secuencias de f_CoV reportadas en este estudio,
también se observa agrupacion por familias; Mex g CoV_18 vy
Mex_p_CoV_19, se identificaron en especies de la famila
Mormoopidae, el primero en un individuo de Pteronotus parnellii y otro
en Pteronotus davyi, mientras que el segundo Unicamente se identificd
en un individuo de Pteronotus parnelli, ambos CoVs en refugios del
estado de Puebla, con aproximadamente 250Km de distancia entre

ellos.

En general, todos los ejemplos mencionados anteriormente apoyan la
hip6tesis que sugiere que la presibn de seleccion de la especie
hospedera tiene mayor influencia que la distancia geografica, sobre
la diversificacion de los genotipos de CoVs en murciélagos, al igual
gue los resultados obtenidos en estudios previos. Esta hipotesis que
puede ser comprobada analizando patrones de coespeciacion
(murciélagos-CoVs) (Anthony et al., 2015; 2017).

Lared de haplotipos construida muestra la relacion entre los genotipos
identificados y el origen geografico de la muestra. La topologia de
esta red no nos permite identificar un origen genético para las
variantes descritas, pues no se logra definir un centro ancestral de
iradiacion. Tampoco se logra identificar una estructura poblacional o
estructura geografica. Por el contrario, los centros a partir de los cuales
se despliegan los diferentes haplotipos, estan representados por

reticulaciones o bucles no resueltos y conformados por haplotipos
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hipotéticos a partir de los cuales se deriva una serie de pasos

mutacionales que dan origen a los haplotipos identificados.

En otras investigaciones, se ha logrado establecer una relacién entre
la filogenia viral y la distribucion geografica de los diferentes
genotipos. Esta informacion puede ser Util para identificar localidades
en donde se origind alguna epidemia o para identificar factores
predisponentes para la emergencia de alguna enfermedad (Holmes,
2004; Takano et al., 2009). Sin embargo, los resultados obtenidos en
este caso, sugieren que la especificidad de hospedero es mas
relevante que los patrones geograficos, lo que es congruente con
estudios previos (Anthony et al., 2013; Drexler et al., 2014, Fischer et al.,
2016).

Se sabe que los CoVs presentan altas tasas de recombinacion,
caracteristica que juega un papel importante en su ecologia,
virulencia y evolucion. Ademas, se ha demostrado una alta
divergencia de los CoVs en espacios geograficos relativamente
pequenos, lo que puede reflejar la capacidad de adaptacion de este
grupo viral hacia diferentes especies de hospederos (Carrington et al.,
2008). Esta caracteristica podria favorecer el cambio de hospedero y,
en consecuencia, la emergencia de enfermedades relacionadas con
estos virus. Por ejemplo, en el caso del CoV causante de la Diarrea
Epidémica Porcina en Europa, se desconocia la especie que actuaba
como reservorio natural del virus (Pensaert & de Bouck, 1978). O el
caso del CoV humano OC43, que se cree deriva del CoV bovino
(Vijgen et al., 2005).

Es fundamental entender la dinamica asociada con los hospederos

intermediarios en relaciéon a la ecologia de los CoVs (p.ej. camellos y
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alpacas, en el caso de MERS-CoV), que actian como reservorios,
capaces de favorecer la recombinacion viral, y por ende la
capacidad de infectar a otras especies como el humano (Mohd et
al.,, 2016; Rabaan et al., 2017). Esto, debido a que actualmente se
reconoce qgue varios procesos involucrados en la transmision de
enfermedades a humanos a partir de especies silvestres, dependen
de actividades antrépicas tales como: consumo de fauna silvestre
como alimento, deforestacion, fragmentacion de habitat,
produccioén agricola y la urbanizaciéon (Calisher et al., 2006; Epstein &
Field, 2015; Voigt et al., 2016).

Por otro lado, se ha demostrado que los CoVs de murciélagos, tienen
gran divergencia genética y que son los CoVs mas antiguos entre
especies animales. Ademas, se ha registrado que los CoVs presentan
tamafios poblacionales estables en poblaciones de murciélagos,
mientras que en otras especies de hospederos presentan crecimiento
poblacional epidémico (Vijaykrishna et al., 2007; Gloza-Rausch et al.,
2008; Pfefferle et al., 2009).

Ante las evidencias sobre la estrecha relacidn Murciélagos—-CoVs,
resulta interesante determinar la influencia de la gran diversidad y
riqueza de especies de murciélagos y su amplio rango de distribucion,
sobre lariqueza y diversidad de CoVs. En este estudio, se identificé una
riqueza total de doce genotipos de CoVs en la muestra total, mientras
gue los sitios con mayor riqueza de hospederos (“2. Vegas” y “14.
Guano”), tuvieron la riqueza mas alta de genotipos de CoVs de entre
los sitios monitoreados. En particular el refugio “2. Vegas” es
considerado uno de los refugios con mayor diversidad de especies de

murciélagos en México, por lo que la hipdtesis que asocia la riqueza
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de CoVs con lariqueza de hospederos es congruente en este ejemplo.
Por otro lado, el refugio “8. Agua”, con dos especies de hospederos,
tuvo una riqueza real de dos genotipos de CoVs y una rigueza
extrapolada también de dos genotipos, misma en la que se determind
que la cobertura del muestreo fue del 100%. Esta informacion soporta
la hipo6tesis de que entre mayor es la riqueza de hospederos, mayor
sera la rigueza de CoVs. Sin embargo, estos datos no pueden
correlacionarse ya que el esfuerzo de muestreo entre sitios no fue

constante.
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Conclusion

En este estudio se observa que los patrones de organizacion de las
comunidades de murciélagos de la region de transicidon evaluadas,
presentan caracteristicas que han sido descritas en las comunidades
de murciélagos de ambas regiones biogeograficas de manera
independiente. Por otro lado, la diversidad de murciélagos
identificada en la zona de monitoreo representa el intercambio de
especies de ambas zonas biogeograficas en un espacio geografico

restringido en relacion con el territorio que abarca México.

Los resultados obtenidos en esta investigacion corroboran la
circulacién de CoVs en comunidades de murciélagos de la regidon de
transicibn Neartico-Neotropical, ademas, los datos generados
permitieron identificar la presencia de diferentes genotipos virales en
las poblaciones de murciélagos monitoreados. Es importante
mencionar que algunos de estos genotipos son reportados por

primera vez.

La prevalencia de CoVs en las diferentes poblaciones de hospederos,
no estd determinada aparentemente por la abundancia del
hospedero, ya que aun en sitios con abundancias bajas, se
identificaron organismos positivos. Observandose también, presencia
de CoVs en colonias con baja riqueza de hospederos, pero con
abundancias altas. Los resultados también muestran que la riqueza
de hospederos por localidad de colecta es determinante en los

patrones de riqueza de CoVs identificados.
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Por otro lado, los patrones de distribucidn geografica de CoVs
parecen estar influenciados por los patrones de distribucion del
hospedero, de tal forma que la distribucién geografica del genotipo
viral podria estar restringida a una determinada zona geogréfica,
asociada principalmente al area de distribucion de la especie
hospedera en que se ha identificado. Estas caracteristicas,
promueven el desarrollo de estudios de coevolucién entre CoVs-
murciélagos que permitan corroborar esta asociacion a mayor
detalle, y de esta forma identificar otras variables que pueden influir
en los patrones de distribucion de los diferentes genotipos de CoVs a

escalas variables.

La informacidén obtenida revelb la presencia de genotipos que no
habian sido identificados anteriormente, lo que sugiere que aun hay
genotipos que permanecen sin ser identificados, por lo cual es
fundamental continuar realizando estudios que evallen la presencia
de este virus en comunidades de murciélagos. Estos datos corroboran
lo sefialado en otros trabajos, que sugieren que la riqueza de CoVs en
murciélagos es alta, permitiendo el planteamiento de hipotesis que
busquen identificar los patrones y procesos que determinen esta

asociacion a diferentes escalas de tiempo y espacio.
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CAPITULO 1I

Modelo de Distribucion Potencial de

Coronavirus en Murciélagos de América
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Introduccion

En respuesta al brote de SARS-CoV, el primer reporte de CoV en
murciélagos se realizé en China en 2005 como parte de un programa
de monitoreo de fauna silvestre. Este programa fue establecido para
determinar la circulaciéon de virus en animales de vida libre (Poon et

al., 2005).

El brote de SARS-CoV fue la primera pandemia global del siglo XXI
(Zhong et al.,, 2003), en consecuencia, muchos recursos fueron
asignados para atender el origen de este brote. Diez afios después se
reportd el primer caso de MERS-CoV en Arabia Saudita. El origen de
este brote en la poblacidn humana también se asocié con variedades
de CoVs identificadas en especies de murciélagos (Annan et al.,
2013). A partir de estos brotes, se ha descrito una gran variedad de
CoVs en diferentes especies de murciélagos en distintos paises del
mundo. De las quince especies de a-CoV y [-CoV actualmente
descritas, la mayoria, es decir, ocho han sido identificadas en especies

de murciélagos (Ge et al., 2015).

La asociacidn entre CoVs y murciélagos a nivel global se ha hecho
evidente gracias a multiples estudios. Se ha determinado que los CoVs
identificados en especies de murciélagos son mas diversos que
aquellos identificados en otras especies de mamiferos silvestres, lo que
sugiere que los murciélagos son uno de los reservorios mas importantes

de este género viral (Drexler et al., 2014; Anthony et al., 2017).

Para generar informacion que ayude a comprender e interpretar los
factores involucrados en la emergencia de este virus en la poblacion

humana, se han empleado diferentes aproximaciones (Graham et al.,
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2013). Sin embargo, comprender la dinamica entre un parasito y sus
hospederos es una tarea compleja, debido a la diversidad de
variables involucradas en esta interaccidon. Por ejemplo, la
emergencia de enfermedades zoondticas inicia cuando el patégeno
pasa de su hospedero natural a un nuevo hospedero, y la transmisidn
entre especies, depende de una oportunidad fisica, que se puede
presentar al ocupar el mismo ambiente y al aumentar la frecuencia
de contacto directo o indirecto (Pedersen & Davies, 2009; Hayman et
al., 2013).

Debido a la variacidon en los procesos y dinamicas ecoldgicas, los
conductores de la emergencia de una enfermedad también
presentan variacion espacial, por lo que el ambiente y las
caracteristicas biogeograficas de una regidn representan un
determinante significativo (Peterson et al., 2004; Scheiner, 2009;
Reperant, 2010). Por ejemplo, los sistemas involucrados en la
transmision de parasitos funcionan como un conjunto de especies que
interactuan alojando, o moviendo en forma de vectores, al parasito a
través de diferentes escenarios bioldégicos. Cada una de estas
especies tiene sus propias caracteristicas y areas de distribucion
biogeografica, ligadas a su propio nicho ecoldégico (condiciones
apropiadas para su sobrevivencia y reproduccion), su interaccién con
otras especiesy el area en la que estan accesibles a otras especies en
ciertos periodos de tiempo. Estas complejas interacciones, pueden
actuar como factores predisponentes para la emergencia de

enfermedades a diferentes escalas temporales y espaciales.

En el area de Ecologia de Enfermedades, se emplean aproximaciones

y herramientas derivadas de diferentes disciplinas como: Biologia
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Molecular, Ecologia, Epidemiologia, Genética Molecular, Medicina
Humana, Medicina Veterinaria, Salud Publica, Geografia, entre otras,
qgue permiten entender la dinamica parasito-hospedero a diferentes
niveles. Un ejemplo son los Sistemas de Informacion Geografica (SIG),
herramienta que, entre otras cosas, ayuda a identificar areas de
distribucion potencial de diferentes especies. Esto es posible a partir
de modelos de nicho ecoldégico (MNE) en funcién de las condiciones

ambientales ideales para su establecimiento (Peterson et al., 2011).

Los MNE emplean diferentes algoritmos que estiman la relacién entre
puntos de distribucion reales o también llamados datos de ocurrencias
(observaciones en campo o registros de colecciones o museos), con
informacion espacial que pudiera restringir la distribucion de las
especies. Este es un método correlativo que emplea el nicho realizado
(registros de ocurrencias) para caracterizar el nicho ecolégico o

fundamental de las especies (Elith et al., 2006).

Originalmente los ENM se empleaban para hacer predicciones
ecoldgicas de la distribucion geografica de especies de flora y fauna
silvestre a partir de datos de ocurrencias. Sin embargo, recientemente
esta aproximacion

se ha empleado para modelar la distribuciéon potencial de
enfermedades infecciosas a partir de modelos de organismos que
participan en la dindmica de una enfermedad (reservorios, vectores y
macro y micro parasitos). Identificar la distribucion geografica de los
organismos involucrados en la dinamica de una enfermedad es
crucial para entender las dimensiones geograficas del riesgo de
transmision de una enfermedad (Peterson, 2007; Baptista-Rosas et al.,
2007; Pigott et al., 2014).
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Entender los patrones y procesos que determinan la ecologia y
distribucidon de los CoVs en sus reservorios naturales, y como se
transmiten a especies domésticas y al humano, resulta fundamental
para identificar zonas de riesgo potencial, asi como para el
establecimiento de programas de control y prevencion de brotes. Por
lo anterior, el objetivo de este Capitulo fue desarrollar un modelo de
distribucion potencial de CoV en murciélagos de América,
empleando la aproximacion de MNE a partr de modelos de
distribucion de especies de murciélagos en donde se ha identificado

el virus. Asi como de reportes de CoVs en murciélagos de América.
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Materiales y Métodos

Colecta de informacion

Se realiz6 una revisidn bibliografica en el catalogo “Web of Science”
para obtener registros de ocurrencia de CoVs en murciélagos de
América. El criterio de busqueda fue “CoV AND Bats AND America”.
Por cada registro positivo se obtuvo la siguiente informacion: Pais,
localidad de colecta (latitud y longitud), especie de hospedero y
técnica diagnoéstica. En caso de que las coordenadas de la localidad
de colecta, no estuvieran disponibles en la referencia bibliografica,
estos datos fueron ubicados y georreferenciadas con apoyo del
software de acceso libre Google Earth. En este capitulo, también se

usaron los registros de individuos positivos descritos en el Capitulo .

Ocurrencia de hospederos

A partir de las especies de murciélagos reportadas como positivas a
algun CoV, se construyd una base de datos de especies que pueden
actuar como reservorios. Posteriormente se descargaron las
localidades con ocurrencia de estas especies registradas en la base
de acceso libre gbif.org (Global Biodiversity Information Facility).
Finalmente, se corroboré que los datos publicados en gbif.org
coincidieran con el area de distribucidn geografica de cada especie,
previamente descrita por la UICN (Unidon Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza). En caso de identificar localidades
gue no coincidieran con los rangos geograficos descritos, estos fueron

eliminados para el analisis.
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Modelado de Distribucion Potencial de Hospederos Quirépteros

Se construyd un modelo de nicho ecolégico empleando el software
MaxEnt (Modelo de Maxima Entropia) para cada especie de
murciélago con registros positivos a CoVs (Phillips et al., 2006). MaxEnt
realiza predicciones modelando el nicho de las especies con base en
un algoritmo que estima la distribucibn mas cercana a la uniforme
(maxima entropia). Los modelos se construyen en funcidon de la
relaciéon que existe entre los puntos de presencia identificados y las
variables ambientales que se incluyen en el modelo (Phillips et al.,
2006). Como resultado se presenta el area geografica que reune las
condiciones 6ptimas para que la especie esté presente, en funcion
de las probabilidades acumuladas de distribucion del nicho ecoldgico
de la especie y las variables ambientales empleadas. Esto generara
mapas que presentan la probabilidad de distribucion de la especie.
Los resultados se muestran a través de un gradiente que representa

valores del 0 al 100% (Felicisimo et al., 2002).

En un primer ensayo se emplearon diecinueve variables bioclimaticas
(Cuadro 6) de WorldClim (http://www.worldclim.org) a 1km de
resolucion. Cada modelo se desarrollé empleando el 30% de los datos
de cada especie para validacion y el 70% para calibracion (Aradjo &
Guisan, 2006). Se seleccionaron las caracteristicas predeterminadas
del programa y se eligié el formato de salida logistico, esto con la
finalidad de interpretar la distribucion en términos de probabilidad
(Phillips & Dudik, 2008).

Dado que el desempeiio de los modelos se puede ver afectado por

la correlacion existente entre las diecinueve variables previamente

descritas, y generar informacion redundante, se realizé una seleccion
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de variables para la construccion de los modelos finales por especie.
Los criterios de seleccion resultantes fueron: el porcentaje de
contribucidn de las variables climaticas por modelo y el grado de
correlacion entre variables segun los criterios de seleccion (Loiselle et
al., 2008).

Los modelos obtenidos previamente se transformaron a mapas
binarios, para definir el area de distribucidon potencial de cada
especie. En estos, se determiné como presencias, aquellas areas en
las que se ubico el 90% de los puntos de colecta, y como ausencias

las zonas restantes.

Para evaluar el desempefio de cada modelo se empled la curva ROC
(Receiver Operating Characteristic). Esta curva muestra el rendimiento
del modelo en los umbrales posibles, en funcion del AUC (Area Under
the Curve). El AUC indica que los sitios de presencia fueron clasificados
al azar como puntos de ausencia, de acuerdo con un modelo de
probabilidad. EIl AUC generara dos valores, uno de entrenamiento y
otro para datos de calibracién, en donde una clasificaciéon al azar
tendra un valor de AUC de 0.5 y una clasificaciéon ideal tendra un AUC
de 1.0. Se consideraron modelos con buen ajuste, aquellos con valores
de AUC arriba de 0.75 (Elith et al., 2002).

Rigueza de hospederos
A partir de los modelos generados y transformados a mapas binarios,

para cada especie de murciélago detectada como positiva, se
realiz6 un mapa consenso que representa la distribucion potencial de
hospederos quiropteros de CoV en América. La riqueza de

hospederos fue clasificada en gradientes de especies acumuladas (3,
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6,9, 12,15, 18, 21, 24, 27,30y 33) de acuerdo a su distribucion potencial

y a sus areas de convergencia.

Modelo de distribucion potencial de CoV
Para construir un modelo de distribucion potencial de CoVs en

América se emplearon los puntos geograficos con registros positivos
previamente identificados. Se consideré cada punto con al menos un

individuo positivo de cualquier especie de murciélago mediante PCR.

Para el desarrollo y validacion de este modelo, se emplearon los
parametros previamente descritos. Para definir el area de distribucion
potencial, el modelo se transformé en mapa binario, siendo las
presencias aquellas areas en las que se ubico el 90% de los puntos de

colecta y como ausencias las zonas restantes.
Finalmente, se realiz6 un mapa consenso del modelo de riqueza de

hospederos y del modelo de distribuciéon potencial de CoV con la

intencion de evaluar la zona de convergencia de ambos modelos.
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Resultados

Colecta de informacion

Se seleccionaron 15 articulos publicados en el periodo 2007_2016 que
se ajustaron a los criterios de busqueda en “Web of Science” (n= 49).
Los datos obtenidos de estas publicaciones, junto con los registros
originales obtenidos en este estudio, sumaron un total de 47
localidades diferentes con diagnostico molecular positivo a CoVs en
diferentes especies de murciélagos. Se identificaron veinticinco para
México, once para Estados Unidos, tres para Costa Rica, trece para
Brasil, dos para Canada y dos para Trinidad y Tobago (Cuadro 7,

Figura 15).

Ocurrencia de hospederos

En total, se identificaron 43 especies de murciélagos diagnosticadas
como positivas a CoVs en América. Se identificaron veintiln especies
de la familia Phyllostomidae, once de la familia Vespertilionidae,
nueve de la familia Molossidae, y tres de la familia Mormoopidae
(Cuadro 8).

Modelado de Distribucion Potencial de Hospederos Quirépteros

De las 43 especies registradas, se conté con un niumero mayor a 40
registros por especie en gbif.org, lo que permiti6 generar los 43
modelos de nicho en MAXENT. Para el primer grupo de modelos, se
eliminaron aquellas variables altamente correlacionadas (= 80%). Por
lo tanto, las variables empleadas fueron: BIO1(temperatura promedio
anual), BIO2 (rango diurno promedio), BIO3 (isotermalidad), BIO4
(temperatura estacional), BIO12 (precipitacion anual), BIO15

(precipitacion estacional), BIO17 (Precipitacidon del trimestre mas
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seco) y BIO18 (precipitacidon del trimestre mas calido) (Cuadro 6). Los
modelos obtenidos, presentaron un buen ajuste de acuerdo con los
valores de AUC que, en todos los casos, fueron mayores a 0.75.
Posteriormente, se realiz6 una segunda seleccion de variables por
modelo, eliminando las variables con menor porcentaje de aporte. En
general, las variables que aportaron mas y al mayor nuimero de

modelos fueron: BIO1, BIO2, BIO4, BIO12 y BIO15 (Cuadro 6).

Riqueza de hospederos

Se realiz6 un mapa consenso de la distribucion potencial de las 43
especies de murciélagos en América (Cuadro 8; Figura 15). La riqueza
de hospederos se describe en gradientes que aumentan en grupos de
tres especies. Las regiones con mayor rigueza de hospederos se
localizan en la regidon biogeografica Neotropical, principalmente en
los estados de las costas del Pacifico y del Golfo de México, en EUA,
en la peninsula de la Florida, Cuba, Puerto Rico, Centroameérica, y
paises sudamericanos como Ecuador, Colombia, Venezuela, Guyana,
Surinam, Brasil, Perd y Bolivia. En el resto de América se identifican
zonas con las condiciones ideales para que se distribuyan diferentes
especies de hospederos potenciales, sin embargo, las zonas de
convergencia de estos presentan menor riqueza de especies. Esto se
observa en la regidén Neartica en Estados Unidos, Canada, México, y

algunas regiones del Neotrépico, en Brasil, Argentina, y Chile.

Modelo de distribuciéon potencial de CoV en América

Para el modelo de CoV, se emplearon las cincuenta y dos localidades
con registros positivos de CoVs en murciélagos. Se desarrollé un primer
modelo con las diecinueve variables de Worldclim. Posteriormente, se
desarroll6 un segundo modelo, eliminando las variables altamente

correlacionadas y que aportaban menos al modelo. En este segundo
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modelo se tomaron en cuenta las siguientes variables:
BIO1(temperatura promedio anual), BIO2 (rango diurno promedio),
BIO3 (isotermalidad), BIO4 (temperatura estacional), BIO12
(precipitacion anual), BIO15 (precipitacidon estacional), BIO17
(Precipitacion del trimestre mas seco) y BIO18 (precipitacion del
trimestre mas calido) (Cuadro 6). La tasa de omision resultante se
encontré debajo de la tasa de omisidn prevista y presentd un buen

ajuste de acuerdo con los valores de AUC, que fue mayor a 0.75.

Posteriormente, se realiz6 una segunda seleccion de variables,
eliminando aquellas variables que aportaron menos al modelo.
Finalmente, las variables que tuvieron un mayor aporte al modelo
fueron: BIO1, BIO4, BIO17 y BIO18 (Cuadro 6). El modelo final tuvo un

buen ajuste en la curva de omisién y el valor de AUC fue mayor a 0.75.

El mapa binario final, muestra que las zonas de distribucién potencial
de CoVs en América se localizan principalmente en la region fronteriza
noreste de EUA y Canada, al sur de EUA, y en la regidn de la Peninsula
de la Florida. También se distribuyen en las islas de Cuba y Puerto Rico,
en gran parte del territorio mexicano, Centroamérica, algunas zonas
de Colombia, Venezuela, Guyana, Surinam, Brasil, Uruguay, Paraguay,
Bolivia, Perd Ecuador, y una pequefiaregion al sur de Argentina y Chile

(Figura 17).
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CUADRO 6. Variables biocliméaticas empleadas por WorldClim.

BIO1* Temperatura media anual

BIO2* Rango diurno promedio (Promedio mensual (max temp _ min temp)

BIO3* Isotermalidad (BIO2/BIO7* 100)

BIO4* Temperatura estacional (Desviaciéon estdndar *100)
BIO5 Temperatura minima del mes méas calido
BIO6 Temperatura minima del mes mas frio

BIO7 Rango de la temperatura anual (BIO5_BIOG6)
BIO8 Temperatura promedio del trimestre mas himedo
BIO9 Temperatura promedio del trimestre méas seco
BIO10 Temperatura promedio del timestre mas calido
BIO11 Temperatura promedio del trimestre mas frio

BIO12* Precipitacion anual

BIO13 Precipitacion del mes méas hiumedo

BIO14 Precipitacion del mes mas seco

BIO15* Precipitacion estacional (Coeficiente of Variacién)
BIO16 Precipitacion del trimestre mas himedo

BIO17* Precipitacion del trimestre mas seco

BIO18* Precipitacion del trimestre mas calido

BIO19 Precipitacion trimestre mas frio
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CUADRO 7. Puntos de presencia de CoVs en murciélagos de América.

Referencia

(Dominguez et al., 2007)

(Brandao et al., 2008)
(Carrington et al., 2008)

(Misra et al., 2009)

(Donaldson et al., 2010)
(Li et al., 2010)

(Osborne et al., 2011)

(Huynh et al., 2012)

(Anthony et al., 2013)

(Lima et al., 2013)

(Gées et al., 2013)
(Simas et al., 2015)

(Moreira_Soto et al., 2015)

(Asano et al., 2016)

(Gées et al., 2016)

Capitulo I.
(Martinez-Duque, 2017)

Pais
EUA
EUA
Brasil

Trinidad
Trinidad
Canada
Canada
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Brasil
Brasil
México
Brasil
Costa
Rica
Costa
Rica
Costa
Rica
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
México
México
México
México
México

Localidad
Mancos, Montezuma County,
Colorado_Sitio_1

Fort Collins, Larimer County, Colorado, Sitio 2

Sao Paulo

Fyzabad

Couva

St, Georges Cave_Manitoba
Dale’s_Manitoba

Little Orleans, Allegany County
San Saba, Texas

Sitio_4

Sitio_5

Sitio_17

Sitio_18

Sitio_19

Saratoga National Historical Park, NY
Chesapeake & Ohio Canal National
Historical Park, Maryland
Campeche Undisturbed / KM_15
Campeche Undisturbed/Silvituk
Campeche Undisturbed/KM_49
ChiapasUndisturbed/Playon
Chiapas/Undisturbed/Ruinas

San Gabriel/Oaxaca

Chiapas Undisturbed/Siete
Chiapas Disturbed/Mariposario
Campeche Disturbed/Hormiguero
Chiapas Undisturbed/Plataforma
Campeche Disturbed/Carrizal
Chiapas Undisturbed/Estacion
Campeche Undisturbed/Volcan
Distrito Federal/UAM

Chiapas Disturbed/Teapa_LaFinca
Porto Alegre, Brasil

Jequitibas Wood Campinas, Sao Paulo

Sitio C Tirimbina Biological Station

Sitio J, Parrita

Sitio D, San José

Sao Paulo

State Park Villa Rica do Espirito Santo,
Fénix_PR

Iguacu National Park PR

Private Reserve of Natural Heritage Fazenda

Barbacena, Sao Pedro do Ivai_PR
Aracatuba_SP
Andradina, SP
Penapolis_SP
Andradina

Sud Mennucci_SP
e

“ign

«gr

g

“y3n

Lat
37.34224
40.42943

-23.5

10.15525
10.432
50.365225
49.87514
39.62592
31.19572
40.92578
37.31993
40.86726
40.93664
40.82220
43.01230

39.60073

18.40933
18.64291
18.18547
16.13486
16.10527
16.03333
16.10616
16.15497
18.40027
16.10586
18.52308
16.11491
18.52281
19.29615
17.63497
-30.03305
-23.5
19.47878
-22.90870

10.41705
9.54055

9.93869

-23.5
-23.91666
-25.46050
-23.86068

-21.20784
-20.89751
-21.41509
-20.89751
-20.6441
18.44869
18.33269
18.54238
18.75011
18.42130

Long
-108.28923
-105.07842

-46.63

-61.54625
-61.43515
-96.23990
-95.90684
-78.38640
-98.71809
-105.85911
-104.39024
-105.14871
-105.17604
-105.18499
-73.64888

-77.8269

-89.89911
-90.29458
-89.74688
-90.90363
-91.01491
-97.06666
-90.98522
-90.89378
-89.48211
-90.93780
-89.59913
-90.94088
-89.82363
-99.10352
-92.99702
-51.23
-46.63
-104.64308
-47.04944

-84.12372
-84.40069

-84.04522

-46.63
-51.95
-53.81778
-51.87340

-50.44100
-51.37848
-50.07747
-51.37848
-50.88716
-99.09897
-98.88841
-98.999
-99.18972
-99.01211
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CUADRO 8. Especies de murciélagos hospederos de CoV en América y su clasificacion.

Afinidad Estado de
Familia Género y especie Gremio Tréfico
Biogeografica Conservacion
Anoura geoffroyi Omnivoro Neotrépico LC
Artibeus hirsutus Frugivoro Endémico LC
Artibeus jamaicensis Frugivoro Neotrépico LC
Artibeus lituratus Frugivoro Neotrépico LC
Artibeus phaeotis Frugivoro Neotrépico LC
Carollia brevicauda Frugivoro Neotrépico LC
Carollia castanea Frugivoro Neotrépico LC
Carollia perspicillata Frugivoro Neotrépico LC
Caroliia sowelli Frugivoro Neotrépico LC
Choeroniscus godmani Insectivoro Neotrépico LC
Phyllostomidae Desmodus rotundus Hematéfago Neotrépico LC
Diphylla ecaudata Hematéfago Compartida LC
Glossophaga commissarrisi Nectarivoro Neotrépico LC
Glossophaga leachii Nectarivoro Neotrépico LC
Glossophaga morenoi Nectarivoro Endémico LC
Phyllostomus discolor Omnivoro Neotrépico LC
Platyrrhinus lineatus Omnivoro Neotrépico LC
Sturnira lilium Frugivoro Compartida LC
Macrotus waterhousii Omnivoro Compartida LC
Glossophaga soricina Nectarivoro Neotrépico LC
Lonchorhina aurita Insectivoro Neotrépico LC
Eptesicus fuscus Insectivoro Compartida LC
Myotis californicus Insectivoro Neartico LC
Myotis evotis Insectivoro Neartico LC
Myotis lucifugus Insectivoro Neartico LC
Myotis nigricans Insectivoro Neotrépico LC
Vespertilionidae Myotis occultus Insectivoro Neartico LC
Myotis riparius Insectivoro Neotrépico LC
Myotis velifer Insectivoro Compartida LC
Myotis volans Insectivoro Neartico LC
Nycticeius humeralis Insectivoro Neartico LC
Pipistrellus subflavus Insectivoro Compartida LC
Cynomops abrasus Insectivoros Neotrépico DI
Cynomops planirostris Insectivoros Neotrépico LC
Molossus currentium Insectivoros Neotrépico LC
i Molossus molossus Insectivoros Neotrépico LC
Molossidae
Molossus rufus Insectivoros Neotrépico LC
Nyctinomos laticaudatus Insectivoros Neotrépico LC
Eumops glaucinus Insectivoros Neotrépico LC
Tadarida brasiliensis Insectivoros Compartida LC
Pteronotus parnelli Insectivoro Compartida LC
Mormoopidae Pteronotus personatus Insectivoro Compartida LC
Pteronotus davyi Insectivoro Compartida LC

Se describe la familia, el gremio tréfico, la afinidad biogeografica y el estado de
conservacion de las especies capturadas. LC=Preocupacién menor, DI= Datos Insuficientes.
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FIGURA 15. Registros de CoV en murciélagos de América.
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FIGURA 16. Modelo de distribucién potencial de especies de murciélagos hospederos de

CoV en América.
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FIGURA 17. Modelo de distribucién potencial de CoV en América.
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Discusion

La identificacion de CoVs emergentes con potencial zoondtico y
pandémico, ha incrementado el monitoreo de este grupo viral en
diferentes especies de mamiferos silvestres. Estos monitoreos
permitieron demostrar la presencia de CoVs genéticamente
relacionados con el brote de SARS-CoV en 2002-2003, en murciélagos
de herradura o rinoléfidos, ademas, estos datos han fomentado el
desarrollo de investigacion asociada a la relacidon murciélagos-CoVs
(Guan et al., 2003; Song et al., 2005).

En 2014, Drexler y colaboradores describieron algunas de las
caracteristicas de las investigaciones relacionada a CoVs de
murciélagos a nivel internacional posterior al brote de SARS-CoV. Para
este ano, se contabilizaron sesenta y tres estudios que presentaron
nuevas secuencias de CoVs identificadas en murciélagos de los cinco
continentes y se observa que el continente con mayor numero de
estudios y secuencias registradas en GenBank es Asia (25), seguido de
América (15), Europa (13), Africa (9) y finalmente Australia (1). Estos
datos, hicieron evidente la poca informacioén disponible obtenida de
regiones con altos indices de biodiversidad, por ejemplo, la region del
Congo en Africa, el Sureste de Asia y la region Neotropical en América

(Drexler et al., 2014).

Actualmente, realizar estudios en zonas con altos indices de
biodiversidad, aporta informacibn que aumenta nuestro
conocimiento sobre la diversidad de hospederos (murciélagos) y en
consecuencia la diversidad genética de los parasitos (CoVs)
asociados (Murray et al, 2015). Por ejemplo, los patrones

biogeograficos se han empleado como conductores para el
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desarrollo de estrategias de monitoreo de la biodiversidad, por lo que
conocer que patrones de distribuciéon siguen diferentes grupos
taxondmicos, incluidos los asociados a enfermedades (macro y micro
parasitos), resulta de gran utilidad para entender por qué ciertas
enfermedades se presentan en algunas regiones geograficas y en
otras no, o porque la presencia de una enfermedad esta relacionada

con la presencia de alguna especie en particular (Myers et al., 2000).

A la fecha y de acuerdo con los datos obtenidos para esta revision,
las secuencias de CoVs de murciélagos reportadas para América,
provienen de regiones localizadas en seis paises de todo el continente
de entre los cuales tres son considerados paises megadiversos. Estos
datos son restringidos, si consideramos que en América existen treinta
y cinco paises, de los cuales siete estan clasificados como paises
megadiversos (Wilson & Mittermeier, 2004). Estos datos resaltan la
importancia de incrementar la investigacion y continuar identificando
patrones de diversidad genética de CoVs en areas con alta

diversidad taxondmica de hospederos en América.

En esta revisidbn, ademas de apreciar la escasa informacion disponible
asociada a este virus en murciélagos de América, también nos
enfrentamos a la falta de consistencia de la informacion disponible.
Por ejemplo, aunque existe un mayor nimero de publicaciones, que
las empleadas en esta revisidn, algunas fueron excluidas del analisis
por no contar con informacidn concreta relacionada con:
clasificacion taxondmica del hospedero, falta de diagndstico
molecular del virus, falta de referencias geograficas de los sitios de

colecta, etc. La inconsistencia en los datos disponibles, es una

79



limitante para comparar y correlacionar los datos, por lo que nos

enfrentamos a un nimero de datos restringidos para nuestro analisis.

A partir de los datos obtenidos de estudios realizados en diferentes
regiones de América, se ha logrado identificar la presencia de CoVs
en cuarentay tres especies de murciélagos de diferentes regiones del
continente. Estas especies representan cuatro de las seis familias de
quirépteros que se distribuyen en América y dentro de la muestra el
mayor porcentaje de especies (49%) pertenece a la familia
Phyllostoidae. Esta familia unicamente se distribuye en Américay es la
familia de murciélagos con afinidad Neotropical mas diversificada a
nivel de género (Fenton, 1992). La familia Vespertilionidae tuvo un 25%
de especies de la muestra, esta familia es la mas dominante en la
region Boreal y se distribuye en todo el planeta a excepcién de los
polos, ademas, los vespertilionidos son los murciélagos mas diversos a
nivel de especie, y esta diversidad se concentra principalmente en el

Sureste Asiatico (Hutson & Mickleburgh, 2001).

Las familias Molossidae (19%) y Mormoopidae (7%) tuvieron menor
representatividad dentro de la muestra. Por un lado, los molésidos al
igual que los vespertilionidos, se distribuyen en el nuevo y en el viejo
mundo y aunque se distribuyen en zonas templadas y en zonas
tropicales, hay mayor diversidad en los tropicos (Freeman, 1981). La
familia Mormoopidae es de afinidad Neotropical y Unicamente se
distribuye en América, incluye uUnicamente dos géneros y diez
especies (Simmons & Conway, 2001), de las cuales, tres especies del

género Pteronotus han sido positivas al virus.

Estos resultados describen de manera general la composicion de

especies de murciélagos en Ameérica, con mayor diversidad de

80



especies de afinidad neotropical (60%), alta diversidad de especies
de distribucién compartida (21%) y en menor proporcidn especies de
afinidad neéartica (14%) y asi como especies endémicas (5%). Es
importante considerar que el mayor numero de localidades de
colecta se localizan en la regidon neotropical, en Centroamérica, al sur
de Brasil y al centro y sur de México, mientras que en el neartico se

obtuvieron datos del sur de Canada, y del centro y Noroeste de EUA.

El gremio tréfico de las especies positivas fue principalmente
insectivoro (56%), esto se puede explicar debido a que las familias
Molossidae, Mormoopidae y Vespertilionidae se alimentan
Unicamente de insectos. Por otro lado, la familia Phyllostomidae esta
compuesta por especies con alta diversidad de gremios tréficos, asi
en la muestra se observan especies frugivoras (21%), especies
nectarivoras (9%), omnivoras (9%) y hematofagas (5%). Estos datos son
congruentes con la distribucién de gremios tréficos de los quirépteros,
pues se sabe que, de las 1300 especies descritas en el mundo, el
porcentaje mas alto (75%) se alimenta de insectos y otros

invertebrados (Denzinger & Schnitzler, 2013).

De acuerdo con la clasificacion establecida por la UICN, el mayor
nimero de especies positivas estan categorizadas como
preocupacion meno (LC), Unicamente una especie presentd
informacion insuficiente para su clasificacion (Cynomops abrasus). De
acuerdo con la informacidén disponible, la mayoria de las especies de
quirépteros del mundo se encuentran en la categoria de
preocupacion menor (LC) de la UICN (UICN, 2017).
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Desde un enfoque geografico y haciendo referencia a las dos
regiones biogeograficas de América, la mayor riqueza de murciélagos
se concentra en el Neotrépico, region en la que se han identificado
alrededor de doscientas ochenta y ocho especies de murciélagos,
mientras que en la region Neartica se han descrito aproximadamente
setenta y tres especies, sin embargo al sur de esta regidn, al centro de
México, se aprecia una fuerte influencia neotropical, por lo que esta
zona es identificada como zona de convergencia (Escalante et al.,
2004). Identificar que determina los patrones de distribucion de la
biodiversidad en el planeta, es una de las preguntas cientificas mas
estudiadas (Pennisi, 2005). Una de hipdtesis planteada al respecto, se
centra en los patrones de heterogeneidad del habitat, esta teoria se
basa en la premisa de que la variacion en las condiciones
ambientales ha dado origen a ecosistemas con diferentes
caracteristicas y de distribucion geografica variable, lo que genera
mayor diversidad de nichos y facilita la coexistencia, dando como

resultando mayor riqueza de especies (Hortal et al., 2008).

El mapa consenso de hospederos potenciales, muestra los parametros
de mayor riqueza de especies en la zona de transicion en México. Se
ha reconocido que, aunque México abarca Unicamente el 1% del
area terrestre del planeta contiene alrededor del 10% de todos los
vertebrados terrestres. En el caso particular de los murciélagos se han
descrito ciento treinta y siete especies en todo el territorio, de las
cuales cincuenta y siente son de afinidad neartica y el resto de
afinidad tropical. Dentro del territorio nacional, los estados que
muestran mayor rigueza, se localizan en la costa del Pacifico que
incluye a los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,

Guerrero, y algunos estados del centro como Puebla y del Sureste
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localizados en la Peninsula de Yucatan, Oaxaca y Chiapas (Ceballos
& Oliva, 2005). Se ha demostrado que la composicidn de especies de
murciélagos en México, tiene una fuerte asociacion con los atributos
de la vegetacion y con la variacion espacial de los factores

ambientales (Lopez-Gonzalez et al., 2012).

Los resultados del modelo, muestran alta riqueza de hospederos
potenciales en las islas del Caribe, principalmente en Cuba y
Republica Dominicana. Se ha sugerido que Cuba tiene la mayor
riqueza de murciélagos de entre las Antillas, con aproximadamente el
45% de las especies de la regidn. Este nivel de diversidad, se ha
asociado con la alta complejidad del habitat en la regidon y con la

abundancia de ambientes ricos en refugios (Mancina en al., 2007).

En Centroamérica el modelo muestra patrones de mayor riqueza de
hospederos, principalmente en la costa del Caribe en Belice y
Guatemala, laregidon costera localizada entre la frontera de Honduras
y Nicaragua, asi como la region del istmo de Panama. Diferentes
estudios han sefialado que es en el area de América entre México y
Panama, en donde habita la mayor riqueza de murciélagos del
mundo, en términos de numero de especies y géneros. En esta zona
se han descrito aproximadamente 166 especies de murciélagos, de
sesenta y siete géneros pertenecientes a nueve familias, ademas de
reportar un alto grado de endemismos. Dentro de esta region, se ha
sefalado a la costa del Pacifico de Guatemala, El Salvador, Honduras
y Nicaragua, como areas prioritarias para la conservacion de
murciélagos, por presentar un mosaico de vegetacion, que va de
manglares hasta bosques de niebla y bosques tropicales (Hutson &

Mickleburgh, 2001). También se ha sefialado que los paises del Sur
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(Costa Rica y Panama) tienen mayor diversidad que los paises del
Norte (Guatemala y Belice), y de manera general se ha sefialado que
esta region es un marcado centro de diversificacion de la biota en

América (Ortega y Arita, 1998, Hernandez Davila, 2012).

En Sudamérica, la zona con mayor probabilidad de convergencia
entre especies de hospederos se localiza en regiones de Ecuador,
Colombia, Venezuela, Guyana, Surinam, Brasil, Perd y Bolivia. En de la
mayoria de estos paises se localiza la Amazonia, region de gran
importancia para la diversidad de murciélagos. El bosque tropical
amazonico es uno de los centros de biodiversidad mas importante del
mundo y es el bioma con mayor riqueza de murciélagos (50%) del
Neotrépico, sin embargo, el mayor porcentaje (60%) del territorio de
esta selva se localiza en Brasil (Sampaio et al., 2003). Por otro lado, la
Amazonia Peruana y su frontera con Brasil y Bolivia también presenta

las caracteristicas ideales para alojar una alta riqueza de hospederos.

Colombia es otro pais sudamericano con alta riqueza de murciélagos,
a pesar de ello, se considera que no existen registros de un gran
porcentaje del area geografica de la Amazonia Colombiana y
Venezolana (Noguera Urbano & Escalante, 2014). Ademas de la selva
amazonica, el mapa también sefala el bosque tropical de la costa
del Atlantico y la zona de pastizal y matorral tropical al sur de Brasil,
como areas de importancia para la rigueza de hospederos

potenciales.
Los resultados muestran que las zonas con caracteristicas adecuadas

para la distribucién de la mayor riqueza de hospederos, se localizan

en los bosques tropicales y subtropicales. Sin embargo, en la regiéon
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neartica las zonas con caracteristicas ambientales favorables para
alojar una alta riqueza de hospederos, se localizan en la costa de la
Florida en EUA, en donde el ecosistema principal es bosque de

coniferas (Boenigk, 2015).

Como se observdé en los resultados los mayores porcentajes de
biodiversidad se concentran en la region tropical, y estos patrones son
el resultado de variables asociadas al clima y a la historia geoldgica
de laTierra. Algunas de las variables ambientales con mayor influencia
en los patrones de biodiversidad son la temperatura y la precipitacion.
En los modelos de hospederos, se emplearon estas variables pues se
sabe que estan fuertemente asociadas a la ecologia de las especies

y de sus dindmicas poblacionales (Austin et al., 2009).

La precipitacion es fundamental para el crecimiento de vegetacion
gue provee de recursos alimenticios y refugios para los organismos, asi,
los bosques se localizan en zonas con precipitacion que va de normal
a alta en zonas climaticas tropicales y templadas. Por otro lado, la
temperatura, ademas de influir en la disponibilidad de recursos en el
ambiente, también modifica el comportamiento y las caracteristicas
ecoldgicas de los murciélagos, como las tasas de reproduccion
(Adams & Hayes, 2008).

Se ha identificado, que los patrones de diversidad y endemismos
también responden a gradientes latitudinales y de elevacion, sin
embargo, por estar altamente correlacionadas con variables
ambientales como la precipitacion y la temperatura, no se emplearon

para el desarrollo de los modelos (LOpez-Gonzalez et al., 2012).
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Actualmente el conocimiento sobre la diversidad de quirépteros en
América sigue en aumento, asi como la diversidad de macro y micro
parasitos asociados a este grupo de mamiferos. Por lo cual, identificar
los centros con alta riqueza de murciélagos, ayudara a conocer
caracteristicas que determinan los patrones de distribuciéon de sus
parasitos asociados. Por ejemplo, los estudios sobre CoVs en
murciélagos mexicanos, muestran que el porcentaje de especies de
quirépteros que han sido positivas a este virus, representan alrededor
del 34% de las especies descritas para el pais. Este resultado apoya la
hipotesis sobre la relacion entre diversidad viral y diversidad de
hospederos (Anthony et al., 2015; 2017).

El modelo de distribucién potencial de virus, construido en este
trabajo, coincide Unicamente con algunas regiones de mayor riqueza
de hospederos potenciales, principalmente en la regiéon de la
Amazonia localizada en la frontera entre Venezuela y Colombia. Por
otro lado, algunas regiones con caracteristicas ideales para la
presencia de una alta riqueza de hospederos potenciales localizadas
en Perd, Colombia y Ecuador, no se han realizado estudios sobre CoVs
en murciélagos. Ademas, se muestra que la region de Centroamérica
€s una zona con las caracteristicas adecuadas para la distribucion del
virus, por lo que realizar investigaciones en esta region es importante

por ser uno de los centros de diversidad mas importantes de América.

A la fecha, existen pocos estudios que describan la influencia de las
condiciones ambientales en la prevalencia de CoVs en murciélagos.
En este trabajo se construyé el modelo de distribucion potencial de
CoVs, a partir de la seleccién primaria de variables que mostraron un

alto nivel de aporte, estas variables estuvieron relacionadas
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principalmente a la temperatura y precipitacion. Algunos estudios
han demostrado que la estacionalidad y la precipitacion, en conjunto
con la temperatura, pueden afectar la tasa de reproduccion, el
desarrollo, el comportamiento, la distribucion geografica y las
dinamicas poblacionales de hospederos y vectores (Goetz et al.,
2000).

La influencia de variables climaticas en la prevalencia de virus en
poblaciones silvestres, se ha relacionado con patrones reproductivos
y de crianza. Se ha sugerido que bajos niveles de precipitacion
representan un factor de estrés por favorecer la disminucion de
recursos alimenticios y de refugio, esta condicién tiene un impacto
directo en la salud de los individuos, causando modificaciones en sus

parametros inmunolégicos (Seltmann et al., 2017).

Se ha demostrado que la estacionalidad juega un papel clave en
brotes epidémicos de algunos patégenos, por ejemplo, algunos brotes
de Filovirus en murciélagos se han relacionado con la época de
nacimientos, y se ha observado que, en regiones geograficas con
menor variacion de la temperatura mensual, son mas propensas a

presentar brotes de Marbug (Nyakarahuka et al., 2017).

Estudios epidemioldégicos de CoVs en murciélagos del viejo mundo
(familia Rhinolophidae), demostraron en un periodo de cuatro aflos un
aumento de la prevalencia Unicamente en la primavera de algunos
anos (Su et al., 2016), lo que coincide con otros estudios longitudinales
en donde se observa variacion en las prevalencias reportadas afo
con afio (Osborne et al., 2011). Por otro lado, estudios realizados en

sitios de maternidad han demostrado que afo con afo la prevalencia
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de CoVs es persistente durante la temporada en la que los
murciélagos no se encuentran en hibernacion, presentando un pico
al final de la primavera y al inicio del verano, este hallazgo es
interesante y plantea la posibilidad de realizar estudios en diferentes
poblaciones durante esta época con la finalidad de identificar
procesos que influyan en la prevalencia del virus (Dominguez et al.,
2007).

La informacion disponible sobre la distribucidn geografica de
diferentes especies de quirépteros obtenida a partr de
investigaciones sistematicas es limitada, pues generalmente proviene
de regiones geograficas especificas y muy restringidas, por lo que los
datos de ocurrencia generalmente son pocos 0 no abarcan
comunidades completas. Por lo anterior, el uso de modelos de
distribucidn potencial en especies de murciélagos ha resultado una
herramienta util, ademas de aportar informacioén sobre los efectos de
la modificacién del habitat y los requerimientos para la conservacion
de distintas especies de quirdpteros, principalmente aquellas con
caracteristicas ecolégicas y de comportamiento que vuelven

compleja su identificacion y detectabilidad (Russo & Voigt, 2016).

Por otro lado, el uso de modelos de distribucién potencial como
herramienta para identificar zonas de riesgo para la emergencia de
enfermedades continla en aumento. Se han descrito las ventajas y
desventajas sobre el uso estos modelos, y se sabe que la agudeza de
estos modelos depende en gran medida de los datos de presencia
disponibles, lo que puede representar un sesgo en el desempefio de
los modelos propuestos (Peterson et al., 2011). Ademas, es

indispensable considerar los sesgos espaciales a partir de los datos
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disponibles, por ejemplo, en este trabajo se empled la base de datos
en linea gbif.com, que cuenta con datos a escala global y en donde
se pueden apreciar sesgos en la informacién disponible por palils,
asociados principalmente a la variacion en los esfuerzos de muestreo
por localidad y por pais, asi como a la presencia de errores en la
identificacion taxondmica de especies cripticas (Anderson, 2012; Beck
et al., 2013).

Actualmente el uso de esta herramienta en América es limitado en
comparacion con el que se ha dado en Europa y Africa (Razgour et
al., 2016), sin embargo, se espera que su uso se incremente a favor de
estudios con aproximaciones integrales y multidisciplinarias como la

ecologia de enfermedades y la ecologia espacial.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en la revision bibliografica, muestran que la
informacion disponible sobre prevalencia de CoVs en murciélagos de
América, proviene de zonas geograficas restringidas. A partir de la
revision de la literatura y los datos generados en el monitoreo realizado
para el Capitulo 1 de esta investigacidon, podemos observar que
México es uno de los paises en donde se ha generado mas
informacion sobre la diversidad de CoVs asociados a murciélagos en

América.

Las especies de murciélagos del nuevo mundo en las que se ha
identificado este género viral son pocas en comparacion con el total
de especies descritas para el continente, representando
aproximadamente menos del 15% de ellas, siendo en su gran mayoria

especies con afinidad tropical.

Los modelos construidos para este estudio fueron desarrollados a partir
de variables que se sabe estan fuertemente relacionadas con la
distribucion de la biodiversidad (temperatura y precipitacion). Por ser
un modelo que abarca una amplia region geografica, la agudeza de
los resultados puede ser limitada, ademas de emplear los datos sobre
los diferentes genotipos de manera general sin hacer diferencias entre
los requerimientos ambientales de cada uno (en caso de existir
diferencias), sin embargo, estos resultados nos proporcionan
informacion sobre areas geograficas a gran escala que rednen
caracteristicas adecuadas ambientalmente para la presencia de

hospederos y virus.
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El mapa consenso generado a partir de los modelos de hospederos y
de distribucidon potencial del virus, muestra que la distribucidon
potencial del virus no se restringe a las regiones con mayor
concentracidon de hospederos potenciales, que generalmente son
areas con bosques tropicales. Por el contrario, también observamos
areas de distribucidon potencial del virus en Norteamérica y areas de
Sudameérica con ecosistemas templados dominados por praderas y
bosques templados, en donde la riqueza de hospederos potenciales

es menor.

El modelo propuesto funciona como herramienta para determinar
areas prioritarias para la investigacion sobre CoVs en murciélagos, con
la finalidad de hacer mas eficiente los recursos disponibles, y dirigir
esfuerzos hacia regiones en donde existe poca o nula informacion
disponible. Por ejemplo, areas localizadas al sur de EUA, el noreste de
México, la frontera entre Colombia y Venezuela, los bosques tropicales
ubicados al este de Brasil y algunas regiones de Argentina, Bolivia,

Paraguay y Peru.

Este es el primer modelo de distribucion potencial de CoVs en
murciélagos de América que se ha desarrollado, y como cualquier
aproximacion de modelacidon ecoldgica, requiere de consideraciones
cuidadosas respecto a sus contribuciones y a las suposiciones del

modelo.
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DISCUSION GENERAL

En la dltima década el estudio de enfermedades infecciosas
emergentes en especies silvestres ha sido un eje central de estudio,
gue ha tenido como objetivo en general identificar los patrones y
procesos que dirigen el brote de enfermedades en diferentes
organismos entre ellos el humano (Daszak et al., 2000; Jones et al.,
2008; Morse et al., 2012). Entre los mamiferos mas estudiados en este
tema, se encuentran los quirGpteros, que, gracias a su gran diversidad
de especies, amplia distribucién en el mundo, y caracteristicas Unicas
como la habilidad de volar, han sido tomados como objeto de estudio
(Wibbelt et al., 2010; Hayman et al., 2013; Moratelli & Calisher, 2015).
Investigaciones centradas en identificar el papel de los murciélagos
en la ecologia de enfermedades de etiologia viral, han revelado su
papel como hospederos de una gran diversidad de familias virales,
entre ellas la familia Coronaviridae (Li et al., 2005; Poon et al., 2005; Ge
et al., 2015).

Las investigaciones actuales han resaltado la importancia de realizar
estudios con un enfoque de ecologia de enfermedades en regiones
con altos indices de biodiversidad, con la finalidad de aumentar el
conocimiento disponible en referencia la diversidad de hospederos y
en consecuencia la diversidad genética de los parasitos asociados
(Murray et al., 2015).Para este tipo de investigaciones las regiones
biogeograficas han funcionado como variables para delimitar areas
prioritarias para el monitoreo de la diversidad biolégica. El identificar
los patrones de distribucion que siguen diferentes grupos taxondmicos,
incluidos los asociados a enfermedades (macro y micro parasitos), es

de gran utilidad para entender que variables favorecen la presencia
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de enfermedades en algunas regiones geograficas y en otras no
(Myers et al., 2000).

Estudios realizados en murciélagos de Asia, Africa y América han
demostrado que los murciélagos actian como hospederos de este
grupo de virus y que los genotipos causantes de los brotes de SARS-
CoVsy MERS-CoVs estan altamente relacionados con estos mamiferos
(Drexler et al., 2014; de Wit et al., 2016; Anthony et al.,, 2017). Los
resultados de investigaciones realizadas en diferentes partes del
mundo, han propuesto que conocer la diversidad de CoVs en las
poblaciones de murciélagos, asi como su distribucién geografica
pueden ayudar a identificar e incluso predecir zonas de riesgo para la
emergencia de brotes en humanos (Huynh et al., 2012; Azhar et al.,
2014; Corman et al., 2014).

El propdsito del presente estudio fue evaluar la presencia y diversidad
de CoVs en murciélagos distribuidos en la region del CVT, asi como
caracterizar su distribucion filogenética y geografica (Capitulo 1).
Paralelamente se emplearon herramientas de modelaciéon que
permitieron desarrollar un modelo de distribucidon potencial de

hospederos quirépteros y de CoVs en América (Capitulo 2).

Los resultados de este proyecto mostraron una prevalencia general de
6.9%, porcentaje congruente con los datos reportados en murciélagos
de otras regiones (Osborne et al., 2011). En este estudio reportamos la
presencia de doce genotipos de CoVs, nueve que corresponden a a-
CoVs y tres a p-CoVs. De entre los cuales seis a-CoVs y dos f-CoVs
corresponden a secuencias que no han sido reportados previamente.

Estos resultados contribuyen al conocimiento sobre la diversidad de
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CoVs en murciélagos de México en particular y del nuevo mundo en

general.

A partir de herramientas molecularesy filogenéticas logramos describir
el agrupamiento de los diferentes genotipos de CoVs identificados, en
funciéon de los hospederos en donde fueron diagnosticados. Este
resultado fue congruente con el reporte previo de CoVs en
murciélagos mexicanos, en donde los genotipos identificados se
agruparon por familia de hospedero. En esta investigacion se reportan
genotipos previamente publicados en el pais y de nuevo se observa
un patron de agrupamiento con la familia de hospedero,
correspondiente a los resultados del estudio previo (Anthony et al.,
2013, Ojeda, 2015).

Entre las secuencias identificadas en este trabajo, se presentan nueve
secuencias con porcentajes de similitud menores al 90% con respecto
a las secuencias publicadas en GenBank a nivel de aminoacidos, esto
las clasifica como reportes nuevos. Estas secuencias también
muestran un patron de agrupamiento por género o por familia de
hospedero, o que sugiere un proceso de coevolucidn murciélago-
CoVs, sin embargo, esta hipotesis debe ser corroborada con analisis
de coevolucion parasito-hospedero como los reportados en estudios
previos (Ojeda, 2015).

El siguiente objetivo de esta investigacion fue identificar los patrones
geograficos de distribucion de los genotipos de CoVs de la zona de
transicion Neartico Neotropical en México. Los resultados no
mostraron un patrén de agrupamiento espacial. La red de haplotipos

propuesta muestra patrones de distribucién aleatorios, en donde el

94



mayor numero de haplotipos se conecta por haplotipos hipotéticos,
lo que no permite distinguir algun centro de irradiacion entre
haplotipos, y no revela algun patron en la estructura genética de los
CoVs identificados. Este resultado sugiere que existe mayor variedad
de genotipos de CoVs que no fueron incluidos en este analisis. Al
proyectar estos resultados en la geografia podemos observar que no
existe un patréon en la distribuciéon de los genotipos de CoVs reportados
como se ha observado en otros estudios que incluyen otras familias
virales (Holmes, 2004, 2008; Duraes-Carvalho et al., 2015).

Los resultados asociados a la diversidad de CoVs en murciélagos de
la regiobn, mostraron que, la localidad de colecta con mayor
diversidad de especies de quirdpteros (2. Vegas) presentdé una mayor
diversidad de CoVs, en comparacion con la localidad con menor
diversidad de hospederos que tuvo prevalencia al virus (8. Agua). Estos
resultados son congruentes con lo propuesto respecto a la correlacion
positiva entre diversidad de hospederos y diversidad de CoVs
(Anthony et al., 2017).

El segundo capitulo de este trabajo se centré en construir un modelo
de distribucién potencial de hospederos y de CoVs asociados a estas
especies en Ameérica. Los resultados mostraron que la mayor riqueza
de hospederos potenciales de acuerdo con las caracteristicas
ambientales se concentra en las regiones tropicales a partir del centro
de México hasta Sudamérica, concentrandose principalmente en el
sur de México, Centroamérica, islas del Caribe, y los limites entre Brasil,
Bolivia, Peru y Paraguay. Por otro lado, la riqueza de hospederos
potenciales en el resto de las regiones de América es menor, sin

embargo, la distribuciéon potencial de hospederos quirépteros
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practicamente cubre toda la superficie del continente con excepcion
de los polos, dato congruente con los patrones de distribuciéon de
murciélagos en América, en donde se describen patrones de mayor
riqueza en la regidn tropical que en la regidn boreal (Fenton et al.,
1992; Ceballos & Brown, 1995; Ortega & Arita, 1998; Hutson &
Mickleburgh, 2001).

El mapa de distribucion potencial de CoVs, mostré que las zonas de
distribucion potencial de CoVs en América se localizan al Sur de
Canada en la frontera con EUA, y en parte de la regidon de la costa
este de EUA y la frontera con México, asi como algunas zonas del
Oeste del pais. Por otro lado, en México se observd una amplia
distribucion a lo largo del pais tanto en la regidn del Neartico como
del Neotrépico. Centroamérica y las islas del Caribe muestran una
amplia area de distribucién potencial del virus, mientras que en
Sudamérica se observan puntos de distribuciéon mas restringidos que
abarcan localidades en la frontera entre Colombia y Venezuela, parte
de la costa del Atlantico a la altura de Brasil y hacia el Oeste en
algunas regiones de Peru, Paraguay y Bolivia. Finalmente, hacia el Sur
del continente observamos zonas de distribuciéon potencial al sur de
Brasil y al norte de Argentina, areas con distribucidon potencial de

hospederos, pero con riqueza baja.

El uso de modelos de distribucion potencial de organismos que actuan
como hospederos, vectores o0 parasitos, involucrados en la
emergencia de enfermedades, es una herramienta que en la
actualidad resulta util para dirigir esfuerzos y recursos con la finalidad

de entender las dinamicas de las enfermedades y desarrollar medidas
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de accidn previas a la emergencia. Por lo tanto, este modelo es una
herramienta para identificar areas con caracteristicas ambientales
adecuadas para la presencia del virus, en donde no se han realizado
estudios. Este modelo ayuda a identificar zonas en donde se sugiere
realizar investigaciones que nos permitan ampliar nuestro
conocimiento sobre la prevalencia y la ecologia de CoVs en
comunidades de murciélagos con diferentes caracteristicas. Es
importante considerar que este modelo fue desarrollado a escala de

continente por lo cual no esta detallado a escala de cada pais.
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CONCLUSION GENERAL

A pesar de que el estudio de CoVs en murciélagos del mundo ha
aumentado considerablemente en los udltimos afios, la informacion
disponible para algunas regiones de Ameérica es escasa o0 nula en
comparaciéon con otras regiones del mundo. En México se han
realizado investigaciones previas a este estudio principalmente en
murciélagos con afinidad tropical, distribuidos en la costa del Pacifico,
la costa del sureste y la Ciudad de México. Este trabajo se concentrd
en el centro del pais dentro de la zona determinada como la region
de transicidn entre el neartico y el neotropico incluyendo localidades
para las que no existia informacion sobre la prevalencia de CoVs en
las comunidades de murciélagos, contribuyendo de forma importante

al conocimiento de la distribucién de CoVs en México.

Esta investigacion permitié confirmar mediante estudios moleculares y
aproximaciones filogenéticas la presencia de diferentes genotipos de
CoVs en murciélagos de la regidon Neartico Neotropical en México.
Aportando informacidén sobre la riqueza de esto grupo de virus y sobre
los patrones de distribucion en diferentes comunidades de hospederos

y de distribucion geografica.

Las técnicas de modelacidn de nicho ecoldgico han sido empleadas
para predecir las areas de distribucidn potencial de especies sobre las
gue se tiene poca informaciéon y en afios recientes han sido
empleadas para predecir areas en donde se podria presentar el brote
de enfermedades infecciosas emergentes, especificamente para
identificar areas con las condiciones ambientales necesarias para la
presencia de parasitos, hospederos y vectores, representando una

herramienta valiosa para los estudios de ecologia de enfermedades.
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En este estudio, el modelo de nicho propuesto funciona como
herramienta para determinar areas prioritarias para el monitoreo de
CoVs en murciélagos de América, y puede funcionar como guia para
dirigir esfuerzos hacia regiones en donde existe poca o0 nula

informacion, haciendo mas eficiente el uso de los recursos disponibles.

Los resultados de este trabajo confirman lo propuesto en estudios
anteriores que sugieren que la diversidad de CoVs depende de la
diversidad de sus hospederos quirépteros. Esta tendencia se observo
en una region geografica relativamente restringida en donde
convergen dos regiones biogeograficas en donde las comunidades
de hospederos quirbpteros tienen las caracteristicas de las

comunidades de ambas ecozonas.

Continuar generando informacién que nos permita conocer mayor y
mejor informacién sobre la diversidad de los CoVs, como
caracteristicas moleculares, mecanismos de transmision, rangos de
distribucidn, entre otros aspectos de su ecologia, resulta fundamental
para el establecimiento de programas de prevencidén y control de

enfermedades emergentes a escala local y global.
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